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INTRODUCTION

La mucoviscidose est une maladie génétique entrainant des complications pulmonaires
d'origine infectieuse. Au coté des bactéries qui constituent la cause majeure des
infections pulmonaires dans la mucoviscidose, de nombreux micromycetes peuvent
coloniser et infecter les voies respiratoires de ces patients (Aspergillus fumigatus,

especes du complexe Scedosporium apiospermum, ...).

Les « levures noires » du genre Exophiala sont retrouvees chez 1 a 19 % des patients
atteints de mucoviscidose pour lesquels des cas d'infections pulmonaires prouvées ont
été decrits. L'espéce Exophiala dermatitidis représente plus de 90 % des souches

isolées de ces patients.

Ces micro-organismes extrémophiles sont capables de se développer a des
températures élevées et de survivre malgré des variations importantes d'hygrométrie et
de pH.

L'objectif de mon travail a été le développement d'une technique de génotypage par
polymorphisme des microsatellites d'E. dermatitidis et son application a 1’étude du
caractere clonal ou a contrario hétérogene de la colonisation par E. dermatitidis des

patients atteints de mucoviscidose.

Aprés quelques rappels bibliographiques, le travail personnel de génotypage est
présenté. Le polymorphisme de plusieurs marqueurs microsatellites préalablement
identifiés a été évalué sur un panel de souches d'E. dermatitidis sans lien
¢épidémiologique afin d’évaluer le pouvoir discriminant de la technique. Celle-ci a
ensuite été appliquée sur I'ensemble des isolats d'E. dermatitidis provenant de patients
atteints de mucoviscidose suivis au CHRU Centre Hospitalier Régional Universitaire

de Besancon collectés entre 2004 et 2015.
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GENERALITES

1. La mucoviscidose

1.1. Epidémiologie

La mucoviscidose est la maladie génétique autosomique récessive grave la plus
fréquente dans la population caucasienne. La prévalence a la naissance de cette
maladie a été estimée en France sur la période 2002-2006 a 1 pour 4 366 avec de
grandes disparités régionales (1). Plus de 6 300 personnes atteintes etaient recensées
en France en 2013 (2).

1.2. Le canal CFTR

Le géne responsable, isolé en 1989, est localiseé sur le bras long du chromosome 7 en
position 7q31 (3). Il est appelé CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane

conductance Regulator.

Le produit de ce géne est une protéine transmembranaire faisant partie de la
superfamille des ABC ATP Binding Cassette transporteurs. Localisée sur la membrane
apicale des cellules épithéliales, elle remplit le réle de canal anionique. L'augmentation
intracellulaire d'AMPCc active le canal et permet la diffusion passive des ions chlorures
vers la lumiére épithéliale (4). D'autres molécules sont aussi transportées par CFTR :
HCOj et le glutathion (5).

De plus, il a été demontré que la protéine CFTR régule d'autres canaux ioniques.
Citons l'activation des canaux chlorure ORCC Outwardly Rectifying Chloride Channel
(6) et I'inhibition des canaux ENaC Epithelial sodium Channel (7).

Le défaut de CFTR chez les patients atteints de mucoviscidose perturbe les
mouvements d'eau et d'électrolytes a la surface des cellules épithéliales, entrainant les

signes cliniques de la maladie.
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1.3. Relation génotype-phéenotype

Plus de 2 000 alleles de ce gene ont été décrits a ce jour dont une vingtaine sont
retrouvés a une fréquence supérieure a 0,1 % (8). La mutation la plus fréguente est la
délétion du codon 508 codant pour la phénylalanine (dF508 selon la nomenclature
traditionnelle ou p.Phe508del selon la nouvelle nomenclature HGVS Human Genome

Variation Society des protéines) qui se retrouve chez 70 % des malades caucasiens.

La grande variété de ces mutations et de leur pathogénie peut étre répertoriée selon
deux approches. La plus ancienne datant de 1993 est une classification basée sur le
type d'anomalie de CFTR et sert a I'approche thérapeutique de la maladie (9). Une
classification plus récente basée sur la corrélation génotype-phénotype est utilisée pour

le conseil génétique (10).

Classe A Mutations causant la mucoviscidose (exemple : dF508)
Classe B Mutations associées a une pathologie CFTR

Classe C Mutations sans consequence clinique

Classe D Mutations de conséquence clinique incertaine

Tableau 1 : Classification des mutations selon leurs conséquences cliniques

(D'aprés Castellani et al., 2010) (10)

Seules les mutations de classe A sont généralement a considérer dans les études
familiales et le diagnostic prénatal. Cependant, les mutations de classe B peuvent se
retrouver chez des patients souffrant de forme modérée de mucoviscidose si elles sont

associées a des mutations de classe A.

1.4. Diagnostic biologique

Depuis 2002, la France a généralise le DNN Dépistage Néonatal de la mucoviscidose

chez tous les nouveau-nés (1). Ce DNN associe le dosage a trois jours de vie de la TIR
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Trypsine Immunoreéactive a la recherche des mutations les plus fréquentes du géne
CFTR en cas de TIR supérieure au seuil décisionnel. En I'absence de consentement
parental pour le dépistage génétique ou si aucune mutation n‘a été detectée, un second
dosage de TIR est réalisé a 21 jours.

En cas de mutation détectée ou de TIR a 21 jours supérieure au seuil décisionnel, un

test a la sueur est réalisé pour confirmer le diagnostic de mucoviscidose (11).

Dosage TIR-J3 | b TRused |
STOP
TIR-J3 = zauil
(05 %) ‘ T
l | TIR-J2 < seul
- ",
[ Etude de géne CFTR ‘ \\\
X v
"
| 2 i crs | 1 rtation 0 roctation t [ 3 | Cortréle T R-J21
| CRCM — Test de lasueur lﬂl I TIR-J21 = sevil
// -\.\‘
Iy ",
Aromd 4 f
Mol > Corseil gérétique si 1 mutation
Frise enchange de=
lz malade

Figure 1 : Organigramme du dépistage néonatal de la mucoviscidose

(Modifié d'aprés Munck et al, 2008) (11)

- Dosage de la trypsine immunoréactive
En cas d'obstruction des canaux pancréatiques comme dans le cas de la mucoviscidose,
le trypsinogéne ne peut pas étre excrété dans le tube digestif et sa concentration
sérigue augmente. Bien que non spécifique d'une pathologie en particulier, son dosage
a partir d'un échantillon de sang séché d'un nouveau-né récolte sur papier buvard type
« Guthrie » permet un dépistage "de masse” de la mucoviscidose (12). Un résultat

supérieur a la valeur seuil nécessite des examens complémentaires. Ce seuil
16



correspond a la valeur discriminant 99,5 % des nouveau-nés des 0,5 % restants avec
les valeurs les plus hautes, jugées anormales (13).

Les deux techniques validées pour le DNN en France sont la technique radio-
immunologique RIA-Gnost Trypsin (14) et la technique immunofluorimétrique
AutoDelfia Neonatal IRT (15).

- Mutations du géne CFTR
Le kit Elucigene™® CF30 utilisé par les laboratoires inter-régionaux en charge du DNN
génétique de la mucoviscidose permet de détecter 30 mutations (16) qui représentent
au moins 80 % des mutations les plus fréquemment retrouvées dans la population

francaise (17).

- Test a la sueur
Il s'agit du test de référence. Apres stimulation de la sudation par iontophorése a la
pilocarpine sur une peau saine, la concentration sudorale en ions chlorure est dosée par
titrimeétrie apres recueil de la sueur sur papier filtre ou in situ par coulométrie ou
potentiométrie. Le dosage indirect de I'ion chlorure par conductimétrie n'est

actuellement pas reconnu comme technique de diagnostic en France (18).

Concentration sudorale
_ < 30 mmol/L 30 a 60 mmol/L > 60 mmol/L
en ions chlorure

o Reéitérer test a la sueur o
o Mucoviscidose Mucoviscidose
Interpretation o ou )
éliminée confirmée
étude du gene CFTR

Tableau 2 : Interprétation du test a la sueur

Note : Résultats validés pour les enfants a4gés de trois semaines a trois mois avec un

poids supérieur a 3 kg

(D'aprés Sermet-Gaudelus et al., 2010) (19)
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- Mesure de la différence de potentiel transépithélial nasal
De sensibilité supérieure au test a la sueur, cette technique est réalisable chez les
enfants présentant une hypertrypsinémie mais avec un test a la sueur normal ou

intermédiaire afin d'exclure le diagnostic de mucoviscidose (20).

- Dosage de la PAP Protéine Associée a la Pancréatite
Cette protéine marqueur du stress pancréatique est synthétisée dés la vie in utero en
cas de mucoviscidose (21). La Haute Autorité de Santé recommande dans un avis de
février 2015 de remplacer la stratégie actuelle de dépistage (dosage de la TIR puis
recherche des mutations du géne CFTR) par une stratégie associant le dosage de la
TIR au dosage de la PAP en cas de TIR supérieure au seuil défini (22). Cette nouvelle
stratégie TIR-PAP serait aussi performante mais moins chére que la stratégie actuelle
TIR-recherche des mutations du gene CFTR. Elle multiplierait le nombre de tests a la
sueur réalisés par trois et demi mais permettrait de s'affranchir des tests génétiques. La
tension éthique liée a l'identification et au signalement des patients hétérozygotes

serait ainsi levée.

1.5. Clinique

Les mutations du gene CFTR, qu'elles soient homozygotes ou hétérozygotes,
combinées a l'expression d'autres génes entrainent une expression clinique tres
variable de la maladie. L'atteinte des organes dépend de l'activité résiduelle de la
protéine CFTR (23). On distingue ainsi la mucoviscidose "classique” et les pathologies
monosymptomatiques liées a CFTR ou CFTR-RD CFTR-Related Disorder (24).
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Pas de symptdmes

Risque de pancréatite, sinusite,
A0% atteinte pulmoanaire, aspergillose
theterozygate) broncho-pulmonaire allergique

Absence bilatérale de canaux

10% défarents

5% Atteinte pulmonaire

mucoviscidose {
1% Atteinte pancréatique (précoce)

Figure 2 : Clinique selon I'activité résiduelle de CFTR

(Modifié d'aprés Davis, 2006) (23)

1.5.1. Mucoviscidose

La conférence de consensus de la Cystic Fibrosis Foundation a revu en 2007 les

criteres de diagnostic définissant la forme classique de la mucoviscidose (25). La

protéine CFTR étant distribuée sur I'ensemble des cellules épithéliales, son activité

quasi-nulle conduit au dysfonctionnement de nombreux organes.
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Maladie sino-pulmonaire chronique se manifestant par :

- Colonisation/infection persistante par des germes pathogénes caractéristiques de la
mucoviscidose dont Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia

- Toux chronique productive

- Anomalies persistantes de la radiographie pulmonaire (par exemple bronchectasie,
atélectasie, infiltrats, hyperinflation pulmonaire)

- Obstruction des voies aériennes se manifestant par un sifflement (wheezing) et un
piégeage de I’air (air trapping)

- Polypes nasaux, anomalies des sinus paranasaux identifiées par radiographie ou
tomodensitométrie

- Hippocratisme digital

Anomalies gastro-intestinales ou nutritionnelles dont :

- Intestinales : ileus meconial, syndrome d’obstruction intestinale distale, prolapsus
rectal

- Pancréatiques : insuffisance pancréatique, pancréatite chronique, anomalies
pancréatiques identifiées par imagerie

- Hépatiques : ictére néonatal prolongé, hépatopathie chronique avec aspects cliniques
ou histologiques de cirrhose biliaire focale ou de cirrhose multilobaire

- Nutritionnelles : retard de croissance staturo-pondéral (dénutrition protéino-
énergétique), hypoprotéinémie et cedéme, complications de déficit en vitamines

liposolubles

Syndrome de déplétion sodique :
- Déplétion sodique aigué

- Alcalose métabolique chronique

Anomalies urogénitales masculines entrainant une azoospermie obstructive

Tableau 3 : Eléments du phénotype de la mucoviscidose

(Modifié d'apres Farrell et al., 2008) (25)
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Au niveau pulmonaire, la production d'un mucus trop visqueux est propice au
développement des micro-organismes, conduisant a une inflammation et une
destruction du parenchyme pulmonaire. L'insuffisance respiratoire qui en découle est

la principale cause de mortalité de cette maladie (26).

L'obstruction des canaux pancréatiques entraine l'activation in situ des enzymes
pancréatiques et une auto-digestion de l'organe. Il en découle un syndrome de
malabsorption et un retard staturo-pondéral. Un diabete peut se développer

ultérieurement par destruction des cellules B des ilots de Langerhans (27).

Les autres atteintes possibles sont localisées au niveau hépato-biliaire et gastro-
intestinal (27), une azoospermie par atteinte des canaux déférents (28) ou encore des
manifestations ORL (29).

1.5.2. CFTR-RD

Ce terme désigne les formes atypiques, modérées ou mono-symptomatiques liées a une
dysfonction de CFTR ne remplissant pas les criteres de la forme classique de la
mucoviscidose. Une classification des CFTR-RD a été proposée par I'Organisation
Mondiale de la Santé en 2000 (30), les principales formes cliniques retenues étant
I'absence bilatérale congénitale des canaux déférents, la pancréatite chronique et la

bronchectasie, associées a des anomalies de CFTR (24).
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2. Les infections pulmonaires dans la mucoviscidose

2.1. Physiopathologie de I'atteinte pulmonaire

Malgré les nombreux pathogeénes inhalés en permanence, l'appareil respiratoire d'un
individu sain est maintenu physiologiquement stérile a partir de la premiére division
bronchique. Cette stérilité est assurée par plusieurs systemes de défense. Le mucus
tapissant I'épithélium bronchique piége les pathogenes puis est évacué par les cellules
ciliées, on parle ainsi de clairance muco-ciliaire (31). A cette protection mécanique
s'ajoute la présence dans le mucus de molécules antimicrobiennes (32) ainsi que

I'action du systéme immunitaire.

Chez les patients atteints de mucoviscidose, on observe un trés grand nombre
d'infections des voies respiratoires basses difficiles a éradiquer. Plusieurs mécanismes

ont été deécrits.

2.1.1. Défaut de la clairance muco-ciliaire

Le défaut de CFTR et l'absence de régulation des canaux ENaC qui en découle
entrainent une déshydratation de la couche periciliaire, un affaissement des cils et une
stase du mucus a la surface épithéliale (33). La sur-expression des canaux ENaC chez
des souris provoque des symptdmes pulmonaires mimant ceux de la mucoviscidose
(34). L'accumulation de mucus obstrue les voies respiratoires et forme un milieu

propice au développement des pathogénes.

2.1.2. Perturbation de la réponse inflammatoire

Chez un individu sain, les PNN Polynucléaires Neutrophiles sont recrutés sur le site de
I'infection par les cellules endotheliales via la production de médiateurs notamment
I'interleukine 8. Sur place, les PNN phagocytent les agents infectieux et liberent des
molécules pour controler la prolifération bacterienne (dérivés réactifs de I'oxygene,
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protéases, ...) (35). Lorsque Il'infection est maitrisée, la réaction inflammatoire cesse et
les PNN entrent en apoptose pour prévenir un excés de dommages des tissus
environnants.

Chez les patients atteints de mucoviscidose, la persistance des pathogénes entraine une
inflammation chronique et inefficace avec a terme la destruction du parenchyme
pulmonaire par les protéases libérées en exces par les PNN. Plusieurs explications ont
été trouvées, citons une inefficacité des B-défensines en cas de forte concentration en
sel (36) ainsi que le défaut d'internalisation de Pseudomonas aeruginosa via CFTR par

les cellules epithéliales (37).

2.1.3. Existence d'une inflammation intrinséque

Des études ont montré que l'inflammation pulmonaire dans la mucoviscidose apparait
en dehors de tout phénomene infectieux (38) (39).

Ce phénomene est lié aux propriétés immunorégulatrices de CFTR au niveau des voies
de signalisation NF-xb et AP-1 (40). Le défaut de CFTR entrainerait une augmentation
de la production de cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine 8 en présence

(41) ou en I'absence de stimulation (42).

2.2. Colonisation par les micro-organismes
La principale cause de morbi-mortalit¢ dans la mucoviscidose est l'insuffisance
respiratoire liée a l'inflammation chronique et a la colonisation par des micro-
organismes (26).

2.2.1. Bactéries

La surinfection bactérienne est constante et se fait classiquement de fagon séquentielle
(43).
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Figure 3 : Fréquence d'isolement des bactéries par classe d'age chez les patients

atteints de mucoviscidose en France

(D'apres le rapport annuel 2013 du registre francais de la mucoviscidose) (2)

Haemophilus influenzae apparait de facon précoce puis décroit avec I'age. Bien gqu'il ne
semble pas délétere seul, Staphylococcus aureus favorise [I'implantation de
Pseudomonas aeruginosa (43). En cas d'infection associée, S. aureus induit lui-méme
une dégradation de la fonction respiratoire (44). La différence de virulence entre les

souches sensibles et les souches résistantes a la méticilline reste en débat (26).

La colonisation par P. aeruginosa constitue un tournant dans I'histoire clinique du
patient en dégradant rapidement sa fonction respiratoire (45). En plus des facteurs de
virulence, P. aeruginosa peut produire une grande quantité d'exopolysaccharides dont
l'alginate (46). Ces souches dites mucoides contribuent a I'épaississement des
sécrétions bronchiques et deviennent inaccessibles pour le systeme immunitaire et les

antibiotiques.
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La stratégie thérapeutique consiste a essayer d'éradiquer P. aeruginosa dés son premier
isolement afin d'éviter son implantation. Une fois le patient colonisé de fagon
chronique, le traitement antibiotique ne sert plus qu'a réduire la taille de I'inoculum et a

limiter I'inflammation qui en découle.

D'autres bacilles gram négatif non fermentant peuvent étre isolés mais les
conséquences cliniques de leur présence ne sont pas totalement élucidées (47). La
colonisation par Stenotrophomonas maltophilia (48) ou Achromobacter xylosoxydans
(49) serait davantage un marqueur de sévérité qu'une cause de l'atteinte respiratoire.

Les bactéries du complexe Burkholderia cepacia seraient quant a elles associées a une
altération de la fonction respiratoire selon le génomovar impliqué (50). Un génomovar
est, chez les procaryotes, un groupe de souches d'une méme espéce constituant une
entité genétique distincte mais dont le manque de spécificités phénotypiques ne permet
pas de les caractériser comme une sous-espece (51). La colonisation par Burkholderia
cenocepacia (génomovar Ill) est associée a une mortalité accrue en cas de

transplantation pulmonaire (52).

2.2.2. Mycobactéries atypiques

Les mycobactéries des complexes avium-intracellulare et abscessus-chelonae se
retrouvent chez 10 a 15 % des patients atteints de mucoviscidose, particulierement
chez les sujets d'age avancé, dénutris ou colonisés par Aspergillus fumigatus (53). Bien
que ce ne soit pas une contre-indication formelle a la transplantation pulmonaire, un
antécédent de colonisation par Mycobacterium abcessus nécessite une thérapeutique

agressive pour éviter une résurgence apres immunosuppression (54).

2.2.3. Champignons

L'appareil respiratoire d'un patient atteint de mucoviscidose peut étre colonisé par un
grand nombre d'espéces fongiques. Parmi celles-ci, certaines exercent un rdle

pathogene et sont responsables d'une dégradation de la fonction respiratoire (55).
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2.2.3.1. Levures

Candida albicans colonise plus de 90 % des patients atteints de mucoviscidose. Les
autres especes du genre Candida les plus fréquemment retrouvées sont Candida
glabrata, Candida dubliniensis et Candida parapsilopsis (56). Des candidoses
systémiques peuvent survenir en cas d'immunodépression, notamment dans le cas de
patients transplantés (55). Ces fongémies ont généralement pour origine la

colonisation d'un cathéter.

2.2.3.2. Champignons filamenteux

Aspergillus fumigatus est le champignon filamenteux le plus souvent retrouvé dans la
mucoviscidose avec une prévalence allant de 16 a 57 % selon les études. Son
implantation survient vers 12 ans et suit classiquement la colonisation par S. aureus et
P. aeruginosa (57). Les lésions de I'épithélium respiratoire par les bactéries et
I'inflammation facilitent I'adhésion des spores. La colonisation au long cours se fait de
facon non exclusive par un clone dominant (58).

A. fumigatus peut causer plusieurs types de complications: ABPA Aspergillose
Broncho-Pulmonaire Allergique, exacerbations d'asthme, bronchites ou encore
aspergillome en cas de lésion préexistante. L'aspergillose invasive peut survenir apres

transplantation pulmonaire (59).

L'ABPA ou maladie de Hinson-Pepys est une pathologie pulmonaire allergique causée
par une hypersensibilité aux antigenes aspergillaires. La réponse de type Th2 des
lymphocytes T CD4" entraine la synthése d'immunoglobulines anti-Aspergillus de type
IgG, IgE et IgA, la degranulation des mastocytes et une infiltration massive du tissu
pulmonaire par les polynucléaires éosinophiles. La dégradation de la fonction
respiratoire qui en découle nécessite un traitement anti-inflammatoire par corticoides
et un traitement antifongique afin d'éviter I'apparition de Iésions pulmonaires

irréversibles (fibrose, bronchectasie).
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Cette maladie touche principalement les patients avec un terrain propice (asthme,
mucoviscidose, broncho-pneumopathie chronique obstructive). Des facteurs de
prédisposition génétique au niveau du systéme d'histocompatibilité HLA Human
Leukocyte Antigen sont aussi évoqués (60). La prévalence de I'ABPA chez les malades
atteints de mucoviscidose a été évaluée en 2015 a 9 % (61).

Les criteres de diagnostic des formes classiques et frontieres de I'ABPA dans la
mucoviscidose ont été définis par la conférence de consensus de la Cystic Fibrosis
Foundation de 2003 (60).

Détérioration clinique aigué ou subaigué (toux, expectorations, dyspnée, ...)

sans autre étiologie

Concentration IgE totales sériques > 1000 Ul/mL sans traitement corticoide associé

Prick Test positif avec diameétre > 3mm ou IgE sériques anti-Aspergillus

1gG sériques ou précipitines anti-Aspergillus

Nouveaux infiltrats, impactions mucoides ou bronchectasies mal drainées

Tableau 4 : Diagnostic de la forme classique de I'ABPA dans la mucoviscidose

(Modifié d'aprés Stevens et al., 2003) (60)

Cette classification est neanmoins régulierement discutée. Récemment, le groupe de
Manchester a appelé a sa révision et proposé une approche incluant 1gG et IgE
sériques specifiques anti-Aspergillus d’une part, PCR Polymerase Chain Reaction
quantitative ciblant Aspergillus spp. et antigéne galactomannane sur crachats non
induits d’autre part (62).

A. terreus est retrouvé de facon moins fréquente (2 a 6 % des patients) mais peut aussi
étre responsable d'épisodes d'ABPA (57). La présence d'un clone dominant chez les

patients colonisés a eté décrite (63).

D'autres espéeces du genre Aspergillus peuvent étre isolées de fagon transitoire, citons

Aspergillus flavus, Aspergillus niger ou encore Aspergillus nidulans (57).
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La colonisation par les especes du complexe Scedosporium apiospermum survient
aprés 14 ans chez environ 9 % des patients (57) (64) et est souvent associée a la
colonisation par A. fumigatus. Ce complexe est constitué de cing espéces
Scedosporium aurantiacum, Scedosporium dehoogii, Scedosporium apiospermum,
Pseudallescheria minutispora et Pseudallescheria boydii (elle-méme divisée en quatre
sous-espéces). Une étude de 2013 conduite chez des patients francais atteints de
mucoviscidose a retrouvé une majorité de P. boydii (62 %) suivie par S. apiospermum
(24 %), S. auranticum (10 %) et P. minutispora (4 %). S. dehoogii n'a pas été retrouvé
dans les prélevements étudiés (65).

Les especes du complexe S. apiospermum peuvent causer des manifestations
allergiques de type ABPA et des infections disséminées en cas d'immunodépression,

notamment post-transplantation pulmonaire (66).

Le complexe Rasamsonia argillacea, anciennement Geosmithia argillacea, comprend
quatre espéces : Rasamsonia argillacea, Rasamsonia aegroticola, Rasamsonia
eburnea et Rasamsonia piperina. Ces filamenteux thermotolérants, résistants au
voriconazole et sensibles aux échinocandines, étaient fréeqguemment confondus avec
des especes des genres Penicillium et Scedosporium (67). Depuis 2005, le
développement de la biologie moléculaire et une meilleure connaissance de ces
filamenteux ont entrainé un isolement croissant des especes du complexe Rasamsonia
argillacea au niveau pulmonaire chez les patients atteints de mucoviscidose (70 % des
isolats cliniques) ou de granulomatose septique chronique (11 % des isolats cliniques).
Excepté R. eburnea, toutes les especes du complexe Rasamsonia argillacea ont déja
été isolées de prélévements pulmonaires de patients atteints de mucoviscidose (67). En
plus du risque d'infection invasive dans le cadre d'une immunodépression, un cas
d'asthme récurrent chez un patient colonisé par R. argillacea a été décrit en 2012 par
Marguet et al. L'éradication du filamenteux a entrainé une ameélioration de la fonction

respiratoire du patient (68).

Exophiala dermatitidis est un champignon dimorphique (filamenteux a température

ambiante, levuriforme a 37°C) pouvant étre retrouvé de facon transitoire ou chronique
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au niveau des poumons des patients atteints de mucoviscidose. Sa description sera

développée dans le chapitre suivant.

Une grande variété d'autres filamenteux peuvent étre isolés sans qu'un éventuel
caractére pathogene n‘ait pu étre affirmé : Acrophialophora fusispora, Scedosporium
prolificans, Paecilomyces variotii, ainsi que les especes des genres Alternaria,

Cladosporium et Penicillium (55) (66).

Chronicité
A. fumigatus
Complexe 5. apiospermum
E. dermatitidis
A. terreus
R argillacea 8. prolificans Fréquence
A. fusispora A. flavus -
A. nidulans  A. niger
Cladosporium spp., Alternavia spp.
et Penicillium spp. (espéces non-
thermophiles)
Pouvoir pathogéne inconnu Pouvoir pathogéne démontré

Figure 4 : Champignons filamenteux isolés dans la mucoviscidose selon
leur pathogénicité et leur capacité de colonisation

(Modifié d'aprés Pihet et al., 2009) (57)

L'identification des champignons retrouvés dans la mucoviscidose se fait
classiqguement a partir des préléevements respiratoires par examen direct et culture
fongique. Elle se heurte a des problémes de standardisation : volume de I'échantillon,
choix des milieux de cultures, température et durée d'incubation (69).

A cela s'ajoute les problémes causés par les espéces difficilement voire non cultivables
ou encore nécessitant des interactions avec d'autres micro-organismes. Ces contraintes

appliquées a E. dermatitidis seront développées dans le chapitre suivant.
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Le développement des techniques de séquencage haut débit a permis une nouvelle
approche : I'étude du mycobiome ou microbiome fongique, c'est-a-dire le séquencage
direct des génes de I'ensemble des espéces fongiques présentes dans un écosysteme ou

mycobiote, ici au niveau pulmonaire (70).

Une étude sur le microbiome bactérien et fongique de patients atteints de
mucoviscidose a ainsi retrouvé 60 % d'espéces fongiques qui n'avaient pas été
préalablement détectées par culture. De plus, une perte de la diversité bactérienne et

fongique était associée a une dégradation de la fonction respiratoire (71).

Ainsi, cette nouvelle approche permettrait de mieux connaitre la grande diversité des
micro-organismes présents au niveau pulmonaire, que ce soit chez un individu sain ou
chez un individu atteint de mucoviscidose, les interactions de ces micro-organismes
entre eux et avec le systéme immunitaire ainsi que la physiopathologie responsable de

I'atteinte pulmonaire, principale cause de mortalité de la mucoviscidose.
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3. Exophiala spp.

3.1. Généralités

Les « levures noires » du genre Exophiala sont des micromycetes, pouvant présenter
soit une morphologie levuriforme soit un aspect de champignon filamenteux et faisant
partie du groupe des dématiés ou phaeohyphomyceétes. Cette couleur sombre est liée a
la présence de 1,8-dihydroxynaphtaléne melanine ou DHN mélanine au niveau de la
paroi fongique, certaines especes étant aussi capables de la secréter dans leur
environnement. Ce pigment polymérique de haut poids moléculaire et ses métabolites
sont utiles au micro-organisme. Ils lui offrent une protection vis-a-vis des
rayonnements ultraviolets, des températures extrémes, de la dessiccation et des métaux
lourds ainsi qu'une défense vis-a-vis des prédateurs. La DHN mélanine intervient aussi

dans le développement et la virulence du champignon (72).

Exophiala spp., et en particulier E. dermatitidis, est donc considéré comme un
micromycete extrémophile capable de se développer dans un environnement hostile

aux autres espéces.

Le nom des différentes espéces a évolué au cours du temps du fait de ré-évaluations
taxonomiques. Ainsi, Exophiala dermatitidis a été nommé jadis Wangiella dermatitidis et

Exophiala phaeomuriformis a été nomme Sarcinomyces phaeomuriformis.

3.2. Habitats

Les « levures noires » du genre Exophiala ne sont pas présentes de fagon ubiquitaire

dans I'environnement.

D'aprées Sudhadham et al. (73), E. dermatitidis est absent du milieu naturel des régions
tempérees. Dans les régions tropicales, il a été retrouve sur des fruits ainsi que dans le
tube digestif d'oiseaux et de chauve-souris. E. dermatitidis semble donc occuper une
niche écologique particuliere en se développant sur les fruits tropicaux et se répandant

via les déjections d'animaux frugivores. Contrairement a ce qui était suppose jusque-1a,
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E. dermatitidis ne serait donc pas un champignon saprophyte du sol ou des végétaux.

Initialement présent uniqguement dans la forét tropicale, les « levures noires » du genre
Exophiala ont trouvé dans les activités humaines des conditions propices a leur

développement et leur diffusion mondiale.

En effet, Exophiala spp. est connu depuis de nombreuses années pour étre présent en
Asie dans les bains publics et les salles de bain (éviers, robinets, ...) (74).

Plus récemment, Matos et al. (75) a retrouvé ces « levures noires » dans les hammams
ou bains turcs en Europe. Les principales espéeces concernées sont E. dermatitidis, E.
phaeomuriformis et Exophiala mesophiala. Elles y profitent d’un environnement
favorable a leur croissance, pauvre en nutriments avec des températures et un taux
d’humidité élevés. En effet, la quantité de « levures noires » retrouvée est inférieure
dans les pieces adjacentes au hammam ou la température y est plus basse (25°C au lieu
de 60°C). De plus, la présence d’Exophiala spp. est beaucoup plus rare dans les saunas
qui constituent un environnement plus sec. Exophiala spp. n’a pas non plus été
retrouvé dans I’environnement des sources chaudes. Bien que la température comprise
entre 20°C et 60°C soit favorable au développement de ces micromycétes, I'humidité

de l'air y serait insuffisante (75).

La présence d’un abondant polysaccharide extracellulaire serait nécessaire a Exophiala
spp. pour se développer a des températures supérieures a 40°C. Les souches
déficientes n’ont en effet été retrouvées que dans les pieces adjacentes aux hammams,

contrairement aux souches productrices (75).

D'autres niches écologiques pour Exophiala spp. ont été récemment découvertes. Une
¢tude sloveéne (76) a ainsi observé la présence d’Exophiala spp., essentiellement E.
dermatitidis et E. phaeomuriformis, sur 35 % des joints issus de 189 lave-vaisselles
prélevés dans le monde entier. Exophiala spp. est donc capable de se développer dans
cet environnement oligotrophe subissant des variations importantes de température et
de pH ainsi qu’une salinité élevée. L’analyse de prélevements domestiques realisés

dans la ville de Mersin en Turquie (77) a retrouve cette colonisation des joints de lave-
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vaisselles par E. dermatitidis et E. phaesomuriformis mais a un pourcentage plus faible
(16 %). Les prélevements réalisés sur des surfaces soumises a des températures plus
basses (réfrigérateurs, pommeaux de douche, ...) n’ont quasiment pas permis de

retrouver de « levures noires ».

L'autre importante niche écologique liée aux activités humaines se retrouve le long des
voies de chemins de fer (78). En effet, les traverses en bois ou en béton traitées par la
créosote, nom donné a I’huile issue du goudron de houille, présentent un taux élevé de
« levures noires » du genre Exophiala. Ceci s’explique par la capacité d’Exophiala spp.
a se développer dans les milieux riches en hydrocarbures (79), leur conférant un

avantage sélectif vis-a-vis des autres champignons et des bacteries.

3.3. Impact clinique en médecine humaine

Bien que Exophiala spp. soit un champignon de I’environnement, sa présence dans les
prélevements biologiques ne doit pas étre considérée comme une simple contamination.
En effet, sur la trentaine d’espéces actuellement connues, dix-huit ont été décrites

comme pathogénes ou colonisant I’Homme ou I’animal (80).

3.3.1. Infections cutanées et sous-cutanées

Exophiala spp. est décrit comme responsable de phaeohyphomycoses, de
chromoblastomycoses, de mycétomes a grains noirs et d’onychomycoses en zones
tropicales et tempérées (81). Ces atteintes sont d’origine traumatique (souillure
tellurique d’une plaie, écharde, ...) (82). Les principales espéces retrouvées dans ces
infections superficielles sont E. dermatitidis, Exophiala xenobiotica et Exophiala

oligosperma (80).
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3.3.2. Infections profondes

Exophiala spp. est aussi responsable d’infections disséminées au niveau pulmonaire,
cardiaque, cérébral ou gastro-intestinal ainsi que de fongémies avec une mortalité
superieure a 40 % (83). E. dermatitidis est I’espéce la plus impliquée, suivi par E.
oligosperma et E. phaeomuriformis (80).

Ces atteintes se retrouvent essentiellement chez les patients immunodéprimés
(hémopathies, transplantés d’organes solides, dialysés chroniques, diabéte, ...) (80). La
colonisation du tube digestif chez les individus immunodéprimés avait été suggéree
comme ¢tant la porte d’entrée pour ces infections disséminées, notamment dans le
cadre d’une réaction du greffon contre 1’hdte gastro-intestinale (83). Neanmoins le
portage digestif d’E. dermatitidis dans la population européenne est faible, de 1’ordre
de 0.5 % (84).

Les atteintes cérébrales de sujets immunocompétents semblent toucher exclusivement
des jeunes asiatiques sans qu’une explication claire ne soit apportée (85). La survenue
de cas groupés de méningites a E. dermatitidis aux Etats-Unis en 2002 dus a
I’injection épidurale d’une préparation hospitaliere de méthylprednisolone contaminée
ont néanmoins permis d’exclure 1’hypotheése d’une sensibilité spécifique des sujets

asiatiques (86).

3.3.3. Sensibilité aux antifongiques

Badali et al. (87) ont étudié la sensibilité¢ in vitro d'E. dermatitidis vis-a-vis de
plusieurs antifongiques. L'amphotéricine B semble avoir une bonne activité contre ce
champignon avec une CMlgy Concentration Minimale Inhibitrice 90 % de 0,5 pg/ml.
Parmi les antifongiques azolés, ce sont le posaconazole et I'itraconazole qui possedent
les CMI les plus basses avec des valeurs de CMlIgy, de respectivement 0,125 ug/ml et
0,25 pg/ml, suivis par le voriconazole avec une CMlgy de 0,5 pg/ml. Le fluconazole
présente une activité trop faible pour étre utilisé en thérapeutique. E. dermatitidis
apparait aussi comme insensible aux échinocandines du fait de la présence en trop

faible quantité de 1,3-B-D-glucane au niveau de la paroi, qui est la cible de cette classe
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de molécules. Ces résultats de sensibilité étaient indépendants de l'origine de la souche
testée : localisation géographique, souche environnementale ou clinique, type
d'infection, ...

On note cependant des resultats parfois contradictoires dans la littérature. Duarte et al.
(88) observent ainsi une CMI plus importante pour lI'amphotéricine B (CMlsq de 1
ug/ml et CMlgy de 2 pg/ml) alors que celle du voriconazole est retrouvée plus faible.
Kondori et al. (89) observent eux aussi une CMI plus faible pour le voriconazole
(CMlgy de 0,008 pg/ml).

Les CMI observées avec la terbinafine sont quant a elles compatibles avec les
concentrations in vivo obtenues dans les études pharmacocinétiques, suggérant ainsi

l'idée d’associer cette molécule aux autres molécules antifongiques (90).

Dans le cadre de la mucoviscidose, I’activité in vitro de la colistine (molécule
antibiotique dotée d’une activité antifongique) vis-a-vis d’E. dermatitidis et la synergie
observée entre la colistine et certains antifongiques (voriconazole, caspofungine et
amphotéricine B) pourraient apporter des alternatives pour le traitement de ces patients
en cas d’infections pulmonaires avec des souches résistantes aux antifongiques seuls

(91).

Cependant, cette notion de résistance est difficile a établir, car il n'existe pas
actuellement de valeurs seuils critiques définies pour E. dermatitidis ni de
démonstration claire de corrélation entre I'activité in vitro et I'efficacité in vivo des

antifongiques vis-a-vis de ce micromycete (87).

3.3.4. Prise en charge
Les atteintes superficielles nécessitent une prise en charge médico-chirurgicale qui ne
pose géneralement pas de difficultés : exérese chirurgicale si accessible, traitement

antifongique systémique par azolés ou amphotéricine B parfois associés a la
terbinafine (92).
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Les infections profondes sont plus difficiles a traiter, notamment les atteintes
cérébrales qui entrainent un taux de mortalite élevé qu'importe la thérapeutique
adoptée (85). La raison serait un passage insuffisant des antifongiques au niveau de la
barriere hémato-encéphalique. 1l est ainsi proposé d'utiliser préférentiellement le
voriconazole ou le posaconazole qui possedent une meilleure pénétration cérébrale
(87).

3.4. Identification

3.4.1. Aspect macroscopique

Les especes du genre Exophiala poussent lentement sur milieu de Sabouraud a 25°C,
celles isolées en pathologie humaine sont capables de se développer a 37°C.

Les colonies atteignent un diamétre de 5 mm en 14 jours. Elles présentent initialement
un aspect levuriforme : lisse en périphérie avec un aspect légerement visqueux au
centre. Elles deviennent veloutées ou duveteuses apres trois a quatre semaines. La

couleur est brune, noire ou vert-olive avec un verso foncé (93).

Figure 5 : Colonies d'E. dermatitidis sur milieu Sabouraud

Cultures a deux semaines (gauche) et six semaines (droite)

(Laboratoire de Parasitologie Mycologie, CHRU de Besangon, 2015)
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E. dermatitidis est remarquable par sa capacité a se développer a une température de
42°C mais est inhibé par la présence de nitrites (94). E. phaeomuriformis est lui

capable de se développer jusqu'a une température de 38°C.

3.4.2. Aspect microscopique

3.4.2.1. Exophiala dermatitidis

L'examen microscopique d'une culture jeune montre une majorité de formes
levuriformes, ovoides a elliptiques (taille 2,5-3 x 3,5-5 um). Ces cellules « yeast-like »
sont initialement hyalines avec une paroi mince, elles acquiérent a maturité une
pigmentation foncée et leur paroi s'épaissit.

Avec le vieillissement de la culture, le mycélium devient prédominant avec le
développement d'un hyphe septé (cloisonné) hyalin a brun avec des parois lisses et une
ramification plagiotrope (oblique). Les cellules ont une longueur comprise entre 18 et
25 um pour un diamétre compris entre 1,5 et 3 um. L'hyphe peut aussi prendre un
aspect en « collier de perles » (toruloide).

Les conidies se déeveloppent en amas a l'extrémité de conidiophores annelés. Ces
conidies sont de forme ronde a ovale (taille 2,5-4 x 2-3 pum), hyalines a brun pale et a
bords lisses. E. dermatitidis peut présenter une autre forme de conidiogénése de type
« Phialophora-like ».

La présence de sclérotes est aussi décrite (93).
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Figure 6 : E. dermatitidis, souche de référence CBS 748.88

a. Jeune appareil conidiogene avec conidies b. Cellules conidiogenes matures c.

Conidies d. tétes conidiennes e. Aspect « Phialophora-like » avec hyphe toruloide

(Modifié d'aprées Hoog et al., 2000) (93)

3.4.2.2. Exophiala phaeomuriformis

L'hyphe est la aussi septé, parfois d'aspect toruloide. Les conidies en paquets a
I'extrémité des conidiophores sont de forme allongée (95).

La forme levuriforme peut évoluer vers la formation d'agrégats de sclérotes. Les
cellules sont sphériques a irréguliéres, d’un diamétre compris entre 12 et 20 um avec

un bourgeonnement multilatéral (93).
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Figure 7 : E. phaeomuriformis

A. Aspect de phialides « Phialophora-like » B. Hyphe avec production de
d'annellospores latérales ou terminales (souche CBS 109135) C. Filaments toruloides
se transformant en cellules méristématiques D. Cellules méristématiques et cellules
bourgeonnantes (souche CBS 131.88)

(Modifié d'aprés Hoog et al., 2000 et Matos et al., 2003 ) (93) (95)

Les souches exclusivement levuriformes d’E. dermatitidis et d’E. phaeomuriformis ne
sont pas différenciables morphologiquement. De plus, leurs profils physiologiques
sont trés proches a I’exception de la thermo-tolérance d’E. dermatitidis. Seules les

méthodes de biologie moléculaire permettent de les séparer clairement.

3.4.3. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire permettent d'identifier un organisme en

séquencant des regions du génome (en général des genes codant pour des protéines de
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structure) présentant a la fois une variabilité inter-espece et une stabilité intra-espece
suffisantes pour permettre une discrimination entre les différentes especes de micro-
organismes. La séquence obtenue a partir du micro-organisme a identifier est
comparée a 1’aide d’algorithmes bio-informatiques a une base de donnée regroupant
les séquences de souches validées taxonomiquement (banques de données
collaboratives internationales : INSD International Nucleotide Sequence Database
regroupant GenBank, EMBL European Molecular Biology Laboratory et DDBJ DNA
Data Bank of Japan ; banques de données contrblées : CBS Centraalbureau voor
Schimmelcultures databank ou autres). Cette approche d’identification est appelée

« Barcoding ».

En mycologie médicale, les régions ITS Internal Transcribed Spacer sont considérees
comme le geéne de référence pour 1’identification de la plupart des especes (96). Elles
correspondent a des régions transcrites mais non-codantes localisées entre les genes
18S et 5,8S de I'ARN ribosomal pour ITS1 et entre les genes 5,8S et 28S de I'ARN
ribosomal pour ITS2.

Aprés amplification par PCR et séquencage, l'analyse bio-informatique via BLAST
Basic Local Alignment Search Tool identifie le pourcentage d'homologie par rapport
aux séquences déposées de souches fongiques en théorie parfaitement identifiées du
point de vue taxonomique.

Cependant la variabilité intra-spécifique des domaines ITS, due notamment a la
difficulté de sequencer certaines régions homopolymeériques et la mauvaise
identification taxonomique des espéces de «levures noires» ayant permis la
génération de séquences déposées dans Genbank (estimée a 27 % de I'ensemble des
séquences fongiques ITS déposées dans INSD (97)) a conduit a mieux cibler les
séquences pertinentes pour ’identification des « levures noires » par « Barcoding ».
Ainsi, il a été proposé de restreindre la comparaison a une ségquence non ambigué de
30 a 50 paires de base présente au sein de la région ITS2, qui permet I’identification
spécifique correcte des différentes espéces de « levure noire » (98).

Une alternative a la PCR séquencage a été proposée pour l'identification moléculaire
des especes d'Exophiala spp. les plus fréeguemment rencontrées en routine (99).

L’utilisation de sondes ciblant des polymorphismes nucléotidiques spécifiques
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d’espece a ainsi permis d'identifier rapidement par technique de réplication circulaire
de I’ADN ou Rolling Circle Amplification des souches d’E. dermatitidis, E.

oligosperma, E. xenobiotica, Exophiala jeanselmei et Exophiala spinifera.

3.4.4. Spectrometrie de masse

Depuis quelques anneées, une nouvelle technologie se développe dans les laboratoires
de bactériologie et de mycologie. La désorption-ionisation laser assistée par matrice
associée a un analyseur de temps de vol, qui forme I'acronyme MALDI-TOF en anglais,
permet l'identification d'un micro-organisme isolé (bactérie, mycobactérie ou
champignon) par comparaison du profil protéique obtenu apres ionisation a une base
de données constituée de souches préalablement identifiées (100).

Cette technologie permet un gain de temps important dans Il'identification d'un micro-
organisme : durée d'analyse d'une dizaine de minutes, a comparer aux techniques
phénotypiques ou génotypiques d'une durée de plusieurs heures a une journée.

Une étude turque a ainsi montré la capacité d'identifier de facon satisfaisante plusieurs
especes du genre Exophiala (E. dermatitidis, E. phaeomuriformis, Exophiala
crusticola et Exophiala heteromorpha) par MALDI-TOF (101). Une colonie fraiche
issue d'une souche cultivée sur gélose Sabouraud ou Columbia additionnée de sang de
mouton, d'un diamétre compris entre un et deux millimétre, était prélevée puis
analysée par MALDI-TOF aprés extraction par un mélange d'éthanol et d'acide
formique.

Néanmoins, en raison du faible nombre de spectres du genre Exophiala dans les bases
de données commercialisées (restriction a E. dermatitidis dans les bases de données
commercialisées Bruker™P), il serait nécessaire de constituer au préalable une base de
données « maison » a partir de souches connues avant de pouvoir réaliser en routine

l'identification des différentes especes d’Exophiala spp.
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3.5 Exophiala dermatitidis dans la mucoviscidose

Initialement décrit par Haase et al. en 1990 (102), I'isolement d'E. dermatitidis dans les
sécrétions respiratoires des patients atteints de mucoviscidose varie selon les pays :
présent chez 19 % des patients suédois, chez 15 % des patients belges et chez 5 % des
patients allemands (89) mais de facon beaucoup plus faible chez les patients francais
ou nord-américains (57). La prévalence de I’isolement respiratoire d’E. dermatitidis
chez les patients atteints de mucoviscidose au CHRU de Besangon entre 2004 et 2014
était néanmoins de 9,5 % (103).

Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer ces différences. Premierement,
les différences de mode de vie et notamment la fréquentation des hammams, lieux
propices de par leur température au développement d'Exophiala spp. (75). La nature de
I'anomalie génétique sous-jacente a aussi été évoquée comme facteur explicatif
potentiel de ces différences de prévalence, comme cela avait été évoqué pour la
colonisation par P. aeruginosa (104).

Cependant, la principale explication pourrait n’étre que le manque de standardisation
des techniques d'isolement employées en mycologie : volume de I'échantillon, choix
des milieux de cultures, température et durée d'incubation (69).

P. aeruginosa inhibant la croissance des champignons par la production de pyocyanine
et de 1-hydroxyphénazine, I'utilisation de milieux sélectifs est recommandée (57). Le
milieu Erythritol-Chloramphénicol-Agar (94) associé a une incubation prolongée
jusqu'a quatre semaines semble étre le plus adapté a I'isolement d'E. dermatitidis (105).
Présent de facon transitoire ou chronique dans les voies respiratoires des patients
atteints de mucoviscidose, E. dermatitidis est considéré habituellement comme
inoffensif. Cependant, des cas d'infections respiratoires ou systémiques ont été décrits
(102). Une corrélation a été établie entre insuffisance pancreatique et colonisation par
E. dermatitidis. L'explication proposée étant que ces patients présenteraient une
atteinte pulmonaire plus prononcée, necessitant davantage l'administration de

traitements antibiotiques qui favoriseraient la colonisation fongique (89).
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L'isolement, notamment répété, de ce micromycéte dans un prélevement respiratoire
chez un patient doit faire suspecter une mucoviscidose frustre non diagnostiquee en
cas de signes cliniques associés évocateurs et faire entreprendre des investigations en
ce sens. Ainsi, chez deux patientes de 68 et 87 ans chez lesquelles E. dermatitidis avait
été isolé de facon répétée dans les secrétions bronchiques, I'examen de I'historique
médical a révélé chez celles-ci des antécédents respiratoires (bronchectasies et
hémoptysies chez 1’une ; ABPA, infections & P. aeruginosa et mycobactérie atypique
chez la seconde) et gastro-intestinaux (chez la seconde : prolapsus rectal et stéatorrhee)
évocateurs d'une mucoviscidose (103). Toutes deux ont présenté alors un test a la sueur
positif. La premiere patiente présentait deux mutations compatibles avec une
mucoviscidose (une de classe A, une de classe B), la seconde patiente était
hétérozygote pour la mutation dF508 et porteuse d'une autre mutation rare du gene
CFTR (103).

E. phaeomuriformis est une espece étroitement liée a E. dermatitidis. Elle peut étre
retrouvée chez les patients atteints de mucoviscidose mais a une fréquence beaucoup
plus faible (106).
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4. Colonisation et typage moléculaire

L'isolement répété d'un micro-organisme fait suspecter une colonisation. Il est alors
nécessaire de prouver la persistance d'une méme souche par des techniques de typage.
Celles-ci s’appuient sur 1'étude du polymorphisme de marqueurs protéiques (typage

moléculaire), de la taille de fragments d’ADN ou de séquences nucléotidiques

(génotypage) (107).

4.1. Techniques disponibles en mycologie

4.1.1. Etude du polymorphisme de marqueurs protéiques

- MLLE Multilocus Enzyme Electrophoresis (108)
Dans cette technique, les enzymes obtenues aprés extraction cellulaire sont séparées
par électrophorese puis mises en évidence. Bien que possédant une bonne résolution,
cette technique est chronophage car elle nécessite de combinés les résultats d'une

dizaine d'enzymes pour permettre la comparaison de plusieurs souches.

4.1.2. Etude du polymorphisme de fragments d'ADN

- PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis ou électrophorése en champs pulsé
(107)
Utilisé pour le caryotypage des levures, cette methode consiste a soumettre des
chromosomes entiers ou de grands fragments d'/ADN a plusieurs champs électriques
d'orientation différente afin de les séparer. Technique de référence pour le typage des
bactéries, elle est peu utilisée pour les champignons. La durée totale de I'analyse de

I'ordre d'une semaine limite son utilisation pour de grandes séries.

- RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphism (108)
Apres extraction, I'ADN est digéré par des enzymes de restriction qui exercent leur
activité d'endonucléase au niveau de séquences spécifiques. Les mutations au niveau
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de ces sequences entrainent une différence de digestion de I'ADN entre plusieurs
souches (nombre et taille des fragments) qui se voit apres electrophorése. Afin d'étre
plus discriminant, il est possible d'ajouter une étape d'hybridation avec des sondes
marqueées spécifiques de séquences cibles.

Une variante consistant a appliquer cette méthode non pas sur le génome entier mais
sur des fragments spécifiques prealablement amplifiés par PCR est appelée AFLP

Amplified Fragment Lenght Polymorphism (107).

- RAPD Random Amplified Polymorphic DNA ou amplification aléatoire d’ADN
polymorphe (108)

Plusieurs courtes séquences d’ADN définies arbitrairement sont utilisées comme
amorces. L’éventuelle hybridation de ces amorces avec des séquences
complémentaires dans le génome du micro-organisme se fait donc de fagon aléatoire.
L’analyse par ¢lectrophorese sur gel des fragments obtenus apres amplification
donnera un profil particulier ou « Fingerprint » utilisable pour comparer différentes
souches.
L’avantage de cette technique est qu’elle ne nécessite pas la connaissance préalable du
génome étudié contrairement aux autres techniques de PCR pour lesquelles les
amorces sont congues selon des séquences cibles connues. Elle est donc utilisée pour
I'étude des micro-organismes dont le génome est mal connu.
Ses principales limites sont la nécessit¢é d’'un ADN de bonne qualité (intact), une difficulté

voire une subjectivité d'interprétation des images obtenues et donc une faible reproductibilité

inter-laboratoire.

- STR Short Tandem Repeats ou sequences microsatellites (107)
Les microsatellites sont des séquences d’ADN répétées en tandem dont l'unité de
répétition est comprise entre un et dix nucléotides. Ces séquences montrent un taux de
polymorphisme élevé (102 & 10”°) du nombre de répétitions. Aprés amplification par
PCR, I’étude comparative de la taille des produits de PCR (fragments ou amplicons)
permet de classer les souches entre elles. Cette comparaison est réealisee par

électrophorése sur gel ou capillaire apres couplage avec un fluorochrome.
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Cette technique est simple, rapide, d’interprétation aisée et ne nécessite que de tres
faibles quantités d’ADN. De plus, elle s’avere tres reproductible et discriminante (109).
Son pouvoir discriminant peut d’ailleurs é&tre considérablement augmenté en
multipliant le nombre de microsatellites étudiés.

Cette approche est ainsi tres largement utilisée en mycologie depuis les années 2000
pour déterminer le génotype d’espéces fongiques impliquées en pathologie humaine

(entre autres C. albicans, C. glabrata, A. fumigatus...) (110).

TGTGAGATAAATGAAGGGCAAACACACACACACACA
CACACACACACACAAAATAGGAGCTTCACAAAGGAG
A

14 CA : taille amplicon = 315

17 CA : taille amplicon = 321

TGTGAGATAAATGAAGGGCAAACACACACACACACA
CACACACACACACACACACAAAATAGGAGCTTCACA
AAGGAGA

Figure 8 : Lecture apres éelectrophorese sur capillaire de fragments de différentes

tailles issus du polymorphisme d'un microsatellite

Lecture : On observe en bleu un pic correspondant a un fragment de 315 paires de
bases (dont 14 unités de répétitions CA) a gauche et un fragment de 321 paires de

bases (dont 17 unités de répétitions CA) a droite.

Les pics en rouge correspondent a des fragments de taille connue ajoutés aprés PCR

et servant d'étalon

(Laboratoire de Parasitologie Mycologie, CHRU de Besancgon, 2015)
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- Séquencage génétique (107)
L'étude de la variabilité de certaines séquences (régions ITS, sous-unités ribosomales
ou genes de ménages) par séquencage d'un gene isolé ou de plusieurs genes en
parallele par MLST Multilocus Sequence Typing permet aussi de comparer plusieurs

souches entre-elles.

4.2. Colonisation par les filamenteux

A. fumigatus ayant une large distribution dans I'environnement, une grande variété de
spores sont inhalées régulierement. C'est pourquoi une co-colonisation par plusieurs
génotypes est observée chez la plupart des malades. Cependant un clone dominant est
souvent retrouve au long cours (58).

Au contraire, concernant les especes présentes a un plus faible degré dans
I'environnement (espéces du complexe S. apiospermum et A. terreus), un clone unique

est conservé dans le temps malgré les traitements antifongiques (63) (111).

4.3. Colonisation par Exophiala spp.

Dans une étude de 2012, Packeu et al. ont génotypé par RAPD des souches d'E.
dermatitidis et d'E. phaeomuriformis isolés chez des patients atteints de mucoviscidose.
Chaque patient était colonisé par un clone unique présentant de Iégeres variations au
cours du temps (106). Ces résultats sont en concordance avec la distribution restreinte
d'Exophiala spp. dans I'environnement.

Choisie pour des raisons de facilité d'exécution, la RAPD posséde néanmoins une
faible reproductibilité. La variabilité entre cing expérimentations indépendantes a été
évaluée a 15 % dans le travail de Packeu et al. (106). La mise en ceuvre d'une autre

technique plus reproductible peut donc sembler nécessaire pour confirmer ces résultats.
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Figure 9 : Images obtenues aprés RAPD et migration sur gel

Lecture : Le patient P1 est colonisé par un clone, les patients P5 et P6 sont chacun

colonises successivement par deux clones

(Modifié d'aprés Packeu et al., 2012) (106)

4.4. Indice de Hunter

L'utilisation d'une technique de typage sur des souches possédant un potentiel lien
épidémiologique nécessite préalablement de calculer son pouvoir discriminant a partir

d'un panel de souches sans lien épidémiologique.

L'indice de Hunter D correspond a la probabilité de distinguer deux souches sans lien
épidémiologique au sein d'une population test (112). Dérivé de I'indice de diversité de
Simpson, il est aussi appelé « Indice numérique de la capacité discriminante des

systémes de typage ». La formule de calcul est présentée dans la figure suivante.
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1 5
b=1-3n= 1),‘?‘l W =

Figure 10 : Formule mathématique de I'indice de Hunter

(d'aprés Hunter et al., 1988) (112)

Avec N le nombre total de souches dans I'échantillon test, s le nombre total de

genotypes observes et x; le nombre de souches appartenant au génotype j.

Si D = 0,98, il existe une probabilité de 0,02, soit 2 % de chances, d'affirmer a tort que

deux souches sont identiques alors qu'elles sont en realité différentes.

Pour un méme nombre de souches N et un méme nombre de génotypes s, l'indice de
Hunter D sera d'autant plus élevé que la répartition des souches sera équivalente entre
les génotypes.

Ainsi sur une population de 100 souches avec 20 génotypes différents, si chaque
génotype est composé de 5 souches, l'indice de Hunter D est égal a 0,96. Au contraire
si 81 souches appartiennent au méme génotype, chaque autre génotype ne contenant

qu'une souche, l'indice de Hunter D est égal a 0,36.
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TRAVAIL PERSONNEL

1. Présentation de I’étude et des objectifs

Les « levures noires » du genre Exophiala sont isolées des sécrétions pulmonaires des
patients atteints de mucoviscidose avec une fréquence tres variable, comprise entre 1
et 19 % (57) (89). De plus, cette prévalence presente de fortes disparites
géographiques dont 1’origine est potenticllement multifactorielle : hétérogénéite
génétique, diversité dans les modes de vie des populations et manque de
standardisation dans les protocoles d’analyse mycologique des expectorations des
patients atteints de mucoviscidose (89). Les données actualisées du laboratoire de
Parasitologie Mycologie du CHRU de Besancon placent E. dermatitidis au cinquiéme
rang des champignons filamenteux retrouvés chez les patients atteints de
mucoviscidose au cours des dix dernieres années (septembre 2005 a septembre 2015)
avec 8,3 % des patients porteurs au moins une fois d’E. dermatitidis, loin derriere A.
fumigatus (76,8 %) et A. flavus (47,0 %), mais trés proche d’A. terreus (10,5 %) et des

especes du complexe Scedosporium apiospermum (9,9 %).

L’hypothése du maintien ou non d’une colonisation permanente par E. dermatitidis
chez les patients atteints de mucoviscidose n’a été jusqu’a présent étudiée que dans la
cohorte de Packeu et al. (106). La plupart des patients restaient colonisés par un seul
clone génotypiquement distinct de ceux des autres patients (106). Cependant, la
technique utilisée (RAPD), permettant certes les études exploratoires chez les espéces
dont le génome est mal connu, est peu reproductible et rend impossible les
comparaisons de données inter-laboratoires. L’absence de technique alternative de
typage d’Exophiala spp. dans la littérature, discriminante et reproductible et
I’expérience du laboratoire dans le developpement de techniques basées sur le
polymorphisme des microsatellites nous a conduit a développer ce type de technique

pour le typage d’E. dermatitidis.
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Les objectifs de ce travail ont donc été :

Développer une technique de typage moléculaire fiable et reproductible basée
sur le polymorphisme des microsatellites pour E. dermatitidis a partir des
données de son génome disponible sur les banques de données internationales
de séquences.

Réaliser en paralléle une collecte d’isolats environnementaux d’Exophiala spp.
(joints de machines & café de la marque Senseo™ et joints de lave-vaisselles),
valider leur identification par PCR-séquencage des régions ITS afin de
constituer ainsi, aux c6tés de souches de références et d’isolats cliniques ou
environnementaux stockés en biothéque, le panel d’isolats sans lien
¢pidémiologique nécessaires a 1’évaluation du pouvoir discriminant de la
technique de typage développée.

Appliquer cette technique au typage des isolats d'E. dermatitidis isolés chez les
patients atteints de mucoviscidose suivis au CHRU de Besancon et collectés
entre 2004 et 2015, afin d’étudier le caractére clonal ou non de la colonisation

de ces patients.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Collection de souches d'Exophiala spp.

Les 112 souches et isolats d'Exophiala spp. inclus dans ce travail ont trois origines

différentes :

Des souches de référence déposées, provenant de la collection du CBS, Utrecht,
Pays-Bas (n = 6).

Des isolats collectés entre 2004 et 2015 par le laboratoire de Parasitologie
Mycologie du CHRU de Besancon (n = 81). Elles provenaient d’expectorations
de 14 patients atteints de mucoviscidose suivis au CHRU de Besangon (n = 71),
d’isolats cliniques provenant de patients non atteints par la mucoviscidose (n =
8), d’un isolat provenant d’un controle de stérilit¢ d’un circuit de CEC
Circulation Extracorporelle et d'un isolat provenant d'un prélévement d'évier
réalisé dans un des services du CHRU de Besancon.

D’isolats d'origine environnementale (n = 25) : 19 sont issus de prélevements
réalisés en 2012 au niveau de joints de lave-vaisselles de la région Franche-
Comté suite aux travaux de Zalar et al. (76), les six autres isolats ont été
obtenus en 2015 au cours de ce travail. Ces six isolats provenaient de
prélevements effectués au niveau de joints de lave-vaisselles (n = 4) et au

niveau de joints de machines a café de la marque Senseo™® (n = 2).

Les informations complétes concernant I'origine, la date d'isolement et I'identification

d’espéce des souches et isolats d'Exophiala sp. incluses dans ce travail sont

disponibles en annexe 1.

L'enquéte environnementale réalisée pour ce travail est détaillée en annexe 2.

2.2. Extraction de I'ADN fongique

Deux techniques différentes ont été utilisées dans ce travail pour I'extraction de I'ADN

fongique.
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- Dneasy Plant Mini Kit de Qiagen“'®

Une pointe de colonies issues d'une culture pure dgée d'une semaine a éte recueillie
avec une 6se stérile puis placée dans un tube contenant des billes en céramique MagNa
Lyser Green Beads (Roche™P, Meylan, France) et 200 pl de tampon de lyse (Roche™P).
Apres trois cycles de vibrobroyage (6 000 tours/min pendant 30 secondes) dans
I’automate MagNa Lyser (Roche™P), entrecoupé de refroidissement dans la glace
pendant une minute, I'extraction a été réalisée avec le kit DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen™, Courtaboeuf, France) selon le mode opératoire du fournisseur (113).

Cette méthode a été utilisée lors de la phase initiale de mise au point et d’évaluation de

la technique de typage (extraction plus fastidieuse et colteuse mais génératrice d’un
ADN de bonne qualité)

- Méthode CHELEX 100 de Bio-Rad""
Une pointe de colonies issues d'une culture pure agée d'une semaine a été recueillie
avec une Ose stérile puis placée dans un tube contenant 200 pl d'eau distillée stérile et
100 ul de solution CHELEX 100. Cette solution est constituée de 0,1 % (wt/vol) de
dodécylsulfate de sodium (Sigma-Aldrich™®, Lyon, France), 1 % (vol/vol) de Nonidet
P-40 (Sigma-Aldrich™®), 1 % (vol/vol) de Tween 80 (Sigma-Aldrich®) et 15 %
(wt/vol) de résine CHELEX 100 (Bio-Rad“®, Marnes-la-Coquette, France). Aprés 30
minutes a ébullition dans un bain-marie a 100°C et un cycle de centrifugation (14 000
tours/min pendant 10 minutes), un volume de 200 pl de surnageant a été recueilli (114).
Cette méthode a été utilisée lors de la 2°™ phase du travail (extraction simple, rapide et
peu chére, mais ADN de qualité moindre, avec de nombreuses impuretés) apres un

essai comparatif préalable (non présente).

Les extraits d'/ADN fongique obtenus par ces deux méethodes ont ensuite été conservés

a une température de +4°C.
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2.3. Identification d’espéce des isolats d’Exophiala sp.

Pour chaque patient atteint de mucoviscidose colonisé par Exophiala sp., le premier
isolat a d’abord été identifié sur des critéres macro- et microscopique, puis identifié
par PCR-séquencage des régions ITS des ADN ribosomaux selon le protocole
recommandé par le Centre National des Mycoses et Antifongiques (Institut Pasteur,
Paris) : utilisation des amorces V9D et LS266 (115) puis comparaison de la sequence
obtenue sur I’interface web BioloMics du CBS (116) .

De la méme maniere, tous les autres isolats cliniques hors mucoviscidose et tous les

isolats environnementaux de 2012 et de 2015 ont ¢€té identifiés a I’espece.

De plus, six isolats environnementaux de 2015, a savoir quatre issus de joints de lave-
vaisselles (6LV, 7LV, 26LV et 27LV) et deux issus de machines a café de la marque
SenseoMP (10S et 30S) ont également été analysés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF de la marque Bruker™®, en utilisant le protocole habituel aprés extraction par
I'acide formique pur.

En paralléle, cing souches d'E. dermatitidis (R12, R13, R14, R17 et R27) et 5 souches
d'E. phaeomuriformis (R6, R9, R11, R16 et R24) ont également été analysées par
spectrométrie de masse selon le méme mode opératoire. Le logiciel utilisé était IVD
MALDI Biotyper version 2.3, la base de données contenant trois spectres d'E.
dermatitidis (VML, NRZ_133LFH et RVE_08IVML), mais aucun spectre des autres

espéces du genre Exophiala.

2.4. Identification de cibles microsatellites au sein du génome d’Exophiala

dermatitidis

L’ensemble des données du séquengage complet d’E. dermatitidis (Souche séquencée :
University of Texas & National Institutes of Health UT/NIH 8656 = CBS 525.76 =
American Type Culture Collection ATCC 34100) ont été téléchargeées sur le site du
NCBI National Center for Biotechnology Information en format FASTA (26,4 millions
de bases) (117).
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Ces données génomiques ont eté soumises au logiciel en ligne Tandem Repeats Finder
(118) en ciblant la recherche de microsatellite d’au moins 13 répétitions d’un motif de
3 a 10 nucléotides (119). Parmi les microsatellites ainsi identifiés, 13 cibles ont été
retenues (exode 1 a exode 13) et des amorces PCR permettant leur amplification ont
¢té dessinées a I’aide du logiciel en ligne Primer 3 (120) (121) (122), en choisissant les
parameétres par defaut, a savoir une température de fusion optimale de 60°C +/- 3 pour
des amorces de 18 & 27 bases avec un optimal a 20.

Les cibles étudiées, incluant chacune un microsatellite, et les amorces PCR utilisées

sont présentées dans le tableau suivant.
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Cible

N° GenBank

Amorce
forward
(5'-3))

Amorce
reverse
(5'-3)

Motif
microsatellite
(répétitions)

Taille
théorique
amplicon

Exode 1

JH226132.1

ATAGTAGCCG
TCGTCGTCGT

TGCATCTTTA
GCACCATTGC

CGA (13)

274

Exode 2

JH226130.1

TGTCTGAGG
AGTTCGCATT
G

GATGCTGGAT
GTTGGCATTT

ACC (14)

288

Exode 3

JH226136.1

CGCTCCATTT
GTTGTACCA
G

CTCACCCTCA
CCTTCGACA
C

TGG (13)

284

Exode 4

JH226136.1

TTTAGGCGG
ACCATAACA
CC

CACTGCTGC
CAGTTCCAGT
A

TGG (17)

291

Exode 5

JH226136.1

GCACGAATG
AATTCGACA
GC

TCTTCTCGTG
ACACCACTG
C

TCA (23)

252

Exode 6

JH226131.1

GGTAGTGGT
CGGCGTCCT
A

GGAGGAGTG
GGTTGTGAA
G

CTC (16)

259

Exode 7

JH226133.1

TGAGATAGT
GCCCTGAGC
AT

GGCCAATTG
GGGTAATACT

GTG (14)

247

Exode 8

JH226133.1

TTATTCCCCA
TCTCGCTGAC

AGTGGTTCG
GTTGGCTTGT
A

CAC (16)

258

Exode 9

JH226133.1

CTCGGCTCTG
CAAAGAAGT
T

ACATGGTTGA
TGCTCAGAC
G

CAA (15)

246

Exode 10

JH226133.1

GGCAATGGC
AACAACAAT
AA

GTTGTGTCTG
CGTTTGCATT

AAC (22)

287

Exode 10
« court »

JH226133.1

ACGGCAAAA
AGCACAAGA
AT

GTTGTGTCTG
CGTTTGCATT

AAC (22)

121

Exode 11

JH226133.1

CTTGCGGTGT
AGCTGTGGT

TGATCCCGCT
GTGGAAGTA
T

GGT (17)

253

Exode 12

JH226136.1

CAGCAAGGA
GAAAAGCAA
GC

GTGGACACT
GACTGGGGT
GT

CCTTTTC
(14)

296

Exode 13

JH226130.1

CTCGGAAGA
AGTGCCTAA
CG

GATGACGGC
GATGATTTCT
T

CAAG (14)

330

Exode 13
« court »

JH226130.1

GTTCGTCGA
AGCAGTTGA
CA

GATGACGGC
GATGATTTCT
T

CAAG (14)

171

Tableau 5 : Couples d'amorces exodes
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2.5. Evaluation des cibles microsatellites en PCR standard

Ces 13 cibles microsatellites ont été évaluées sur un panel-test de cing souches sans
lien épidémiologique d'E. dermatitidis (ADN extraits par Dneasy Plant Mini Kit de
Qiagen™P). Ce panel était composé d'une souche isolée & partir d'un joint de lave-
vaisselle d'origine morbihannaise (7LV), d'une souche isolée a partir d'un joint de lave-
vaisselle d'origine haute-sadnoise (26LV) et de trois souches de reférence (CBS
100341, CBS 149.90 et CBS 207.35).

Les réactions de PCR ont été réalisées avec un extrait d'ADN de 3 pl et un « mix
PCR » de 17 pl. Pour chaque PCR, le milieu réactionnel était constitué¢ de FastStart
PCR Master Mix 2X (Roche™P), les deux amorces étant ajustées & une concentration
finale de 0,1 uM. Le cycle d’amplification PCR a inclus une étape d’incubation a 94°C
pendant 3 minutes, 35 cycles d’amplification ont été réalisés, comprenant chacun une
dénaturation de 30 secondes a 94°C, une hybridation des amorces a 65°C de 30
secondes et une phase d’élongation de 1 minute a 72°C, terminée par une élongation

finale de 5 minutes.

Apres amplification par PCR et migration sur un gel d'agarose a 3 %, les produits de
PCR (amplicons) obtenus ont été analyses visuellement. Quatre couples d'amorces,
permettant a la fois ’amplification des cinq extraits d’ADN testés et la visualisation de
différence de taille des amplicons entre les cing échantillons, ont été sélectionnés pour

la suite de ce travail (exode 7, exode 9, exode 10 et exode 13).

2.6. Evaluation préalable des sondes marquées

Le méme panel d’ADN de ces cinq souches a ¢été retesté avec les couples d’amorces
retenus, dont 1’amorce forward était marqué par un fluorochrome. Les amorces
forward pour exode 7 et exode 13 étaient couplées avec le fluorochrome FAMMP (5-
carboxyfluorescéine, absorption a 494 nm et émission a 518 nm). Celles pour exode 9
et exode 10 étaient couplés avec le fluorochrome HEXMP (absorption & 535 nm et

émission a 556 nm). Les fragments obtenus apres PCR ont été analysés en analyse de
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fragments (polymorphisme de la taille des amplicons), aprés ajout d'un mélange de
fragments de taille connue couplés avec un fluorochrome 400HD ROX™P (Applied
Biosystems™®, Foster City, Etats-Unis) servant d'étalon, sur séquenceur 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems™P) par la plate-forme de séquencage et d'analyse de
fragments de la structure fédérative de recherche 4234 (SFR FED 4234) située a
I’UFR SMP Unit¢ de Formation et de Recherche des Sciences Médicales et
Pharmaceutiques (Hauts du Chazal, Besancon). Le logiciel GeneMapper™® version 3.7
(Applied Biosystems™P) a été utilisé pour déterminé la taille des fragments analysés.
Les amplicons ont d’abord été analysés individuellement (simplex). Deux couples
d’amorces ont ensuite été modifiés afin de réduire la taille de 1’amplicon généré
(exode 10 et exode 13). Afin d’optimiser les colits liés a la migration sur séquenceur
pour 1’analyse de fragments, cette modification des amorces forward pour deux cibles
avait pour objectif de permettre le mélange pour une méme souche et a parts égales
des amplicons générés par deux couples d’amorces, amplicons de taille clairement
différente et marqués par un fluorochrome différent (poolplex : exode 7 + exode 10
« court » et exode 9 + exode 13 « court »).

Enfin, un panel de huit souches d'E. dermatitidis isolées de huit patients distincts,
atteints de mucoviscidose et extraites par méthode CHELEX 100 (surnageant dilué
extemporanément au 1/3 avec de I'eau ultra-pure de qualité biologie moléculaire) a été
évalué avec les couples d'amorces exode 7, exode 9, exode 10 « court » et exode 13
« court » en simplex, puis en poolplex exode 7 + exode 10 « court » et exode 9 +
exode 13 « court »).

Cette derniére approche (extraits d'ADN par méthode CHELEX 100 et poolplex) a
ensuite été appliquée a I’ensemble des souches a tester: souches de référence
d'Exophiala spp., souches environnementales et souches cliniques d’E. dermatitidis et

d'E. phaeomuriformis.

2.7. Performances de I’approche microsatellite comme outil de génotypage

La répétabilité de la méthode a été évaluée en testant trois fois chacun des trois ADN

de souches distinctes dans une méme série (PCR puis analyse de fragments). La
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reproductibilité de la méthode a été évaluée en testant trois fois chacun des trois ADN
de souches distinctes dans trois séries distinctes.

Le pouvoir discriminant de la méthode a été calculé par Il'indice de Hunter (112),
individuellement pour chaque marqueur (exode 7, exode 9, exode 10 « court» et
exode 13 « court ») et en couplant deux, trois ou quatre de ces marqueurs. Le pouvoir
discriminant a été calculé en incluant une souche de chaque patient bisontin atteint de
mucoviscidose dans le panel, puis en excluant celles-ci (en émettant I’hypothése d’une
transmission croisée entre ces patients et donc d’isolats épidémiologiquement liés).

La spécificité de notre approche, dessinée pour le génotypage d’E. dermatitidis, a été
¢valuée en testant I’ensemble des souches environnementales d’E. phaeomuriformis (n
= 9) et des souches de référence de Rhinocladiella similis (CBS 109135) et d'E.
jeanselmei (CBS 507.90).

2.8. Evaluation du caractére clonal de la colonisation par Exophiala

dermatitidis

Les 71 souches d'E. dermatitidis collectées depuis 2004 chez les 14 patients atteints de
mucoviscidose ont été génotypées a partir d’ADN extrait par la méthode CHELEX 100,
amplifiés puis analysés simultanément 2 a 2 en poolplex (marqueurs exode 7 + exode

10 « court » et exode 9 + exode 13 « court »).

2.9. Caractéristiques des patients atteints de mucoviscidose et colonisés par

Exophiala dermatitidis

Les données suivantes ont été obtenues a partir du dossier clinique des patients atteints
de mucoviscidose et colonisés par E. dermatitidis, complété par les données du
systeme d’information du Laboratoire de Biologie Médicale du CHRU de Besangon
Laboserveur Inlog (Inlog Haemonetics™®, Signy, Suisse) : sexe, age (au premier
isolement d’Exophiala sp.), insuffisance pancréatique (supplémentation ou non en
enzymes pancréatiques), diabéte (recours a une insulinothérapie ou non), colonisation
préalable ou concomitante par P. aeruginosa, traitement préalable ou concomitant par
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colistine inhalée, colonisation préalable ou concomitante par A. fumigatus, criteres
sérologiques d’ABPA (précipitines anti-Aspergillus et IgE anti-Aspergillus fumigatus)
et traitement préalable ou concomitant par antifongiques azolés (itraconazole,

voriconazole ou posaconazole).
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3. Résultats

3.1. Enquéte environnementale et identification des « levures noires »

isolées

Sur les vingt-deux prélévements de joints de lave-vaisselles, quatre étaient positifs a
Exophiala sp. soit 18,2 %. Sur les 36 prélevements de joints de machines a café de la

marque Senseo™®, trois étaient positifs & Exophiala sp. soit 8,3 %.

L'identification par séquencage des régions ITS a retrouve trois E. dermatitidis (7LV,
26LV et 35S) et quatre E. phaeomuriformis (10S, 30S, 6LV et 27LV). L’isolat 35S
n’ayant pu étre conservé, il n’a pas été inclus dans 1’étude de génotypage ni identifié

par spectrométrie de masse.

L'identification par spectrométrie de masse n'a donné aucune identification au niveau
de I'espece (score > 2). Une identification probable au niveau du genre (score > 1,7) a
été obtenu pour deux isolats (sur 16 testés): 26LV et R13. Devant le caractere
décevant de ces résultats préliminaires et I’incapacité a discriminer E. dermatitidis de
E. phaeomuriformis avec la base commerciale Bruker"®, I’approche MALDI-TOF a

été abandonnée.

3.2. Evaluation des couples d'amorces

Les 13 couples d’amorces dessinés avec le logiciel Primer 3 ont permis I’amplification
d’ADN d’E. dermatitidis. Dix couples sur 13 ont permis 1’amplification des cinq
extraits d’ADN testés initialement (7LV, 26LV, CBS 100341, CBS 149.90 et CBS
207.35). Parmi eux, quatre ont été sélectionné devant la qualit¢ de 1’amplification
obtenue (intensiteé du signal) et la variabilité inter-échantillon de la taille des amplicons
en gel d’agarose. La figure 11 illustre cette phase d’essai préliminaire (couples

d’amorces pour les marqueurs exode 7 et exode 13).
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Exode 13 (gauche) et 7 (droite)

Figure 11 : Visualisation des fragments obtenus apres migration sur gel
Lecture : Couple d'amorces exode 13 (a gauche) et exode 7 (a droite)
1. Souche CBS 207.35 2. Souche CBS 149.90 3. Souche CBS 100341

4. Souche 26LV 5. Souche 7LV

(Laboratoire de Parasitologie Mycologie, CHRU de Besancon, 2015)

3.3. Visualisation des amplicons obtenus sur GeneMapper™®

Sur les 112 souches étudiées, des résultats complets, c'est-a-dire I'obtention de
fragments détectables pour les quatre couples d'amorces (exode 7, exode 9, exode 10
« court » et exode 13 « court ») sont disponibles pour 94 d'entre elles. Les 18 souches
restantes n'‘ont donné aucun résultat. Cinq souches (CHA et la totalité des souches
issues de JAC) ont présenté un double pic (127 et 139 paires de bases, soit trois

répétitions de quadruplets d’écart) avec exode 13 « court ».

La figure 12 illustre la lecture sur GeneMapper™®° de la taille des fragments obtenus

par PCR poolplex et I'ensemble des résultats sont disponibles en annexe 3.
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Figure 12 : Mesure de la taille des fragments sur GeneMapper™"
Lecture : Exode 7 apparait en vert et exode 10 « court » apparait en bleu.
Le principal pic correspond a la longueur du fragment
Souche JAC 09/07/12 : 217 et 91 paires de bases
Souche BON 21/09/04 : 244 et 124 paires de bases

Souche LOU 28/09/11 : 217 et 121 paires de bases

(Plate-forme de séquencage et d'analyse de fragments, UFR SMP de Besangon, 2015)
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3.4. Performances de la technique développée

Des fragments de taille constante (+/- 0,3 bases) ont été obtenus lors des essais de
répetabilité (trois ADN de souches distinctes testés trois fois au sein d'une méme serie)
et de reproductibilité (trois ADN de souches distinctes testés trois fois dans trois séries
distinctes).

Parmi les souches et isolats identifiés comme E. dermatitidis, des résultats ont éte
obtenus pour 93,1 % d'entre elles (94/101). Aucun résultat n'a été obtenu pour des
souches ou isolats identifiés comme appartenant a une autre espéece (n = 11) : E.

phaeomuriformis (n = 9), R. similis ou E. jeanselmei.

L'évaluation du pouvoir discriminant a été calculée en incluant les souches de
référence (n = 4), les isolats environnementaux (n = 16) et les isolats cliniques du
laboratoire de Parasitologie Mycologie du CHRU de Besancon hors patients atteints de
mucoviscidose (n = 5) (rubrique «sans souches mucoviscidose »). Ont ensuite été
incluses une souche isolée par patient atteint de mucoviscidose (n = 13) (rubrique
« avec souches mucoviscidose »). Lorsque le couple d'amorces exode 13 « court » était

consideré, les deux fragments 127 et 139 observés chez CHA et JAC ont été pris en

compte.
Exode 10 Exode 13 Génotype
Exode 7 Exode 9
« court » « court » complet
Sans souches 0,36 0,56 0,89 0,56 0,94

mucoviscidose | (n =25) (n=25) (n=25) (n=26) (n =26)

Avec souches 0,29 0,54 0,84 0,53 0,89
mucoviscidose | (n = 38) (n=38) (n=38) (n=40) (n =40)

Tableau 6 : Indice de Hunter selon les couples d'amorces et les souches étudiées

Si on prend en compte trois couples d'amorces, le trio exode 7 + exode 10 « court » +
exode « 13 » est aussi performant que les quatre couples d'amorces.

Le trio exode 7 + exode 9 + exode 10 « court » ne permet pas de différencier les
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souches de CHA et JAC. De plus, le phénoméne de doubles populations chez CHA et
JAC n'est pas observable.

Le trio exode 9 + exode 10 «court» + exode 13 «court» ne permet pas lui de
différencier les souches de référence CBS 100341 et CBS 149.90, a noter également
gu'exode 9 n'augmente pas le pouvoir discriminant par rapport au duo exode 10
« court » et exode 13 « court ».

Le trio exode 7 + exode 9 + exode 13 « court » ne permet pas de différencier un grand
nombre de souches, exode 10 « court » possédant le pouvoir discriminant le plus élevé

parmi les couples d'amorces.

Trio Trio Trio Trio Génotype
7+9+10 | 7+9+13 | 9+10+13 | 7+ 10+13 complet
Sans souches 0,93 0,63 0,93 0,94 0,94
mucoviscidose | (n =25) (n=26) (n=26) (n=26) (n =26)
Avec souches 0,87 0,58 0,88 0,89 0,89
mucoviscidose | (n = 38) (n=40) (n=40) (n=40) (n =40)

Tableau 7 : Indice de Hunter selon le trio de couples d'amorces et les souches étudiées

En tenant compte uniquement de deux couples d'amorces, on observe que le duo exode

10 « court » et exode 13 « court » présente le pouvoir discriminant le plus important.

Duo Duo Duo Génotype
10+7 10+9 10 + 13 complet
Sans souches 0,92 0,93 0,93 0,94
mucoviscidose (n=25) (n =25) (n =26) (n =26)
Avec souches 0,87 0,87 0,88 0,89
mucoviscidose (n=38) (n=38) (n=40) (n =40)

Tableau 8 : Indice de Hunter selon le duo de couples d'amorces et les souches étudiées
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3.5. Colonisation par Exophiala dermatitidis des patients atteints de

mucoviscidose

Le suivi de la colonisation par E. dermatitidis, c'est-a-dire au moins deux souches
isolées dont le genotype est connu, a pu étre réalisé chez neuf patients atteints de
mucoviscidose. Huit de ces patients €taient colonisé€s par un seul clone. Il n’a pas été
possible de statuer avec certitude pour le patient JAC du fait du double pic avec le
marqueur exode 13 « court » (un seul clone avec marqueur exode 13 « court » double
ou coexistence de deux souches). Le rapport des pics s’est avéré constant pour ce

patient (pic 139 dominant avec une aire 1,5 fois supérieure a celle du pic 127).

Parmi les patients atteints de mucoviscidose, 53,8 % (7/13) étaient colonisés par un
clone commun (217-207-118-151) retrouvé aussi chez deux souches isolées de patients
non atteints de mucoviscidose (CAR et MUH) et trois souches environnementales (R1,
R10 et R21).
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Exode | Exode | Exode
10 7
« court »

79

Exode Souches non- Souches
13 mucoviscidose mucoviscidose
« court » (n=26) (n=14)
1 0
143 (CBS 100341)
1 0
143 (CBS 149.90)
1 0
143 (7LV)
1 0
151 (CBS 109139)
2 1
151 (R12, B1) (KUE)
1 1
171 (ROY) (BON)
4 0
151 (R13, R14, R19, VIT)
1 0
(26LV)
5 7
(R1, R10, R21, CAR, (MER, ILT, SAL, MBA,
MUH) POU, FRE, BUS)
1 0
(R7)
0 1
(REI)
2 0
(R8, R17)
3 2
(R25, R27, R28) (JAS, LOU)
1 0
(CBS 207.35)
1 1
(CHA) (JAC)
1 1
(CHA) (JAC)

Tableau 9 : Répartition des génotypes selon les souches

Note : Pour faciliter la lecture, exode 10 « court » a été placé a gauche
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3.6. Caractéristiques des patients atteints de mucoviscidose et colonisés par

Exophiala dermatitidis

L'age moyen au premier isolement d'E. dermatitidis était de 20,5 ans (4 a 87 ans). Si
I'on exclu le diagnostic tardif de mucoviscidose pour la patiente LOU décrit dans la
partie 3.5. des généralités (103), I'age moyen était de 15,4 ans (4 a 30 ans). Le sexe
ratio était de neuf hommes pour cing femmes.

Parmi les 14 patients de la cohorte étudiee, 86 % souffraient d'insuffisance
pancréatique exocrine (supplémentation en enzymes pancréatiques) et 36 % ont
développé un diabéte insulino-dépendant. Au niveau bactérien, 93 % présentaient une
colonisation préalable ou concomitante a P. aeruginosa et 64 % avaient déja recu un
traitement par colistine en aérosol. Au niveau fongique, la totalité des patients
présentaient une colonisation préalable ou concomitante a A. fumigatus, 79 %
remplissaient les criteres sérologiques d'’ABPA (précipitines anti-Aspergillus et IgE
anti-Aspergillus fumigatus) et 57 % avaient déja recu un traitement par antifongiques

azolés (itraconazole, voriconazole ou posaconazole).

Ces résultats sont disponibles dans le tableau suivant.
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Tableau 10 : Caracteéristiques des patients de la cohorte étudiée
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POU

MBA

JAC

LOU

BON
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ILT
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4. Discussion

Notre travail a permis de mettre au point et d’évaluer une nouvelle technique de typage
d’Exophiala spp., et d’appliquer cette technique au suivi de la colonisation par

Exophiala dermatitidis de patients atteints de mucoviscidose.

Pour ce faire, nous avons dd au préalable réaliser une enquéte environnementale pour
constituer un panel suffisant d’isolats/souches sans lien épidémiologique, en ciblant
notamment les joints de lave-vaisselles comme précédemment décrit (76). Ces
prélevements ont ainsi retrouvé un taux de colonisation par Exophiala spp. de 18,2 %,
qui est proche de celui de Dogen et al. (77) (16 %). Ce taux de colonisation était plus
élevé (35 %) dans les travaux de Zalar et al. (76). Les deux especes (E. dermatitidis et
E. phaeomuriformis) ont été retrouvées, comme dans les travaux de Dogen et al. (77)
et de Zalar et al. (76) ainsi que lors de I'enquéte épidémiologique réalisée en 2012 en
Franche-Comté (données non publiées, Laboratoire de Parasitologie Mycologie du
CHRU de Besancon). Nous avions choisi d’investiguer les machines a café de la
marque Senseo™™ car elles possédent des caractéristiques proches de celles des lave-
vaisselles, a savoir un joint associé a de fortes variations de température et
d'’hygromeétrie ainsi que la présence de matiere organique. Un taux de colonisation des
joints de machines a café de la marque Senseo™® de 8,3 % a été retrouvé, avec
I'isolement des deux espéces (E. dermatitidis et E. phaeomuriformis). Ces résultats
prouvent que les « levures noires » du genre Exophiala, micromycétes extrémophiles,
sont capables de coloniser cette niche écologique. L’origine hydrique (nappe

phréatique) de ces « levures noires » a été évoquée (123).

Parmi les logements étudiés, il n'a pas été retrouvé de colonisation concomitante des
joints de lave-vaisselle et de machine a café de la marque Senseo™. L'hypothése d'une
contamination fongique via le réseau de distribution d'eau (123) (124) n'a donc pas pu

étre prouvée.
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Concernant I'identification d'Exophiala spp. par spectrométrie de masse MALDI-TOF,
le faible nombre de spectres d'Exophiala spp. dans la base de données Bruker™"
(uniquement trois spectres d'E. dermatitidis) ne permet pas d'obtenir une identification
fiable au niveau de l'espece des isolats étudiés (score > 2). La constitution d'une base
de données « maison» est donc actuellement indispensable pour obtenir une

identification fiable comme I'ont montré les travaux d'Ozhak-Baysan et al. (101).

L’absence dans la littérature d’une technique de typage d’Exophiala spp. fiable et
reproductible nous a conduit @ mener ce travail. En effet, la seule technique décrite
dans la littérature pour le génotypage d'E. dermatitidis était la RAPD (106), qui rend
de plus impossible les comparaisons de données inter-laboratoires. Notre choix
technique s’est porté vers 1’évaluation du polymorphisme des microsatellites par

analyse de fragments, technique maitrisée au laboratoire (125) (126) (127).

Treize cibles microsatellites ont été identifiées a partir du génome d'E. dermatitidis
(souche CBS 525.76), parmi celles-ci dix ont permis I’amplification des cinq extraits
d’ADN testés initialement (7LV, 26LV, CBS 100341, CBS 149.90 et CBS 207.35). Les
quatre couples d'amorces avec la meilleure amplification obtenue (intensité du signal)
et la plus grande variabilité inter-échantillon de la taille des amplicons en gel d’agarose
ont ainsi été sélectionnés (exode 7, exode 9, exode 10 et exode 13). Le marquage des
amorces par un fluorochrome permet une lecture aisee de la taille des fragments par
¢lectrophorése sur capillaire. Il est possible d’optimiser les cotts liés a la migration sur
séquenceur pour ’analyse de fragments en mélangeant pour une méme souche et a
parts égales des amplicons générés par deux couples d’amorces, amplicons de taille
clairement différente et marqués par un fluorochrome différent (poolplex). L'ADN
nécessaire peut de plus étre aisément obtenu par extraction simple, rapide et peu chere
(CHELEX 100) (114). L'évaluation des performances de cette technique a montré une
parfaite répétabilité et une parfaite reproductibilite. Celle-ci peut de plus étre garantie
par I’utilisation systématique d’une souche de référence, passée dans chaque série, ou

d’un mélange d’amplicons de taille connu, utilisé comme contréle de migration (127).
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Aucun amplicon n'a été observé avec les souches environnementales d'E.
phaeomuriformis ou les souches de référence d'E. jeanselmei et de R. similis. Les
amorces définies dans ce travail semblent donc spécifiques vis-a-vis d'E. dermatitidis.
L'absence d'amplicon pour cinq isolats d’Exophiala sp. et deux préalablement
séquencés comme E. dermatitidis nécessitera de réaliser ou Vvérifier l'identification
moléculaire de ces isolats. Une typabilité¢ (128) imparfaite (absence d’amplification
confirmée pour certaines souches d’Exophiala spp.) est néanmoins peu probable car
les quatre marqueurs sont uniformément touchés. Un probléme d’extraction d'ADN
doit étre prioritairement vérifié. La stabilité in vitro des marqueurs (capacité a genérer
le méme profil sur des repiquages successifs du micro-organisme) n’a pas pu étre,
faute de temps, effectué au cours de ce travail (nécessité de subcultures sur au

minimum 30 jours) et devra également étre évaluée (128).

Par contre, la technique a montré un excellent pouvoir discriminant. Ce dernier a été
évalué par le calcul de I'indice de Hunter a partir de souches sans lien épidémiologique
(112). L'indice de Hunter D est égal a 0,94 soit 6 % de risque d’erreur de présenter
deux souches indépendantes comme identiques. Cet indice diminue a 0,89 si I'on inclut
une souche par patient atteint de mucoviscidose. Parmi les couples d'amorces testes,
exode 10 « court » possede le pouvoir discriminant intrinseque le plus élevé, avec D
égal respectivement a 0,89 et a 0,84. Si notre stratégie a évalué 4 marqueurs, le
nombre de couples d'amorces utilisés pourrait a I’avenir étre diminué sans réduire les
performances. En effet, le trio exode 7 + exode 10 « court » + exode « 13 » est aussi
performant que le quatuor testé. Si I'on souhaite se limiter & deux couples d'amorces, le
duo exode 10 «court» + exode 13 «court» est le plus discriminant. Dans cette
configuration, les deux amplicons obtenus étant de taille voisine, l'utilisation d'un
couple d'amorces « long » avec un couple d'amorces « court », chacun marqué avec un
fluorochrome différent, serait indispensable. La technique pourrait étre en outre étre
simplifiée en réalisant des PCR multiplex. Les isolats des patients CHA et JAC, avec
un double pic pour le marqueur exode 13, nécessitent d’étre revérifiés, notamment en
génotypant, a partir d’une subculture, un nombre conséquent de colonies d’E.

dermatitidis. La persistance d’un double pic incitera ensuite a cloner et séquencer les
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produits PCR pour vérifier que les deux pics correspondent effectivement au

microsatellite et non a une amplification non escomptée.

La question du caractére haploide ou diploide d’E. dermatitidis reste posée. Cette
espece semble pouvoir se présenter sous les deux formes, mais la forme haploide est
tres majoritairement retrouvée (129). L’hypothése d’une souche diploide, homozygote
pour trois marqueurs et hétérozygote pour le dernier, peut donc également étre

envisagée dans le cas du patient JAC.

L’hypothése du maintien ou non d’une colonisation permanente par E. dermatitidis
chez les patients atteints de mucoviscidose n’a été jusqu’a présent étudiée que dans la
cohorte de Packeu et al. (106). La plupart des patients restaient colonisés par un seul

clone génotypiquement distinct de ceux des autres patients (106).

Le suivi de la colonisation par E. dermatitidis, c'est a dire au moins deux souches
isolées de génotype connu, a pu étre réalisé chez 64,3 % des patients atteints de
mucoviscidose de notre cohorte. Chacun de ces patients étaient colonisés par un seul
clone a I'exception du patient JAC qui était colonisé par deux clones retrouves dans
chacun de ses prélevements. Ce phénoméne mis en évidence par un double pic en

analyse de fragments ne peut étre observé en RAPD.

Aucune variation génotypique au cours du temps n'a été observée dans notre cohorte

contrairement a ce qui avait été observé sur les profils RAPD par Packeu et al. (106).

Une corrélation entre insuffisance pancréatique externe et colonisation par E.
dermatitidis avait été mise en évidence par Kondori et al. (89). L'explication proposée
étant que ces patients présenteraient une atteinte pulmonaire plus prononcée,
nécessitant davantage I'administration de traitements antibiotiques qui favoriseraient la
colonisation fongique. Ce lien entre insuffisance pancréatique, fonction pulmonaire
alterée et colonisation par E. dermatitidis est visible dans la cohorte de patients étudiée
dans ce travail. En effet, 86 % des patients étaient supplémentés en enzymes
pancréatiques, 93 % présentaient une colonisation préalable ou concomitante par P.

aeruginosa et la totalité une colonisation préalable ou concomitante par A. fumigatus.
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Un clone commun a été retrouvé chez 53,8 % des patients atteints de mucoviscidose
de la cohorte étudiée. Ce clone a aussi été retrouvé chez des patients non atteints de

mucoviscidose et dans des prélevements environnementaux de Franche-Comté.

L'existence d'un lien épidémiologique « géographique » entre ces prélevements
cliniques et environnementaux doit étre envisagée. L'étude d'un plus grand nombre de
souches d'origines géographiques différentes permettrait de trancher sur I’existence ou
non d’un génotype majoritaire. En effet, cette inégalit¢ géographique pourrait étre
aussi bien la conséquence d’un pouvoir discriminant insuffisant des couples d'amorces
utilisés, qu’un réel lien ¢épidémiologique « géographique » entre souches

environnementales et patients atteints de mucoviscidose d'une méme région.

Notre travail a donc permis 1’évaluation d’une technique fiable et robuste de typage
d’E. dermatitidis et de monter le caractére clonal de la colonisation des patients
atteints de mucoviscidose par ce micromycéte. La source initiale de contamination des
patients n’a jamais été identifiée et l'environnement domestique de ces patients
colonisés par E. dermatitidis n'a jamais été étudié. 1l serait ainsi intéressant d'étudier de
potentiels réservoirs dans l’environnement proche, en particulier domestique, des
patients et de comparer le profil génotypique des souches domestiques et cliniques afin
d’identifier la ou les sources possibles de contamination de ces patients. Notre
technique de typage basée sur le polymorphisme de microsatellites et développée dans
ce travail serait ainsi un outil accessible, fiable et reproductible pour une étude

multicentrique visant a identifier de telles sources.
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Annexe 1 : Souches de référence, isolats environnementaux et isolats
cliniques du laboratoire de Parasitologie Mycologie du CHRU de

Besancgon
Nom Origine Date isolement Espece
CBS 100341 Souche de référence - E. dermatidis
CBS 109135 Souche de référence - R. similis
CBS 507.90 Souche de référence - E. jeanselmei
CBS 109139 Souche de référence - E. dermatidis
CBS 149.90 Souche de référence - E. dermatidis
CBS 207.35 Souche de référence - E. dermatidis
10S SenseoMP 01/02/15 E. phaeomuriformis
30S Senseo™P 01/02/15 E. phaeomuriformis
6LV Lave-vaisselle 01/02/15 E. phaeomuriformis
7LV Lave-vaisselle 01/02/15 E. dermatidis
26LV Lave-vaisselle 01/02/15 E. dermatidis
27LV Lave-vaisselle 01/02/15 . phaeomuriformis
R1 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R6 Lave-vaisselle 01/06/12 . phaeomuriformis
R7 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R8 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R9 Lave-vaisselle 01/06/12 . phaeomuriformis
R10 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R11 Lave-vaisselle 01/06/12 . phaeomuriformis
R12 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R13 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R14 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R16 Lave-vaisselle 01/06/12 . phaeomuriformis
R17 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R19 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R21 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R24 Lave-vaisselle 01/06/12 . phaeomuriformis
R25 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
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R27 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
R28 Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis

Bl Lave-vaisselle 01/06/12 E. dermatidis
EVI Evier CHRU 31/03/15 E. dermatidis
CEC Matériel médical 29/06/15 E. dermatidis
CAR Respiratoire 14/04/12 E. dermatidis
HAW Respiratoire 13/06/12 E. dermatidis
MUH Peau 11/08/10 E. dermatidis
VIT Respiratoire 09/12/13 E. dermatidis
FRA Ongle 08/08/08 E. dermatidis
CHA Sinus 17/02/10 E. dermatidis
CHE Ongle 26/11/10 E. dermatidis
ROY Peau 06/05/05 E. dermatidis
MER Mucoviscidose 03/04/13 E. dermatidis
ILT Mucoviscidose 14/03/13 E. dermatidis
TAG Mucoviscidose 15/01/14 E. dermatidis
JAS Mucoviscidose 10/09/13 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 27/08/09 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 10/11/09 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 01/07/10 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 25/08/10 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 12/12/10 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 09/06/11 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 17/09/11 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 07/02/12 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 11/04/12 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 30/08/12 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 21/12/12 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 19/02/13 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 14/05/13 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 27/08/13 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 10/01/14 E. dermatidis
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POU Mucoviscidose 26/02/14 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 03/06/14 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 24/11/14 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 24/02/15 E. dermatidis
POU Mucoviscidose 12/06/15 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 26/05/10 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 13/10/10 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 25/10/10 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 18/11/10 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 13/01/11 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 08/03/11 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 01/06/11 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 05/10/11 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 24/02/12 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 12/04/12 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 05/09/12 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 18/06/13 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 17/09/13 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 07/11/13 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 07/01/14 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 11/03/14 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 23/06/14 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 04/11/14 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 27/02/15 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 24/03/15 E. dermatidis
MBA Mucoviscidose 09/06/15 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 13/03/14 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 05/06/14 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 06/08/14 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 17/09/14 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 22/01/15 E. dermatidis
BUS Mucoviscidose 22/04/15 E. dermatidis
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FRE Mucoviscidose 18/09/13 E. dermatidis
FRE Mucoviscidose 04/12/13 E. dermatidis
FRE Mucoviscidose 07/12/13 E. dermatidis
FRE Mucoviscidose 06/03/14 E. dermatidis
JAC Mucoviscidose 09/04/08 E. dermatidis
JAC Mucoviscidose 07/12/10 E. dermatidis
JAC Mucoviscidose 09/07/13 E. dermatidis
JAC Mucoviscidose 27/11/13 E. dermatidis
REI Mucoviscidose 26/03/14 E. dermatidis
REI Mucoviscidose 13/06/14 E. dermatidis
REI Mucoviscidose 02/09/14 E. dermatidis
LOU Mucoviscidose 14/02/11 E. dermatidis
LOU Mucoviscidose 17/05/11 E. dermatidis
LOU Mucoviscidose 28/09/11 E. dermatidis
BON Mucoviscidose 21/09/04 E. dermatidis
BON Mucoviscidose 28/02/06 E. dermatidis
SAL Mucoviscidose 14/01/08 E. dermatidis
SAL Mucoviscidose 03/12/08 E. dermatidis
KUE Mucoviscidose 14/12/11 E. dermatidis
KUE Mucoviscidose 03/07/14 E. dermatidis

Note : La souche CBS 109135, actuellement rattachée a I'espece R. similis, était anté-

rieurement considérée comme appartenant a I'espece E. phaeomuriformis (95).
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Annexe 2 : Recherche d'Exophiala spp. au niveau des joints de lave-

vaisselles et de machines & café de la marque Senseo™

L'objectif principal de cette enquéte épidémiologique était de collecter des isolats
d'Exophiala sp. sans lien épidémiologique. Les objectifs annexes étaient d'investiguer
une éventuelle nouvelle niche écologique pour Exophiala spp. constituée des joints de
machines & café de la marque Senseo™P ainsi qu'évaluer la contamination croisée entre
plusieurs appareils, machine & café de la marque Senseo™” et lave-vaisselle, connectés

a un méme réseau de distribution d'eau.

Les travaux de Zalar et al. (76) et Dogen et al. (77) ainsi que lI'enquéte épidémiolo-
gique réalisée en 2012 dans la région Franche-Comté ont montré la colonisation par
Exophiala spp. des lave-vaisselles au niveau de leur joint, ceci a un pourcentage de 35
% pour Zalar et al. et de 16 % pour D6gen et al. Il a été émis I'hypothése qu'Exophiala
spp., micromycéte extrémophile, pouvait coloniser d'autres niches écologiques de na-
ture semblable, c'est-a-dire présentant de fortes variations de température et d'hygro-
métrie, associées a la présence de matiére organique ainsi qu'a un méme support

d'adhérence (joint).

Les machines & café de la marque Senseo™® ont été choisies car elles remplissent ces
quatre criteres contrairement aux machines a café des principales autres marques qui
sont dépourvues de joint. Leur relative abondance a aussi été un critére décisif dans le

choix de ce support d'étude.

Entre le mois de décembre 2014 et le mois de février 2015, 36 joints de machines a
café de la marque Senseo™P ont été prélevés par écouvillonnage dans toute la France.
Si possible, le joint de lave-vaisselle était prélevé en parallele. Vingt-deux joints de
lave-vaisselles ont ainsi été écouvillonnés. Les prélevements étaient ensuite ensemen-
ces sur une gélose Sabouraud et une gélose au Dichloran-Glycérol ou DG 18, cette
derniére étant plus adaptée a l'isolement des moisissures xérophiles (130), puis incubés
a 30°C pendant 21 jours. L'identification des colonies observées au genre Exophiala

était réalisee au niveau macroscopique et microscopique.
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Sur les 22 prélevements de joints de lave-vaisselles, quatre étaient positifs a Exophiala
sp. soit 18,2 %, ce qui correspond au pourcentage retrouvé par Dogen et al. (77). Sur
les 36 prélévements de joints de machines & café de la marque Senseo™®, trois étaient

positifs a Exophiala sp. soit 8,3 %.

Exophiala spp. a été retrouvé uniquement dans des prelevements réalisés chez des par-
ticuliers. Aucune machine a café de la marque Senseo™® prélevée dans les salles de

repos des hopitaux n'est positive.

En plus de I'obtention de sept isolats d'Exophiala sp., ces résultats indiquent que bien
que présentes a un faible taux (8,3 %) les « levures noires » du genre Exophiala sont
capables de coloniser les joints des machines & café de la marque Senseo™®. Aucun
lien n'a été observé entre colonisation du lave-vaisselle et colonisation de la machine a

café de la marque Senseo™P.

Les résultats détaillés sont présentés dans le tableau suivant.
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Numéro Département Origine SenseoMP Lave-vaisselle
1 Doubs Particulier Négatif Non réalisé
2 Doubs Particulier Négatif Négatif
3 Finistere Particulier Négatif Non realisé
4 Finistere Particulier Négatif Non réalisé
5 Finistere Professionnel Négatif Non realisé
6 Morbihan Particulier Négatif  [=IEIER AN
7 Morbihan Particulier Négatif  [=NIEIEE
8 Morbihan Particulier Négatif Négatif
9 Morbihan Particulier Négatif Non réalisé
10 Morbihan Particulier ‘ Exophiala sp. | Négatif
11 Morbihan Particulier Négatif Non réalisé
12 Morbihan Professionnel Négatif Non réalisé
13 Doubs Particulier Négatif Non réalisé
14 Doubs Particulier Négatif Non réalisé
15 Haute-Sabne Particulier Négatif Négatif
16 Doubs Professionnel Négatif Négatif
17 Doubs Particulier Négatif Négatif
18 Doubs Particulier Négatif Négatif
19 Hérault Particulier Négatif Non réalisé
20 Doubs Particulier Négatif Négatif
21 Doubs Professionnel Négatif Négatif
22 Doubs Hospitaliere Négatif Non réalisé
23 Doubs Particulier Négatif Négatif
24 Doubs Hospitaliére Négatif Non réalisé
25 Doubs Particulier Négatif Négatif
26 Haute-Sadne Particulier Négatif
27 Haute-Sadne Particulier Négatif
28 Haute-Sabne Particulier Négatif Négatif
29 Seine-Saint-Denis Particulier Non réalisé Négatif
30 Cote-d'Or Particulier ‘ Exophiala sp. |[EEENENE
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31 Cote-d'Or Professionnel Négatif Non réalisé
32 Rhoéne Hospitaliere Négatif Non realisé
33 Morbihan Particulier Non réalisé Négatif
34 Morbihan Particulier Non realisé Négatif
35 Doubs Particulier ‘ Exophiala sp. |[EEENENE]
36 Doubs Particulier Négatif Négatif
37 Doubs Hospitaliere Négatif Non realisé
38 Doubs Hospitaliére Négatif Non réalisé
39 Doubs Hospitaliere Négatif Non realisé

Tableau 11 : Résultats des prélevements réalises en 2015 pour I'enquéte

épidémiologique sur la colonisation des joints de lave-vaisselles et de machines a café

de la marque Senseo™P
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Annexe 3: Longueur des fragments selon la souche et le couple

d'amorces
Nom Exode 7 Exode 9 Exode 10 Exode 13
«court » «court »
CBS 100341 217 213 79 143
CBS 109135 rien rien rien rien
CBS 507.90 rien rien rien rien
CBS 109139 247 249 115 151
CBS 149.90 244 213 79 143
CBS 207.35 247 240 82 139
10S rien rien rien rien
30S rien rien rien rien
6LV rien rien rien rien
7LV 217 213 112 143
26LV 217 249 127 163
27LV rien rien rien rien
R1 217 207 118 151
R6 rien rien rien rien
R7 241 249 118 139
R8 217 207 130 151
R9 rien rien rien rien
R10 217 207 118 151
R11 rien rien rien rien
R12 217 207 124 151
R13 217 207 127 151
R14 217 207 127 151
R16 rien rien rien rien
R17 217 207 130 151
R19 217 207 127 151
R21 217 207 118 151
R24 rien rien rien rien
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R25 217 207 121 151
R27 217 207 121 151
R28 217 207 121 151
Bl 217 207 124 151
EVI rien rien rien rien
CEC rien rien rien rien
CAR 217 207 118 151
HAW rien rien rien rien
MUH 217 207 118 151
VIT 217 207 127 151
FRA rien rien rien rien
CHA 217 213 91 127 + 139
CHE rien rien rien rien
ROY 244 249 124 171
MER 217 207 118 151
ILT 217 207 118 151
TAG rien rien rien rien
JASMIN 217 249 121 171
POU 27/08/09 217 207 118 151
POU 10/11/09 217 207 118 151
POU 01/07/10 217 207 118 151
POU 25/08/10 217 207 118 151
POU 12/12/10 217 207 118 151
POU 09/06/11 217 207 118 151
POU 17/09/11 217 207 118 151
POU 07/02/12 217 207 118 151
POU 11/04/12 217 207 118 151
POU 30/08/12 217 207 118 151
POU 21/12/12 217 207 118 151
POU 19/02/13 217 207 118 151
POU 14/05/13 217 207 118 151
POU 27/08/13 217 207 118 151
POU 10/01/14 217 207 118 151
POU 26/02/14 217 207 118 151
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POU 03/06/14 217 207 118 151
POU 24/11/14 217 207 118 151
POU 24/02/15 217 207 118 151
POU 12/06/15 217 207 118 151
MBA 26/05/10 217 207 118 151
MBA 13/10/10 217 207 118 151
MBA 25/10/10 217 207 118 151
MBA 18/11/10 217 207 118 151
MBA 13/01/11 217 207 118 151
MBA 08/03/11 217 207 118 151
MBA 01/06/11 217 207 118 151
MBA 05/10/11 217 207 118 151
MBA 24/02/12 217 207 118 151
MBA 12/04/12 217 207 118 151
MBA 05/09/12 217 207 118 151
MBA 18/06/13 217 207 118 151
MBA 17/09/13 217 207 118 151
MBA 07/11/13 217 207 118 151
MBA 07/01/14 217 207 118 151
MBA 11/03/14 217 207 118 151
MBA 23/06/14 217 207 118 151
MBA 04/11/14 217 207 118 151
MBA 27/02/15 217 207 118 151
MBA 24/03/15 217 207 118 151
MBA 09/06/15 217 207 118 151
BUS 13/03/14 217 207 118 151
BUS 05/06/14 217 207 118 151
BUS 06/08/14 217 207 118 151
BUS 17/09/14 217 207 118 151
BUS 22/01/15 217 207 118 151
BUS 22/04/15 217 207 118 151
FRE 18/09/13 217 207 118 151
FRE 04/12/13 217 207 118 151
FRE 07/12/13 217 207 118 151
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FRE 06/03/14 217 207 118 151
JAC 09/04/08 217 213 91 127 + 139
JAC 07/12/10 217 213 91 127 + 139
JAC 09/07/13 217 213 91 127 + 139
JAC 27/11/13 217 213 91 127 + 139
REI 26/03/14 217 252 109 151
REI 13/06/14 217 252 109 151
REI 02/09/14 217 252 109 151
LOU 14/02/11 217 207 121 151
LOU 17/05/11 217 207 121 151
LOU 28/09/11 217 207 121 151
BON 21/09/04 244 249 124 171
BON 28/02/06 244 249 124 171
SAL 14/01/08 217 207 118 151
SAL 03/12/08 217 207 118 151
KUE 14/12/11 rien rien rien rien
KUE 03/07/14 217 207 124 151
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