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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides : Professeur Mohammed JIDDANE
Vice Doyen chargé de la Recherche et de la CoaparaProfesseur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larfhaie : Professeur Yahia CHERRAH
Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

Conservateur : Ahmed ZAHIDI

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4.Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7.Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vascuia
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10.Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11.Pr
12.Pr
13.Pr
14.Pr
15.Pr

. ABROUQ Ali*

. BENOMAR M’hammed

. BENSOUDA Mohamed

. BENOSMAN Abdellatif

. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16.Pr
17.Pr
18.Pr
19.Pr
20.Pr

. ALAOUI TAHIRI Kébir*

. BALAFREJ Amina

. BELLAKHDAR Fouad

. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.Pr
22.Pr
23.Pr
24.Pr
25.Pr
26.Pr

. BOUCETTA Mohamed*

. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
. MAAOUNI Abdelaziz

. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

. NAJI M'Barek *

. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.Pr.
28.Pr.
29.Pr.
30.Pr.
31.Pr.
32.Pr.

BENJELLOUN Halima

BENSAID Younes

EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
IHRAI Hssain *

IRAQI Ghali

KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.Pr.
34.Pr.
35.Pr.
36.Pr.
37.Pr.
38.Pr.
39.Pr.
40.Pr.
41.Pr.
42.Pr.
43.Pr.

AJANA Ali

AMMAR Fanid

CHAHED OUAZZANI

EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*
EL YAACOUBI Moradh
ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan
OHAYON Victor*
YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44 . Pr

. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie

Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie MiiocFaciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie
Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisgée
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expese
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrgu



45.Pr. DAFIRI Rachida
46.Pr. FAIK Mohamed
47.Pr. HERMAS Mohamed
48.Pr. TOLOUNE Farida*

Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
49.Pr. ADNAOUI Mohamed
50.Pr. AOUNI Mohamed

Médecine Interne
Médecine Interne

51.Pr. BENAMEUR Mohamed* Radiologie

52.Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali Cardiologie

53.Pr. CHAD Bouziane Pathologie Chirurgicale
54.Pr. CHKOFF Rachid Urologie

55.Pr. KHARBACH Aicha

56.Pr. MANSOURI Fatima

57.Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
58.Pr. SEDRATI Omar*

59.Pr. TAZI Saoud Anas

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991
60.Pr. AL HAMANY Zaitounia

61.Pr. ATMANI Mohamed*

62.Pr. AZZOUZI Abderrahim

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation

63.Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM Néphrologie
64.Pr. BELKOUCHI Abdelkader Chirurgie Générale
65.Pr. BENABDELLAH Chahrazad Hématologie

66.Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif Chirurgie Gérade
67.Pr. BENSOUDA Yahia Pharmacie galénique

68.Pr. BERRAHO Amina Ophtalmologie

69.Pr. BEZZAD Rachid Gynécologie Obstétrique
70.Pr. CHABRAOUI Layachi Biochimie et Chimie
71.Pr. CHANA El Houssaine* Ophtalmologie

72.Pr. CHERRAH Yahia Pharmacologie

73.Pr. CHOKAIRI Omar Histologie Embryologie
74.Pr. FAJRI Ahmed* Psychiatrie

75.Pr. JANATI Idrissi Mohamed* Chirurgie Générale
76.Pr. KHATTAB Mohamed Pédiatrie

77.Pr. NEJMI Maati Anesthésie-Réanimation
78.Pr. OUAALINE Mohammed* Médecine Préventive, SaRtblique et Hygiéne
79.Pr. SOULAYMANI Rachida Pharmacologie

80.Pr. TAOUFIK Jamal Chimie thérapeutique

Décembre 1992

81.Pr.
82.Pr.
83.Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation



84.Pr. BOUJIDA Mohamed Najib
85.Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
86.Pr. CHRAIBI Chafiq

87.Pr. DAOUDI Rajae

88.Pr. DEHAYNI Mohamed*

89.Pr. EL HADDOURY Mohamed
90.Pr. EL OUAHABI Abdessamad
91.Pr. FELLAT Rokaya

92.Pr. GHAFIR Driss*

93.Pr. JIDDANE Mohamed

94.Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine

95.Pr. TAGHY Ahmed
96.Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.Pr. AGNAOU Lahcen

98.Pr. AL BAROUDI Saad

99.Pr. BENCHERIFA Fatiha
100.Pr. BENJAAFAR Noureddine
101.Pr. BENJELLOUN Samir
102.Pr. BEN RAIS Nozha
103.Pr. CAOUI Malika

104.Pr. CHRAIBI Abdelmjid

105.Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT

106.Pr. EL AOUAD Rajae
107.Pr. EL BARDOUNI Ahmed
108.Pr. EL HASSANI My Rachid

109.Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur

110.Pr. EL KIRAT Abdelmajid*
111.Pr. ERROUGANI Abdelkader
112.Pr. ESSAKALI Malika
113.Pr. ETTAYEBI Fouad
114.Pr. HADRI Larbi*

115.Pr. HASSAM Badredine
116.Pr. IFRINE Lahssan
117.Pr. JELTHI Ahmed
118.Pr. MAHFOUD Mustapha
119.Pr. MOUDENE Ahmed*
120.Pr. OULBACHA Said
121.Pr. RHRAB Brahim

122.Pr. SENOUCI Karima ép. BELKHADIR

123. Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994
124.Pr. ABBAR Mohamed*

Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologie SiBtrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladib$taboliques
Gynécologie Obstétie
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Médecine Intern
Chirurgie Cardio- Vasaite
Chirurgie Générale
Immunologie
Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie



125.Pr.
126.Pr.
127.Pr.
128.Pr.
129.Pr.
130.Pr.
131.Pr.
132.Pr.
133.Pr.
134.Pr.
135.Pr.
136.Pr.
137.Pr.

ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOQOUI LallaOuafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1

138.Pr.
139.Pr.
140.Pr.
141.Pr.
142.Pr.
143.Pr.
144 .Pr.
145.Pr.
146.Pr.
147.Pr.
148.Pr.
149.Pr.

995

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
EL MESNAQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

150.Gynécologie Obstétrique

151.Pr.
152.Pr.
153.Pr.
154.Pr.
155.Pr.
156.Pr.
157.Pr.
158.Pr.
159.Pr.

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

OUAZZANI CHAHDI Bahia

RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

160.Pr
161.Pr
162.Pr
163.Pr
164.Pr
165.Pr

. AMIL Touriya*

. BELKACEM Rachid

. BELMAHI Amin

. BOULANOUAR Abdelkrim

. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
. EL MELLOUKI Ouafae*

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrau

Traumatologie — Orthopéd
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique

Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Urologie

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Médecine Préventive et S&hiblique
Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgi@killo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plaptie
Ophtalmologie

Chirurgie Généeal
Parasitologie



166.Pr.
167.Pr.
168.Pr.
169.Pr.
170.Pr.
171.Pr.
172.Pr.
173.Pr.

GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

174.Pr.
175.Pr.
176.Pr.
177.Pr.
178.Pr.
179.Pr.
180.Pr.
181.Pr.
182.Pr.
183.Pr.
184.Pr.
185.Pr.
186.Pr.
187.Pr.
188.Pr.
189.Pr.
190.Pr.
191.Pr.
192.Pr.
193.Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI| M’barek*

OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

194.Pr.
195.Pr.
196.Pr.
197.Pr.
198.Pr.
199.Pr.
200.Pr.
201.Pr.
202.Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie
Neurologie
O.RL.
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réanimation
Physiologie
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

203.Pr.
204.Pr.
205.Pr.

BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

2000

Janvier

206.Pr.
207.Pr.
208.Pr.
209.Pr.
210.Pr.
211.Pr.
212.Pr.
213.Pr.
214.Pr.
215.Pr.
216.Pr.
217.Pr.
218.Pr.
219.Pr.
220.Pr.
221.Pr.
222.Pr.
223.Pr.
224.Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANYAzzedine
GHANNAM Rachid
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

225.Pr.
226.Pr.
227.Pr.
228.Pr.
229.Pr.
230.Pr.
231.Pr.
232.Pr.
233.Pr.
234.Pr.
235.Pr.
236.Pr.
237.Pr.
238.Pr.
239.Pr.
240.Pr.
241.Pr.
242.Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae

Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Géads
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réartiom
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie
Endocrinologie etddees Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique
Pédiatrie



243.Pr. NASSIH Mohamed*
244 .Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

245.Pr. ABABOU Adil

246.Pr. AOUAD Aicha

247.Pr. BALKHI Hicham*
248.Pr. BELMEKKI Mohammed
249.Pr. BENABDELJLIL Maria
250.Pr. BENAMAR Loubna
251.Pr. BENAMOR Jouda
252.Pr. BENELBARHDADI Imane
253.Pr. BENNANI Rajae
254.Pr. BENOUACHANE Thami
255.Pr. BENYOUSSEF Khalil
256.Pr. BERRADA Rachid
257.Pr. BEZZA Ahmed*

258.Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
259.Pr. BOUHOUCH Rachida
260.Pr. BOUMDIN EIl Hassane*
261.Pr. CHAT Latifa

262.Pr. CHELLAOUI Mounia
263.Pr. DAALI Mustapha*
264.Pr. DRISSI Sidi Mourad*
265.Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira
266.Pr. EL HIJRI Ahmed
267.Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
268.Pr. EL MADHI Tarik
269.Pr. EL MOUSSAIF Hamid
270.Pr. EL OUNANI Mohamed
271.Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
272.Pr. ETTAIR Said

273.Pr. GAZZAZ Miloudi*
274.Pr. GOURINDA Hassan
275.Pr. HRORA Abdelmalek
276.Pr. KABBAJ Saad

277.Pr. KABIRI EL Hassane*
278.Pr. LAMRANI Moulay Omar
279.Pr. LEKEHAL Brahim
280.Pr. MAHASSIN Fattouma*
281.Pr. MEDARHRI Jalil
282.Pr. MIKDAME Mohammed*
283.Pr. MOHSINE Raouf
284.Pr. NABIL Samira

285.Pr. NOUINI Yassine

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Gynécologie Obstpig
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplugie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie



286.Pr
287.Pr
288.Pr
289.Pr
290.Pr

. OUALIM Zouhir*

. SABBAH Farid

. SEFIANI Yasser

. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

291.Pr.
292.Pr.
293.Pr.
294.Pr.
295.Pr.
296.Pr.
297.Pr.
298.Pr.
299.Pr.
300.Pr.
301.Pr.
302.Pr.
303.Pr.
304.Pr.
305.Pr.
306.Pr.
307.Pr.
308.Pr.
309.Pr.
310.Pr.
311.Pr.
312.Pr.
313.Pr.
314.Pr.
315.Pr.
316.Pr.
317.Pr.
318.Pr.
319.Pr.
320.Pr.
321.Pr.
322.Pr.
323.Pr.
324.Pr.
325.Pr.
326.Pr.
327.Pr.
328.Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérndnge
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologegu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Malkesl Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pedrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie

Gynécologie Obstétuq
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation



329.Pr.
330.Pr.
331.Pr.

THIMOU Amal
ZENTAR Aziz*
ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

332.Pr.
333.Pr.
334.Pr.
335.Pr.
336.Pr.
337.Pr.
338.Pr.
339.Pr.
340.Pr.
341.Pr.
342.Pr.
343.Pr.
344.Pr.
345.Pr.
346.Pr.
347.Pr.
348.Pr.
349.Pr.
350.Pr.
351.Pr.
352.Pr.
353.Pr.
354.Pr.
355.Pr.
356.Pr.
357.Pr.
358.Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BENRAMDANE Larbi*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said

NAOUMI Asmae*

SAADI Nozha

SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

359.Pr.
360.Pr.
361.Pr.
362.Pr.
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Introduction



Depuis l'invention de la technique d’amplificatigar PCR (polymerase chain
reaction) en 1983, la biologie moléculaire s’esplantée rapidement dans les
laboratoires de biologie clinique. En effet, biamegle nombreuses techniques
de microbiologie demeurent traditionnelles (exand@ect, culture, sérologie,
tests biochimiques), la biologie moléculaire anqouvter sa place en routine dans
un grand nombre de laboratoires d’analyses médicdl&tude des agents
infectieux a l'aide des outils de biologie moléddaest ainsi devenue

indispensable dans certaines indications.

Les infections par champignons sont de plus en phportantes en milieu
hospitalier, notamment les mycoses invasives oppistes, les plus fréquentes
étant Aspergillus sp, Candida sp, Cryptocccus gpneumocystis sp. Ainsi, on
estime qu’'environ 30 % des aspergilloses invasiyAy ne sont pas
diagnostiquées. Il en est de méme pour la rechetel@andida sp dans le sang
apres culture [1]. Quant aux mycoses cutanées, stlet fréquentes et ne posent
pas général de probleme de diagnostic. En effaljdgnostic est alors réalisé
par les méthodes traditionnelles telles que I'exandirect, la culture,
I'identification en galeries, voire I'histologie. Popposé, les mycoses invasives
sont de diagnostic plus difficile et les technighedituelles manquent souvent

de rapidité, sensibilité et spécificité.

Les techniques de biologie moléculaire s'integpogressivement a coté des
méthodes mycologiques classiques, et tendent @éséraliser dans les
laboratoires spécialisés dans le diagnostic stk des infections fongiques.

Cette évolution est rendue nécessaire afin de tyjafatentification précise des

2



champignons et de diagnostiquer plus précocementnliections fongiques

invasives (IFI).



Chapitre | :

Methodes classiques de
diagnostic des infections
fongiques et leurs limites



Les infections causées par des mycoses en paetites mycoses profondes
ont considérablement augmenté et leurs agento@iiples se sont diversifiés
ces dernieres années, en grande partie a causenthrencroissant de patients
aux défenses amoindries par une maladie ou sdernramt (cancer, infection
VIH, transplantation  d'organes, traitement par icoitles ou

Immunosuppresseurs) [2]

Une classification simplifiée des principales myeosues en pratigue médicale

selon le site d’infection :

* les mycoses superficielles ou cutanées au niveala déte (teigne,
folliculite due aux dermatophytes ou a Candida)haseau du corps et
des membres (pityriasis versicolor, dermatomycastsinte des ongles,

folliculite) ;

 |les mycoses au niveau des muqueuses (candidose cezslophagite,
candidose génitale, en particulier vaginale).

* les mycoses sous-cutanées rares sous nos clooaime les mycétomes
ou la sporotrichose.

* les mycoses profondes ou systémiques [tab.l], tmproche diagnostic

sera plus particulierement développée ici.

Les mycoses profondes et systémiques sont duestiellsenent a deux genres
de champignons opportunistes et ubiquitaires, Aples et Candida et d'un
degré moindre Cryptococcus [fig.1], mais le nomibeecas causés par d'autres
genres ou espéces sont en augmentafmuns deux peuvent entrainer des

complications infectieuses graves, particulieremehez des patients trés



susceptibles comme les patients neutropéniquegrééies de moelle osseuse et
d'organes solides, ainsi que certains patientsode sntensifs avec multiples
facteurs de risques (antibiotiques a large speda#héters intravasculaires,
insuffisance rénale, dialyse, intubation de longueée). Il est donc essentiel
d'avoir un indice de suspicion élevé face a depatgents, car la présentation
clinigue de ces infections fongiques profondes psu spécifique, ceci

particuliéerement au début, quand un traitement&E est encore envisageable.

En plus dune présentation clinigue souvent peucavice, les moyens
diagnostiques conventionnels pour détecter uneinttefongique sont
insuffisamment sensibles et rapides. Il n'‘est ad#s pas étonnant que de
nombreux développements de nouveaux tests diagoestiaient été entrepris

ces dernieres années avec certains résultats peomset

Tableau | : Mycoses profondes [4].

Catégories Représentants les plus fréquents

Levures Candida
Cryptococcus neoformans

Trichosporon

Champignons  Aspergillus
filamenteux Mucorale, Fusarium

Champignons

Histoplasma
dimorphiques
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Figure 1 : Répartitions des mycoses profondes : ONGHEMATOLOGIE

D’apres Pagano L et al, Clin Infect Dis 2007

Le diagnostic conventionnel des mycoses profondgsose sur la triade
classique : examen direct, culture et examen argathologique, ce dernier

étant tres rarement a disposition [3].



Tableau Il : Diagnostic des IFI [4].

Candida Aspergillus Autres
Méthodes conventionnelles
Examen direct + : ’
Cultures ¢ + t
Hémocultures + - + (Fusanum)
Histopathologee ¢ + ¢
Méthodes modemes
Antigénes + mannane + galactomannane + Cryplocoques
+ glucane + glucane
Anticorps + antimannane

(+) Méthodes établies et disponibles.

- Examen direct :

L'intérét de l'examen direct est sa rapidité. Ers ok résultat positif,
I'interprétation doit tenir compte du site de pvélaent (site normalement stérile
ou non), des facteurs de risque présents chezienpat de la clinique associée.
Vu leur aspect ubiquitaire, des champignons peugeltniser la peau ou les
mugueuses en particulier respiratoires sansn&cessairement responsables

d'un processus pathologique.

Les principaux examens directs microscopiques sasli pour la mise en

évidence d'éléments mycosiques dans les échastilariques sont :

« Examen a l'état frais sans coloration, avec ou adjmction de KOH a
20%, réservé surtout aux prélevements superfi¢@dsmu, muqueuses,

sécrétions vaginales) ou éventuellement les urines.



« Examen avec coloration de Gram qui sans étre alugation de choix
pour les champignons permet de mettre en évidéesdevures du
genre Candida apparaissant «Gram positif». Cet exagst surtout utile
lorsqu'une demande ciblée de recherche d'élémemndsglies n'a pas été
envisageée ou precisée par le clinicien.

« Examen avec diverses substances fluorescentesnimettaévidence au
microscope a fluorescence la paroi des champigf@aisofluor).

 Examen avec encre de Chine, qui permet la vistialisde la capsule des
Cryptocoques dans certains liquides biologiquespamiculier dans le

LCR ou les urines.

Figure 2: Examen direct sur LCR (encre de Chine x1@0) : levures encapsulées cryptococcique.

L’examen mycologique direct a de nombreuses linpeasexemple il y’'a risque

d’obtention de résultats faux négatifs en cas éepement de matériel non
parasité, ou faux positifs en cas de contaminaggalement il peut y avoir une
difficulté d'interprétation (distinction entre fiteents mycéliens et pseudo

filaments mycéliens).



En cas de résultat négatif, une infection fongiguest pas exclue, vu la

sensibilité tres modérée de cet examen.

[I- Cultures :

La culture reste actuellement la pierre angulawmeddéhgnostic des mycoses
profondes. Elle seule permet une identificationci@e® du genre et de l'espéce,
ainsi que la détermination de la sensibilité ausrag) antifongiques. Ce dernier
test, appelé antifongigramme par analogie a I'mgifamme, est de plus en plus
demandé pour des espéces avec résistance connuen @as de réponse
thérapeutique insatisfaisante. Comme avec I'exatirent, une culture positive
pour un champignon opportuniste comme Candida @erydlus ne prouve pas
automatiquement une infection a ces germes. Unlsiimgitement antibiotique
de quelques jours peut favoriser la croissanceaheli@a dans des prélévements
respiratoires ou vaginaux, et la grande majorite¢ cdtures de préléevements
respiratoires «non stériles» positifs pour Aspérgilreprésentent une simple
colonisation plutbét qu'une infection nécessitant traitement [4]. La aussi,
I'interprétation clinique d'une culture positivertdra compte du type de patients,
des facteurs de risque et d'autres parametregmaks ou radiologiques.

Pour le diagnostic des infections disséminées arésv(en particulier celles
a Candida), le prélevement de choix reste I'hémioayl méme si sa sensibilité
est trés imparfaite malgré les perfectionnementbnigues et I'utilisation de
milieux spécifigues dédiés aux champignons. A laskdité modeste de
I'némoculture s'ajoute le délai de positivité qeupatteindre plusieurs jours,

voire une semaine.
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Figure 3: Hémoculture positive & Candida spp,
Develoux et Bretagne EMC Maladies Infectieuses

L’identification de ces levures repose sur l'asalyphénotypique de leurs
caractéristigues morphologiques et physiologiquétusieurs systéemes
d'identification basés sur I'analyse des carastbrechimiques (assimilation et
fermentation des sucres) ont été standardisés.n@apk la base de données
générée par la combinaison de ces caracteres lksivement limitée et
incompléte. Bien que ces systémes permettent dfi@éenavec Une bonne
précision les levures les plus couramment isodepathologie humaine, ils
sont insuffisants pour l'identification précisee dertaines espéces telles que
des levures émergentes comme Candida dublinjebaisdida famata... ou
encore des espéces dont les profils biochimicaoe’ tres proches.

La situation est encore plus difficile en ce qunoerne les champignons
filamenteux, pour lesquels l'identification easbe exclusivement sur les seuls
caractéres morphologiques. Outre les difficultd®ientes a l'identification

microscopique précise, certains champignonsmélateux ont une croissance

lente et difficile sur les milieux standards etd&veloppent pas tous les criteres
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morphologiques nécessaires au diagnostic d'esphduEmoculture est d'une

rentabilité quasi nulle.

L'identification précise (au genre et a I'espé@s) champignons poussant sur les
milieux de culture fait appel a des tests de reamsance phénotypiques
macroscopiques (morphologie et pigmentation desnoe$) et microscopiques
(type de myceélium, présence de levures, filamentpseudo-filaments), ainsi
que pour les levures a des systemes commercesesisur I'assimilation de

différents hydrates de carbone.

L'examen histopathologique, qui nécessite de daspdsin fragment de tissu,
est rarement pratiqué pour diverses raisons. Gehen a I'immense avantage de
permettre de visualiser les éléments fongiquestdineent dans les tissus au site
d'infection, et est souvent requis pour poser @agrabstic de certitude, mais il

reste un examen invasif difficile a réaliser cheg patients déja traumatisé.

Ces techniques d'identification des espéeces foegignanquent de preécision et
nécessitent d'obtenir préalablement, a partir '@ehdntillon biologique, un

développement in vitro sur un milieu adapté.

llI- Examens Sérologiques :

Deux catégories de tests diagnostiques ont étdappérs ces derniéres années
dans le but d'améliorer et d'accélérer le diaimoes mycoses profondes ou

systémiques : la détection d'antigenes circulantsle d’anticorps spécifiques.
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1- Détection d'antigénes fongiques :

Cette approche est utilisée depuis de nombreusedeanpour détecter la
présence de Cryptocoques, en particulier dans R €de sérum. Elle est basée
sur un test d'agglutination ou un EIISA entre unicamps spécifique et un
composant antigénique polysaccharidique soluble lde capsule des
Cryptocoques présent dans le LCR ou le sérum. Slereslisable en quelques
minutes, avec une bonne sensibilité et spécifipibér le diagnostic d'une
infection a Cryptocoques [25]. Quelques réactiomssées sont connues avec

d'autres champignons, comme Trichosporon beigelii.

Les développements récents concernent essentieliéxapergillus et Candida.
Pour Aspergillus, un test commercial (Platelia Agpks, Biorad®) permet la
détection par méthode ELISA d'un composant de taipke galactomannane

[Fig.4], dans différents échantillons cliniquesntlen particulier le sérum [5].

Rat monoclional

Galactamannan antibody EB-A2 Chrnmogen
+ peroxidase

Rat monoclonal

antibody EB-AZ2

Figure 4 : Technique ELISA pour la détection du gahctomannane.
Mennink-Kersen, Lancet 2003.
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Ce test a aussi été utilisé avec succes dans Hastdlons de lavage broncho-
alvéolaire (LBA) [16,24], LCR et urine [23]. La dinution du taux de
galactomannane circulant parait associée a un tmogtic, sa persistance ou

son augmentation sous traitement avec un mauvamsgtic [6,22].

Par allleurs, cette technique pose également dddgomnes de spécificité, avec
des taux de faux positifs pouvant atteindre 10 %pédiatrie [71]. Plusieurs
équipes francaises et italiennes ont constaté ugmentation des résultats faux-
positifs avec ce test et ils ont mis en évidenae eorrélation entre ces résultats
et 'administration de pénicillines semi-synthétgu170, 171, 172]. Certains
aliments (céréales, lait) ont été décrits comm@aesables de translocation
digestive de galactomannanes [17]. Des réactiarisés avec Histoplasma ont
été aussi décrites [18]. Les traitements antifamgggsont également une cause

de diminution de la sensibilité [19,20].

Pour Candida, un test analogue au Platelia Aspesgal été développé pour la
détection d'un composé de paroi, le mannane (Rlaizindida, Biorad®). La
sensibilité de la détection du mannane sérique pétecter une candidose
invasive (Cl) est relativement basse [7], maisdeedtion combinée de l'antigene
mannane et des anticorps antimannane permet dtaecsgnificativement la

sensibilité et la spécificité [7].

Les mannanes fongiques ou galactomannanes peuvemgagidement éliminés
de la circulation par la formation de complexes ims) et par endocytose par
les cellules de Kupffer dans le foie [10,11, 1Rhitant ainsi la sensibilité de ces

approches diagnostiques.
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Un troisieme test a été développé, qui détectedsgmce d'un composé de paroi
commune a la plupart des (dont notamment Candidaprgillus), le glucane
(B (1-3) D-glucane) [9]. Ces limites sont surtoutrigsque de résultats faux
positifs lors des bactériémies gram + et dialysH, [t avec amoxiciline-clav
[17] et l'impossibilité de détecter les especes mmrteuses de Glucane
(Cryptococcus spp., Basidiomycetes spp., Zygomgcgip) [15].

En résumé, l'intérét de ces tests de détectiortigeames circulants pour le
diagnostic des IFI est double : en cas de résuitétmtifs, conduire a une
réduction de l'utilisation empirique d'agents amtgiques souvent trés onéreux ;
en cas de résultats positifs, initier une admiaigin préemptive plus précoce

d'agents antifongiques avec l'espoir d'une effiéaaicrue.
2- Détection des anticorps spécifiques :

Le diagnostic définitif d’IFI est généralement basér la récupération et
I'identification d'un agent étiologique spécifiqagartir d'échantillons cliniques
ou la démonstration microscopique de champignomes aes caractéristiques
morphologiques distinctifs. Cependant, si aucunesuye culturelle, ni
morphologique de linfection est disponible, d'astapproches doivent étre
utilisées. La détection des anticorps spécifiquessrdponses humorale de I'hote
peut fournir cette information supplémentaire ptaudiagnostic des IFI. Bien
gue les tests sérologiques aient été utilisés peradk nombreuses décennies
pour établir des diagnostics d'un certain nomhbrdedtions fongiques [13 ,14].
Les tests d'anticorps sont rarement utilisés dadslgnostic de la Cl, I'Al, ou la

cryptococcose [12]
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La détection des anticorps spécifiques des répodsethbte, est souvent
utilisée dans le diagnostic des mycoses endémiquespnt difficiles a détecter

par des méthodes traditionnelles telles que lekadés de culture.

Les tests sérologiques ont des limites qui compehn

Des réactions croiseées entre les différentes espéce

La présence d'anticorps dirigés contre les chammpig communs

environnementaux ou commensaux.

e Le mangque de standardisation des antigenes etnddsodes pour la

détection des anticorps.

» La faible réponse immunitaire chez les patients umodéprimés (SIDA,

chimiothérapie, corticothérapie ....).
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Chapitre 1l :
Technique de la biologie

moléculaire en mycologie medicale :
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- principe des techniqgues de la biologie

moléculaire :

La biologie moléculaire comprend lI'ensemble debriggies basées sur I'étude,
la Détection et la modification des acides nuclégjuC'est un outil a la fois de

recherche, de diagnostic et de prédiction des nesah médecine humaine.

Les technigues de biologie Moléculaire ont connueagor extraordinaire ces
derniéres années passant de processus lourdsjdiastiet longs a mettre en

ceuvre a des techniques partiellement ou totaleangomatisées.

1- L'extraction de 'ADN :

L’extraction de 'ADN (acide désoxyribonucléiquegtaine technique qui isole
'’ADN a partir d’une cellule en quantité et en qgté@akuffisante pour permettre

son analyse.
Principales étapes

Classiqguement les principales étapes de I'extractie I'ADN sont les

suivantes :

+ Destruction des tissus (en cas de biopsie) et disles afin de
libérer TADN du noyau.
+ Elimination des protéines et peptides.

+ Précipitation de I’ADN et purification.
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2- PCR classique :

2.1- Principes:

La PCR ou Polymérase Chain Réaction est une tashnigui permet
'amplification des acides nucléiques humains oagexes. Elle repose sur la
capacité d'une enzyme, une ADN polymérase, a systhéle brin

complémentaire d'un ADN servant de matrice.

La PCR correspond a une amplification d'un fragmd®DN spécifique
délimité par des amorces (ou primer). Celles-ct sonstituées d'un segment de
17 a 30 bases d'acide nucléique. Leur associati®fD&l cible est suivie d'une
élongation par la polymérase, aboutissant a lahgget d'un ADN double brin.
Cette amplification est répétée un certain nomteefals afin d'obtenir une

quantité d'ADN suffisante pour étre détectée elyara
2.2- Historique de la PCR :

Cette technique réevolutionnaire d'amplification dBADN permettant
I'obtention en peu de temps de®lébpies d'un fragment d’ADN cible, a été
inventée en 1985 par Kary Mullis, qui travaillaibyy la firme Cetus, en

Californie. En 1990, K. Mullis a obtenu le prix Nalpour son invention.

La technique a été utilisée la premiéere fois poupldier un fragment d’ADN
de lap globine humaine en vue d'effectuer le diagnoséd’dnémie a cellules

caliciformes (drépanocytose).

Deux progres technologiques capitaux ont été ase ble I'utilisation tres large

de la PCR en biologie moléculaire et en biologieiglie :
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1- L'utilisation de [I'ADN polymérase thermostable sap@ant la
température élevée de dénaturation de 'ADN. Lampgee enzyme
thermostable utilisée en PCR est la Taq polymésmdée d’'une bactérie
thermophile, Thermus aquaticus, isolée d'une soufeau chaude du
parc de Yellowstone, aux Etats-Unis. Cette moleankst été dénommée
molécule de l'année 1989 par la revue science. Beplautres
polymérases ont été isolées a partir d’autre mrigarusmes et sont
commercialisées.

2- Le développement de blocs chauffants automatis@gragmmables,
permettant le passage rapide et automatisé d’umgétature a une autre,
au cours des cycles d’amplifications; ces blocautfants appelés
thermocycleurs ont permis I'automatisation de &hteque et sa diffusion
dans de nombreux laboratoires.

2.3- Acteursdela PCR:
a- L'acide désoxyribonucléigue contenant le fragnaeanplifier :

Situé dans le noyau de la cellule, il est constdeédeux brins formant une
double hélice. L'ADN est formé d'unités de basesnlucléotides (une base + un
sucre [le désoxyribose] + un phosphate), reliésdearliaisons phosphodiesters

[Fig.5]. On distingue quatre bases:
- les bases puriguegnine (A) et guanine (G)
- les bases pyrimidigjueytosine (C) et thymine (T)

Les deux chaines d'’ADN forment une double hélicétablissant au niveau de
leurs bases des liaisons de faible énergie, lsoiia "hydrogenes”. Celles-ci se

forment selon les regles d'appariement suivantes:
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- la base A est assoc#& la base T par deux liaisons

hydrogénes.
- la base G est asscié la base C par trois liaisons
hydrogénes.
Phosphaie Sucre Adaning (&) Tryming (T) Sucre Phosphate
I : I o I : Rl > = L 5 sh—
e H, £H,
fal =..‘__ﬂ — H . B — -r--[:‘]__?___.-i_,‘.*_. M H WH
o e | N'ﬂ-‘,,-"'h i ? o
" o HC —u--’-— )
i
h} - NIJE:H[EI:IFJ-I:I:'Hﬂﬂl"II; - - Bt ||_‘E-I'_Llﬂc RyTRineE
Squelate
sucre-phosphate —
Légende :
= Thyrrena (T)
N Aceoine (4)

:] Crytgsmne ()
I oo (G)

Désouynibose
LB
— Phosphbute
R Lagison Ny rogdne

Figure 5 : Structure de I'ADN.
Site de Biologie du réseau Collégial du Québec.
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Chaque brin d'ADN possede une extrémité 5'-phosphtatune extrémité 3'-

hydroxyle.
Par convention une orientation a été définie: ®dléait de 5' vers 3' (2 3').

Par ailleurs, les Deux brins sont orientés en sgmosé : on dit qu'ils sont

antiparalleles. On peut facilement séparer lesdia hydrogenes : on parle alors
de dénaturation. Celle-ci est réversible. La régdation s'appelle la renaturation

ou hybridation. Elle peut se faire ADN/ADN, ADN/ARbdLU ARN/ARN.

L'ADN cible sera extrait du milieu biologique a &rser (cultures cellulaires ou

d'organismes, préléevements sanguins, squamesjdsops

b- Les amorces: sens et antisens :

Ce sont des oligonucléotides d'une taille compestre 17 pb et 30 pb.
Idéalement, ils doivent étre parfaitement complé&aiess de la cible a analyser
('une sur le ler brin et l'autre sur le brin coémpéntaire) et posséder une
composition globale de 50 % [G+C]. Par ailleurss eenorces ne doivent pas
s’hybrider sur elles-mémes (auto-hybridation) otreerelles, ni former de
boucles sur elles-mémes (structure en "épinglesaeaix"). Si c'est le cas, elles
formeront des bandes parasites appelées dimem®rdes. La présence de
ceux-ci diminuera la sensibilité de la PCR.

Les températures de fusion (Tm) des amorces doiétrg voisines et

suffisamment élevés pour empécher les hybridationsspécifiques.

La taille du segment amplifié sera déterminée @alidtance entre les amorces.

22



c- L'ADN polymérase et ses inhibiteurs :

On utilise la Tag-Polymérase. Cette enzyme a étiigmia partir d'une bactérie
vivant a proximité de sources d'eau chaude a 80h€mus aquaticus. Il s'agit
d'une ADN polymérase ADN-dépendante possédant cingt@ exonucléase 5'
- 3' mais sans activité 35" (pas d'action correctrice). C'est une enzyme
thermorésistante dont la température optimale detifmnnement est comprise
entre 70 et 75°C et dont la demi-vie est supérialzh a 92° C et de 40 minutes
a 95° C. Cette propriété de thermo résistance éstigine de son utilisation
dans la technique d'amplification génique PCR. Bema découverte cette

enzyme a été clonée et modifiée afin d'augments¥sistance a la température.

Cette enzyme possede des inhibiteurs qui sont reurlet sont présents dans

de nombreux échantillons biologiques tels que ss@ltgs et urines.

Parmi les inhibiteurs identifiés, on peut citdnetne, I'héparine, le SDS (sodium

Dodécyl sulfate), le phénol et les polyamines.

Il existe des moyens de lever cette inhibition: gdution de I'échantillon, par
chauffage de I'échantillon, par purification dechiantillon "réextraction”, par
changement d'ADN polymérase: elles sont plus onsnaésistantes a l'action
des inhibiteurs, par utilisation de "facilitateur$d sérum-albumine-bovine, la

bétaine, alpha2-macroglobuline ...).

d- Les nucléotides dNTPs :

Les quatre désoxyNucléotides-Triphosphates: dGT,PJ dTTP et dCTP,

seront

Assemblés par la Tag-polymérase et formeront lediADN complémentaire.
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e- Le Magnésium (Mg ++) :

Ce cation est un cofacteur indispensable au borctimement de la
polymérase et a lincorporation des précurseursdait étre apporté en

concentration précises sous forme de MgCiI_2.
Tous ces composants seront mélangés dans le mbmeéactionnel.
2.4- Notion de température de fusion ou Tm:

Quand un ADN double brin est chauffé au-dela dcentaine température, les
deux brins d'ADN se séparent par rupture des liaisoydrogénes. L'ADN
devient simple brin. La valeur de la températuneespondant a ce phénomene
s'appelle la température de fusion ou Tm ("meltamgperature”). En pratique,
le Tm correspond a la température ou 50 % de I'ABNsous forme simple brin
et 50 % de I'ADN sous forme double brin.

Ce Tm dépend de plusieurs facteurs:

- la composition en bases : Les appariements ATlix(di@isons hydrogéenes)
Sont moins stables que les appariements GC (tais®hs hydrogéne) en milieu
salin (NacCl).

- la composition en sels du milieu : Une diminutaa la concentration en sels
du milieu diminue la force ionique et par conséqudiminue le Tm et

inversement. Par convention, on parle de solutibmngente quand la

concentration en sels est faible (le Tm diminuesalo

- la quantité de mésappariements (ou mismatch@g) considere qu'il y’'a une
diminution du Tm de 1° C pour 1% de mismatch dai3N.
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- la longueur du fragment : Cet effet est minimaml la taille des fragments

Hybridés est supérieure a 500 Pb.
- la présence d'agents "déstabilisants” (par exetadbrmamide et l'urée).

Le Tm est calculé par des logiciels informatiquasitiformatique) ou approché
par une formule plus pratique: (2°C par base ntidéne A ou T) + (4°C par
base G ou C) [Fig.6].

A
100
T Tt
-E ?5 —
=
i
= ALty gy
=
=
a ADN simple brin
=
g ek e e s oia
&
E ADN double
= brin
: "
£ :
25 o s /
0 = -
Tm -
Température

Figure 6 : Température de fusion moléculaire d'unfagment d'ADN.
Joélle Brodeur , Martin Toussaint, Projetbleu. CCOMD. 2006.
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2.5- Laréaction:

Pour initier le processus, deux segments d'acidééigue complémentaire du
brin d'ADN matrice sont utilisés comme amorces (8ars et une anti sens).
Celle-ci subira une élongation par la polymérase tois hybridée a I'ADN
cible. Ceci aboutit a la synthese d'un ADN double [Fig.7].
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Figure 7: Schéma de principe de la technique de PCR
ENS Lyon. 2008.

Polymérase Chain Réaction (amplification en chainpar polymérase). Cette technique permet d'obtenir,
a partir d'un échantillon complexe et peu abondantd'importantes quantités d'un fragment d'ADN
(environ 1 million de copies en quelques heures).&t, généralement suffisant pour une utilisation

ultérieure.
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a- Etape de dénaturation thermique:

Durant cette étape de 30 a 60 secondes généraldmenilieu réactionnel est

porté a une température élevée, avoisinant 95%didsons hydrogénes reliant
les deux brins d'’ADN sont alors rompues par laairalCette température est
supérieure a la température de dénaturation (TniA@N qui passe alors sous

forme simple brin. Chaque brin servira de matrice.

b- Etape d'hybridation des amorces (également appaléaling) :

Les amorces délimitant la séquence d'ADN a amplifet chacune

complémentaire d'un des deux brins, sont ajoutéemifieu réactionnel. Le

milieu est amené pendant environ 30 secondes demgérature légerement
inférieure au Tm des amorces. Cette températuybritfation est fonction de la
séguence des amorces. Elle est le plus souvert @¢@im -5°C], ce qui est a la
fois suffisamment proche du Tm pour éviter les aippa@ents non spécifiques et
suffisamment éloigné pour assurer une bonne hytiwidaans risque de fusion

prématuree.

c- Etape d’élongation :

A partir de l'extrémité 3'OH de chaque amorce, NApolymérase (Tag-

polymérase ou autre) incorpore les désoxynucléntdenplémentaires du brin
d'ADN matrice. La synthése de I'ADN complémentaeetait alors dans le sens
5' 23" ala température optimale d'activité de I'enzyi2°C en général. A la

fin du cycle, deux copies de la séquence d'ADNecs#ioint obtenues.

A la fin du premier cycle, un deuxiéme cycle thema@ comprenant les mémes

étapes est effectué, puis un troisieme etc. jusgieanier cycle. Le nombre de
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cycles varie suivant la cible que l'on amplifie let protocole choisi. En

moyenne, 30 a 35 cycles sont réalisés au coure @R classique.

A chaque cycle correspond le doublement du nomereopies de la séquence
d'origine. Ainsi au bout de 30 cycles de PCR onieobtthéoriguement 23
Copies de la cible; en réalité ce chiffre n'est ptsint car le rendement de

chaque cycle n'est jamais de 100%.

Dans la majorité des cas, une PCR correctemennigge permet d'obtenir un

rendement moyen d'amplification de I'ordre de 88% R> 1).

La réaction a lieu dans un thermocycleur. Il s'@gih appareil programmable
réalisant automatiquement et trés rapidement leamgdgments de température
nécessaire aux cycles d'amplification. Celui-citpghauffer jusqu'a 100°C par
une résistance et étre refroidi a 0 °C par efféidPeen moins de 2 minutes. La

PCR comprend une succession de cycles (au moirge3@)is etapes [Fig.8].

A

Température

2 2

n cycle Dernier cycle

-

P - : Nombre de cycle
| J Dénaturation

S

”2/1 Hybridation

/3) Elongation

Figure 8 : cycle d’amplification PCR.
Ygonaar, 7 March 2006 (UTC)
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d- La cinétique de la réaction de PCR :

L'évolution de cette amplification peut étre reprédée par une courbe dont

I'allure est celle d'une sigmoide.
Cette courbe peut étre divisée en trois phase9[Fig
- Phase d'initiation;

- phase exponentielle : cette daueiéphase correspondant a une

amplification exponentielle qui est modélisable.

- phase de plateau: elle correspandun ralentissement de
I'amplification qui peut étre du a I'épuisement dé&rents réactifs de la PCR

comme les amorces.

Fhase plateau
DDy

Fhase exponentielle

jG—G—G—D—D—CI—D—U—U"— Ligne de base
Phase dinitiation

Intensité du signal fluorescent émis

i

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Nombre de cycles PCR

Figure 9 : Le suivi en temps réel d'une réaction PR.
C. Tse, J. Capeau, Hopital Tenon, Laboratoire de bichimie et d’hormonologie 2003,
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Plusieurs raisons expliquent I'existence de cé¢t'efateau” :

» L'épuisement des substrats (amorces, désoxyrib@otiaes [dNTPS]).

 La dégradation des deésoxyribonucléotides [dNTPsjséoutive a la
température élevée.

« L'inactivation thermique progressive de I'ADN poBase.

e La concentration limitant de I'enzyme et/ou l'inbidmn progressive de
I'enzyme par les pyrophosphates générés au colasRieR.

» La réhybridation des produits formés génant |'aciessdifférents réactifs
aux séguences cibles.

2.6- Migration électrophorétique et révélation :

Les fragments d'’ADN amplifiés peuvent étre visdaisur des gels d'agarose

apres électrophorese.

Le gel forme des mailles au sein des quelles lelesnucléigues sont piégés. A
pH= 7, leur migration se fait vers I'anode. En pal@des fragments étudiés, on
fait migrer un marqueur de poids moléculaire coatérdes fragments de taille

connue.

Pour visualiser le front de migration, le produih@ifié est mélangé a un
colorant, le bleu de bromophénol qui présente éya¢ I'avantage d'alourdir

I'échantillon afin qu'il sédimente au fond des pudi¢ dépdt creusés dans le gel.

La visualisation des acides nucléiques se fait sa@édition de bromure
d'éthidium (BET), agent intercalant qui se glissdres les bases des acides

nucléiqgues (a manier avec précaution car cancé)gée BET contenu dans le
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gel, quand il est intercalé entre ces bases, \&eptér une fluorescence orangée

sous lumiere ultraviolette (U.V. de longueur d'oBd@ nm).

Un gel peut aussi étre visualisé apres coloratipnitaate d'argent ou a l'acridine
orange ou apres ajout de SYBR®Green, agent intertalus sensible que le

BET. Ce colorant donnera une fluorescence vert pem

L'empreinte de la migration est ensuite obtenue patoradiographie

(fluorescence).

2.7- PCR-RFLP polymorphisme de longueur des

fragments de restrictions :

L'approche PCR-RFLP conduit a comparer la longuees fragments de
restriction d'une région choisie du génome et pldaiment amplifiée par PCR,
afin de déterminer le polymorphisme. Cette régisnutilisée comme substrat
pour les enzymes de restriction. Les enzymes dérictesn sont des

endonucléases qui reconnaissent spécifiquementségeence courte (4 a 8
bases) et coupent la chaine d'’ADN chaque fois lgs'@éeconnaissent cette
séquence élémentaire. L'ADN se retrouve ainsi feadén en morceaux de
différentes longueurs séparés en fonction de allie par €lectrophorése sur un
support physique. Un fragment va migrer d'autaans pbin qu'il est court. Un

polymorphisme de la longueur des fragments deicBetr est ainsi mis en

évidence. Les profils observés permettent I'analgska diversité des souches.

Cette méthode permet d’évite I'étape d'hybridatsnl'utilisation de sonde

radioactive.

2.8- Avantage de la PCR :
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» Sensibilité : La PCR est une technique trés semsi capable de générer
une tres grande quantité d’acide nucléique a pagtiguelgues copies de
la séquence recherchée.

* Rapidité : Aussi elle permet un important gain eeps par rapport aux
autres techniques comme la culture (éliminationtdeys de cultures et
d’incubation).

» Spécificité.

2.9- Limite de la PCR:
La PCR reste une technique parfois délicate ase¥adit a interpréter du faite :

- des risques d’inter contamination lors des prél@rdm

- de la possible dégradation des acides nucléiqueamiculier de 'ARN
ainsi que de la présence d’inhibiteurs de PCR Ides certains
prélevements.

- de la contamination facile du milieu réactionnetsiae I'analyse au
laboratoire.

- Des faux positifs dus a la sensibilité extrémeadthnique.

- La contamination par aérosols de produits PCR.

3- Les variantes de la PCR :

3.1- PCR nichée (ou nested PCR) :
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Pour obtenir une plus grande sensibilité lors ded®, il est possible d'effectuer
deux PCR successives.
La « nested PCR » permet une meilleure spécifié@éproduit issu de la
premiere PCR est de nouveau amplifié au cours dlengieme PCR [Fig.10].
Dans cette technique, deux couples d'amorces @hiff@rsont successivement
utilisés:
e un couple d'amorces externes : Ce couple d'ampereset tout d'abord
d'obtenir un premier fragment d'ADN amplifié, selome PCR classique.
Les fragments d'ADN obtenus servent alors de nepaur une seconde
PCR.
e un couple d'amorces internes : Ce couple d'amatélsite borne une
région située a l'intérieur (ou nichée) du fragmmuntliéotidique obtenu
avec le ler couple d'amorces, et donnera des fragmae taille

inférieure a ceux obtenus avec la lere.

Cette méthode est tres sensible : apres une peerRER de 30 cycles, on
obtient théoriquement 2¢ibles amplifiées (pour un rendement de 100%). La
deuxieme PCR de 30 cycles permettra d'obtenft]*f2%oit [2°] cibles en
théorie. Deux couples d'amorces étant utilisésplcificité de la réaction est

accrue.

Cependant, les résultats de cette PCR sont a néterpavec prudence dans la
mesure ou cette méthode associe deux PCR classsguesssives et permet
certes d'augmenter la sensibilité et la spécificiépendant elle est difficilement
utilisable pour un usage de routine sur des grams@ess car elle nécessite
beaucoup de temps de manipulation. Cette technigsie trés exposée aux
risques de contaminations (du fait des deux PCResistves).
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Séquence ciblé

ADN double brin | - ]
premiére amorce I
! | p— -
. o e Premiere
PCR
L l l ]
L____|! T
i L _ ]
Produit de la premiére p— b —
b
- T e
Deuxiéme amorce .
Deuxieme
! PCR
— T
r— __-
Produit de la deuxiéme e

Figure 10 : Principe de la PCR Nichée (ou Nested ).

3.2- PCR « Multiplex » :

PCR « Multiplex » : consiste a amplifier, dans ubet unique, avec plusieurs
couples d’amorces spécifiques et différents, umeéegpdu gene a étudier (il

s’agit souvent de genes avec de nombreux exosg)réeluits d’amplifications
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doivent avoir chacun une taille différente de memg pouvoir les différencier

lors de I'analyse électrophorétique.

4- La RT-PCR:
a- Principe :

La PCR repose sur des cycles successifs de répficatune séquence
spécifiqgue d’ADN matrice par une ADN polymérasesl&DN polymérases
thermostables utilisées pour la PCR sont ADN dépetas. Lorsqu’on
recherche a amplifier des ARN messagers, il eséiatg d’introduire une étape
préalable de transcription inverse (reverse trgpisan ou RT). On parle alors
de la RT-PCR. L'étape de RT va consister a syrg@ete brin complémentaire
(ADN) des ARN a partir d’'une amorce oligonucléatige, grace a une enzyme
a activitt ADN polymérase ARN dépendante, la trepsase inverse (reverse

transcriptase ou RTase).

b- Réalisation pratique :

La RT-PCR se déroule en deux phases: Une premlase correspond a la
copie d’ARN messager en ADN complémentaire (ADNue¢ seconde phase
correspond a une réaction PCR classique sur I'ADNthetisé. Dans la
premiere phase, 'ARN messager a étudier est repérétilisant une sonde
oligonucléotidique spécifique (amorce 1 qui s’hyeria I'extrémité 3’ du seul
ARNmM auquel on s’intéresse), puis la transcriptageverse (ou

rétrotranscriptase) permet la synthése du brin t&mgntaire (sous une forme
d’ADN simple brin), une seconde amorce oligonudtiqtie spécifique (amorce

2) permettra la synthese du second brin par extensi
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L’ADN complémentaire synthétisé servira ensuitentirice pour une réaction
PCR classique [fig.11].

ARNm

]
Amorce

transcription inverse l Reverse transcriptase

-4 - - - - - — - — — — — — — ——

l ARN dénaturé ou dégrade

-+ - - - - - — - — — — —
ADN simple brin
Cycle 1 l
-4 - - - - - - —
—— — — — — — - — — - - .
cycle 2 l
-+ - - - - — - — — —
I — — — — — - — — - - - i
-+ - - - - — - — —
I — — — — — - — — - - - Bt

Figure 11 : principe de la RT-PCR.

c- Limites de la technique :

Si la technique de la RT-PCR ne présente pas dicultié technique
particuliere, elle est, cependant, rendue délicpse le caractere extrémement
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labile de 'ARN, ainsi que la contamination possildes échantillons d’ARN par
de I'ADN, ce qui impose de prendre un certain nantie précautions dans la
réalisation de I'analyse, surtout lorsque I'on saitéhl'utiliser pour le diagnostic

clinique.

1.4 PCR en temps réel :

Les techniques classiques d'amplification génigBER) sont utilisées en
routine depuis plus d'une dizaine d'années pdalesatoires de biologie pour
identifier des micro-organismes pathogénes. Cdwnigues dites "classiques”
nécessitent, comme nous l'avons vu précédemmensiepts étapes
expérimentales, parfois complexes et difficiles attre en ceuvre dans des

laboratoires de routine (PCR puis détection du yitamplifié).

De plus, en raison de la multiplicité des procédues tests requierent les
mémes délais, voir des délais supérieurs a ceuxralodes de diagnostic
conventionnels, auxquels s'ajoutent les risquesodéamination. Cette derniere
décennie, des automates réalisant dans un seuhgeélaactionnel ('systeme
fermé") a la fois la réaction de PCR et la détectdu produit amplifié

(amplicon) ont été développés. Ces appareils statféis des thermocycleurs
extrémement performants (vitesse de thermocyclirgs trapide) et des

fluorimétres qui détectent spécifiguement en terapsl'amplicon formé.

1.4.1-Principes :

La technigue de PCR en temps réel est directemspirée de la PCR classique.

Les cycles de PCR successifs induisent une augtiemtexponentielle du
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produit d'amplification, et par conséquent de laofescence émise. Pour la
détection des amplicons, cette PCR utilise sajeh intercalant SYBR®Green
[fig.12], soit elle fait appel a des amorces spgods du gene a amplifier
associées a un systeme de sondes fluorescentss fixeént spécifiguement sur
le brin amplifié. On distingue trois grands typee dondes: les sondes
d'hydrolyse TagMan®, les sondes d'hybridation FRHUiorescent Resonnance

Energy Transfert) et les molecular beacons (batiz@gculaires).
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Figure 12 : Cycle PCR utilisant CYBER GREEN ®.

(1) Dénaturation; (2) Hybridation ; (3) Elongation
Yggar 23:09, 7 March 2006

Le temps de détection du signal est directemenpgrtionnel a la quantité
d'ADN cible présente dans le mélange réactionnetabt les premiers cycles,
la fluorescence reste a son niveau de base. Leéshbld cycle" (Ct)

correspond au cycle a partir du quel la courbelusrdscence croise la droite
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correspondant au seuil de détection. Il est inveesg proportionnel a la
quantité d'ADN cible présente dans I'échantilloaldgique avant la réaction.
Des lors, un Ct précoce correspond a une réacties positive et une
concentration initiale d'ADN élevée, un Ct tardifflete une quantité d'ADN
moindre, en fin un Ct égal au nombre de cyclesis@&alcorrespond a une
réaction négative, dans ce cas la fluorescencergesu cours de la réaction ne
dépasse pas le seuil de détection [Fig.13] .Cetssipilité de quantification est

a la base des techniques développées en virologie pgrmettent la

détermination des charges virales.
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Figure 13 : Courbe PCR en temps réel.
http://www.roche-applied-science.com/lightcycler-oline
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1.4.2- Intéréts de la PCR en temps réel :

1. Pour la PCR classique, 2 heures sont nécessainesgadiser 30 a
40 cycles alors que 20 a 30 minutes sont nécesgamg le méme nombre de
cycles pour la plupart des appareils de PCR endegg.

2. Pour les techniques classiques, la détection ddugramplifié se
fait, selon différentes méthodes évoquées plus pautsont fastidieuses et
nécessitent |'utilisation éventuelle de produitacgaigene (BET). De plus, elles
favorisent les contaminations avec l'ouverture semee des tubes pour
I'électrophorése et imposent des locaux séparéslgeétapes d'amplification
et de post-amplification. A l'inverse, les techmgude PCR en temps reel,
permettent une détection spécifique et immédiatbadgplicon au cours de la
réaction de PCR.

3. la PCR en temps réel présente l'avantage de poguaintifier la

cible détectée dans I'échantillon biologique.

1.4.3-Applications :
La PCR en temps réel est utilisée pour de nombseagplications telles
'analyse d’expression de génes, de mutations, amtgpage, de détection et
quantification rapide d’agents pathogenes, de dficaiton d’ADN et d’ARN,
d’essais d’expression et de distribution pour &xdbie génique.
9999999
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lI- Identification moléculaire en mycologie et cible utisée

1- Concept de la PCR fongique :

En principe, un systeme PCR parfait doit fournie wsensibilité ultime sans
compromettre la spécificité En effet, la chargegiqne peut étre trés limitée
dans les échantillons, donc le seuil de détecteohedsai doit étre a un niveau ne

compromettant pas la spécificité.

Dans la pratique, les dosages ultrasensibles g@néwajours des résultats
faussement positifs, et un équilibre entre la diteqrécoce des infections et

un faible taux de contamination est nécessaire.

La performance d'une méthode PCR dépend de la pihmeeet I'utilisation
d’oligonucléotides optimaux ainsi que l'optimisationinutieuse des analyses
expérimentales. L'efficacité de systéme d'ampliica PCR peut-étre méme
limitée par le protocole d'extraction d'acide nigglé, qui par conséquent sera
influencée par la nature de I'échantillon prélevées cibles fongiques possibles
dans cet échantillon. En outre, le traitement angique peut réduire la charge
fongigue dans I'héte et peut également modifiecitde de champignons en
endommageant la paroi / membrane cellulaire forggidibérant I'ADN et
fournissant un ADN libre en circulation plutét quéun ADN associé aux
cellules [26]. Si ’ADN ciblé est libre, alors desnples systemes de purification
d’acides nucléigues commercialisés peuvent étlesadj alors que si 'ADN
ciblé est associé aux cellules, des mesures poysdades cellules fongiques

doivent étre appliquées [27].

Les résultats faux positifs restent une préoccapatnajeure, ils peuvent étre

dus a La contamination des échantillons par laic@urs de I'extraction ou par
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I'utilisation de certains réactifs de biologie nmlkaire (zymolase par exemple)
[27]. Ces sources de contamination d'échantilloesmalirent un probléme
presque impossible a déterminer. Les faux résufiatsvent également étre
générés par l'utilisation d'oligonucléotides inappres qui se lient a I'ADN

humain ou ayant des réactions croisées avec d&amiioorganismes [27].

Dans la conception d'un test PCR, les régionsetgéses du gene cible sont
généralement utilisées pour amplifier les régicasables ou les sondes peuvent
fournir la spécificité de I'essai. Pour les tegifisant d’oligonucléotides ciblant
le complexe ADNr, les régions conservées peuvealieément partager des
similarités significatives avec des complexes deegéhumains homologues, de

faux positifs peuvent alors survenir [28].

2- Echantillon utilisé :

Un grand nombre d’IFI survient apres l'inhalatiom spores fongiques. Tester
les échantillons respiratoires peut offrir une stma pour détecter l'agent
pathogene dans I'h6te le plus tét possible, cepgumet l'instauration d'un
traitement empirique ou préventif dans les grougepatients «a haut risque».
Ceci doit étre mis en balance avec le caractém@sifide I'obtention des LBA et
la possibilité de résultats faussement positifsraaaon de la détection de la
contamination ou la colonisation des champignoms des voies respiratoires.
Comme le nombre de prélevements LBA pris par patsh susceptible d'étre

limité, leur utilisation n'est pas adaptée a untesye de dépistage a haute

fréquence.

Tester les échantillons respiratoires permet lad®n de tous les champignons

qui peuvent causer une infection pulmonaire ou sinesite, y compris les
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espéces d'Aspergillus, les Mucorales, especes éqaésn Penicillium
marneffei, Pneumocystis jiroveci, Scedosporiumesp-usarium sp. Les espéces
de Candida peuvent aussi étre ciblées, mais elfgésentent habituellement des

organismes commensaux dans les voies respiratoires.

De nombreuses études ont utilisé des échantillensathg comme source de
d’ADN pour la PCR fongique. Ce qui peut fournirtype d'échantillon optimal

pour une analyse a grande fréquence.

La situation est compliquée par l'utilisation deuseé / plasma pour le test PCR
des IFI. En choisissant le sérum / plasma, '’ADNdigjue libre en circulation

est ciblé, comme toute source d'ADN cellulaire seeadue au cours de la
séparation des constituants du sang. En utilisardgatg total, I'ADN libre sera
décanté avec le surnageant pendant les premiedesstde la procédure
d'extraction. Méme si I'ADN devait étre sédimenkéserait peu susceptible a
survivre aux procédures d’extraction vigoureusksegs pour cibler des cellules

fongiques [27].

Des échantillons de liquide céphalo-rachidien (L@Ruvent étre utilisés pour
améliorer le diagnostic de la méningite fongiqueuaa encéphalite. Ce sont des
infections rares et il est difficile de détermidarprocédure d'extraction idéale,
méme si les deux sources d'ADN libres et associgsellules ont été ciblées
[26]. Le caractere invasif de prélevement rend agplication difficile chez des

patients en soins intensifs.

Plusieurs études ont effectué la PCR sur I'ADN iqung extrait de biopsies de

tissus. Lors de l'utilisation des tissus, il es#f@rable d'utiliser des échantillons
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frais plutoét que des échantillons en paraffind esi essentiel de digérer le tissu

totalement pour améliorer I'accés aux champignaxalgssant [29].

Des échantillons d’urine peuvent également étfisési pour la PCR [60].

3- Cible utilisée :

Le principe consiste a amplifier des régions dadésoxyribonucléique (ADN)
présentes chez tous les champignons et dorgétpgences sont suffisamment

différentes entre espéces pour permettre de lestifigér précisément.

Classiquement, les genes de I'ADN ribosomiquettaest la cible de choix :
présents chez tous les micro-organismes, ils smmnus pour accumuler des
mutations @ un taux constant. Il s'agit d'usmille de genes répétés en
tandem plusieurs dizaines de fois. Chaque uritgmprend des régions
codantes et non codantes (les espaceurs). Chag@eomprend une copie d'un
gene codant pour 'ARN 18 S (petite sous-unii@)n géne codant pour le 5,8
S, d'un géne codant pour I'ARN 28 S (grande sit®) et deux espaceurs,
ITS ou espaceur interne transcrit et IGS ou@syaintergénique [fig.14].
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Figure 14: Représentation schématique des différeas régions de I'’ADN ribosomique.

Les rectangles indiques les régions codantes. Las@rces et les positions d’hybridation sont illustrés par
des fleches bleues [29].

Une partie de ces molécules est hautement comsavéautilisée comme
support pour |'étude de la divergence entre espé@s régions conservees
alternent avec les régions variables. Les régayant la vitesse d'évolution la
plus rapide sont celles qui séparent les genes ntogaur les ARN
ribosomiques, a savoir les ITS et les IGS [32¢s Lséquences des régions ITS
et IGS des différentes especes appartenant ndéare genre ne sont donc pas
strictement identiques et, de ce fait, leur payphisme peut étre utilisé

comme support pour l'identification moléculairesaspéces fongiques [33,34].

D’autres genes ont été également utilisés pourdR Fongique par certaines
études, comme les genes codant pour le cytochroth®, Rrotéine de choc
thermique pour la détection d’Aspergillus [47], bas génes codant pour les
protéines de biosynthése de la capsule CAP59, CAPHF1 pour la
Cryptococcus [124, 111, 123] ou le gene FKS1 paurditia [92].
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Exemple d'amorces ITS consensus, leurs séquencédss etégions qu'elles

encadrent sont rapportées dans le tableau lll.

Tableau Il : Amorce universelles ITS et régions amlifiées [29].

Nom/couple Séquence (5' —> 3')

ITS1 et ITS2|ITS1 : 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' |Extrémité 3' 18S, ITS1
ITS2 : 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3' |et extrémité 5’ 5,88

ITS 8 et ITS4/ ITS3 : 5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3' |[Extrémité 3' 5,8S, ITS2
ITS4 : 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' |et extrémité 5’ 28S

ITS1 et ITS4(ITS1 : 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' |Extrémité 3' 18S, ITS1,
ITS4 : 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' |[5,8S, ITS2
et extrémité 5’ 28S
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Chapitre Il :

Applications de la biologie
moléculaire dans le diagnostic de

certaines infections fongique
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Les infections fongiques invasives sont des inbectia divers types d'especes
fongiques et représentent souvent un sérieux dgugerla vie. Les IFI les plus
rencontrées en milieu médical incluent les aspesgb, les candidoses, et
les cryptococcoses. Leur incidence a augmentéldenmnt pendant les deux
derniéres décennies, car les populations des pat@nrisque n'ont cessé

d’augmenter.

Les infections aux moisissures de type Asperggiuselles dues aux levures du
genre Candida représentent plus de 80 % dd89Flet sont essentiellement

d'origine nosocomiale [fig.15].
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Répartition des étiologies

248

Candidose
24 8%

Aspergillose |

59,2%
Aspergillose Candidose : candidémie
» 52% non documentées par culture » 100 % documentées par culture
» 48% documentées par culture - Candida albicans : 25 %
~>Aspergillus fumigatus : 78 % - Candida non albicans : 75%
~>Aspergillus flavus : 9% - Candida glabrata : 43%
= Aspergillus niger : 9% -C. parapsilosis, C. krusei,
~>Aspergillus sp.: 5% C. tropicalis 27%

Neofytos D. coll., C1D 2009

Figure 15 : Incidence des Infections fongique invases.
Neofytos D. coll. CID 2009.

L’épidémiologie des IFI est toutefois bien différenLe risque d'infection a
levures concerne, a l'instar des infections bgxtées, la plupart des patients

hospitalisés. Les infections a Aspergillus, aptselles, observées que chez
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les patients profondément immunodéprimés comareegemple en cas de

greffes d'organes ou de chimiothérapies tres iaplas.

Ces infections fongiques sont graves, a l'oeigifune mortalité élevée, de
I'ordre de 30 a 50 % pour les Cl et de 70 &®@our les Al [40].

Actuellement, le diagnostic mycologique classiquerepose majoritairement
sur la mise en évidence directe ou apres cultuse abampignons dans les
prélevements biologiques n'est pas satisfaisaat, il enanque de sensibilité et
ne permet pas d'assurer un diagnostic précoce IFe®r, la précocité du

diagnostic qui conditionne, en partie, celle datément antifongique, est un
élément clé en termes de pronostic de ces infecti@est pourquoi le

développement de méthodes de biologie moléculalus sensibles, est un enjeu

important et une préoccupation constante des rogaek.

Par la suite nous verrons l'application de la kyao moléculaire pour le
diagnostic de certaines IFl les plus rencontréesavoir I'aspergillose, la

candidose et la cryptococcose.
I-  Aspergillose :

Avec un taux de mortalité de 70% a 90% [40], Ldsations fongiques par 'Al
opportuniste essentiellemeAspergillus fumigatusest une cause majeure de
mortalité chez les personnes immunodéprimées. btisnts qui ont plus de
risque sont ceux qui présentent une longue pédedeeutropénie, par exemple
pendant le traitement de leucémie aigue ou la piantation des cellules
souches hématopoiétiques de la moelle osseuse (HSQI aprés greffe

d'organes solides [41].
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L’A. fumigatusest un saprophyte moisissure ubiquitaire qui fodag conidies
aeroportées. Les étres humains inhalent, en moyehaque jour des centaines
de ces conidies Fongiques qui ont une gamme destallant du 1-3 um et se
propagent facilement dans I'environnement par aebmeuses voies, y compris
I'air. Chez les hbétes immunocompétents, les cesidont tuées et effacées par

les cellules du systeme immunitaire pulmonaire.

Cependant, les patients immunodéprimés peuventiappar une aspergillose
pulmonaire invasive, une infection potentiellememortelle, causée
principalement pai. fumigatus La réussite du traitement de I'Al chez ces
individus dépend non seulement de renverser linif@ucompromise, en
réduisant par exemple la dose ou l'arrét des imsuppresseurs, mais aussi sur

le diagnostic précoce et l'instauration d’un traigat antifongique efficace.

La détection précoce d’Al est cruciale pour le bBsgement du patient.
L'incidence croissante des Al, chez les patientsunodéprimés, met l'accent
sur la nécessité d'améliorer les outils de diagnasttuellement limités. Les
tests classiques de diagnostic, tels que la cuttursang ne sont pas trés utiles
pour la détection d'Aspergillus. [42-43]. Il ya quelques Progressions dans le
diagnostic de I'Al ces dernieres années, principale en raison de l'utilisation
de scan haute résolution CT-scan et d'autres wpebsidimagerie. Pourtant,
I'Al établie est difficile a traiter avec un taue dnortalité de 80 - 90% [44 - 45].

D’autres méthodes non-culture basées sur la détedtiantigenes fongiques
systémiques ont été développées. Le dosage dutaakmnane (Platelia®,
BioRad) et dep-1-3-glucane [47], sont commercialement disponibkds

approuvés par la FDA, ainsi qu’ils ont été inclusEurope dans les criteres de
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I'Organisation européenne pour la recherche eaieement du cancer / Mycoses
Study Group (EORTC-MSG) [46, 48].

Plus réecemment, des protocoles de PCR pour le astigndes infections

fongiques dues a Aspergillus ont été décrits [49]e gamme de différentes
PCR (classique, niché, en temps réel) ont été dgpésk, en ciblant les régions
de génes différents (cytochrome p450, protéineshde thermique, 18S, 5.8S,
28S). L'essai PCR qui est le plus approprié démmslexigences du procédeé.
La PCR peut étre utilisée comme moyen pour le distim précoce de I'Al

idéalement avant l'apparition des symptdbmes clasgaet comme outil pour
surveiller la thérapie antifongique préventive. ddel'objectif de l'essai, les
différents aspects techniques doivent étre envisagécompris les types
d'échantillons, I'extraction des acides nucléiglesscibles d’ADN fongique et la

fréquence de I'échantillonnage.

Ces tests moléculaires offrent un potentiel élavdeeme de sensibilité et de
spécificité, mais varient beaucoup dans leur féisaéd et sont jusqu'a présent

non normalisés.

Types d'échantillons :

Un nombre limité d'essais préliminaires pour lanmalisation ont été realisés
méme si plusieurs questions restent sans réporeseprémier facteur est
I'échantillonnage. La plupart des études publiéescgnisent I'utilisation du
sang ou du sérum, tandis que d'autres utiliseférdrits prélevements tels que le
LBA [50], LCR [51], ou une biopsie tissulaire [5dJoutefois, I'obtention de tels
échantillons nécessite des procédures invasivesamuirarement adaptées aux

patients gravement malades. Bien que le LBA a iitage de cibler le site
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primaire de l'infection, cette procédure est sajatta contamination sous forme
de spores d'Aspergillus qui peuvent étre présetaes les voies respiratoires
supérieures ce qui rend difficile, voire impossjbtie distinguer entre la

présence de conidies étrangeres et l'invasiondissuéelle [53].

Le choix de [l'échantillon a une grande influenceur &a méthodologie
d'extraction, le sang est I'échantillon le plus \snt testé car il est facile a
obtenir et offre la possibilité a I'analyse progpec Ce qui le conduit a devenir

I'échantillon de choix [54].

A propos de la meilleure fraction du sang qui d&ie choisie pour le test
(composant cellulaire, plasma ou sérum), aucunet®s n'a encore été atteint
[55].

Le test sur les échantillons de sérum par PCR eeposla détection de 'ADN
circulant libre d’Aspergillus, tandis que l'utilitgan de I'échantillon 'EDTA-
sang totale permet de détecter 'ADN associé aumides ou fragments

myceliens et I'ADN libre en circulation.

Loeffler et al. ont constaté que le sang totalesteilleur prélévement pour une

extraction de I'ADN fongique comparé au plasma.[58]

En 2011 Une étude comparative pour analyser laopadnce de la PCR pour la
détection de I'ADN dA. fumigatusdans le sang et le sérum a été effectuée sur
des patients atteints d'Al. Un total de 711 sédiéshantillons (356 sur sang
total et 355 échantillons de sérum) de 38 patiadtdtes ont été analysés. Les
résultats positifs de PCR ont été observés dar®®8ges cas pour lesquels le

sérum a été analysé contre 93,9% des cas donaiélbbn de sang total a été
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analysé. Les performances de ce test basé sur RadPCtemps réel ont été

similaires pour les deux échantillons de séruneetahg [75].

Le « UK-Irish fungal PCR consensus group » a recanudé ['utilisation de 5
ml de 'ensemble du sang prélevé dans 'EDTA [#ip d'avoir acces a la fois
a I'ADN libre et associé aux cellules. En outiéDITA est connu pour inhiber
les DNases qui sont naturellement présentes dasemnbe sans interférer avec la
PCR qui se produit souvent en présence de citiaéparine doit étre évitée en
raison de Tag-inhibition [59].

Meéthodes d’extractions :

Il N’y a pas de consensus atteint sur la méthodehdex pour I'extraction et la
purification d’acide nucléique d’Aspergillus. L'AD&kt généralement considéré
comme une cible de choix en raison de sa relattabilté et la facilité
d'extraction (comparé a I'ARN) [59]. Les prélevetsearels que le plasma et le
sérum, dans lequel I'ADN serait libre en solutjpermettent des protocoles plus
rapides et moins complexes (Tampon pour la lysegli@sules rouges et des
globules blancs ne sont pas nécessaires) pourabtivin de l'acide nucléique
par rapport au sang total [47]. Si des élémentsétigyts ou conidies sont
présents dans les échantillons, les protocolessdbisompter un processus plus
long et plus complexe. Cela est di au fait queataipcellulaire du champignon
est difficile a briser, afin de libérer 'ADN. Pole sang total Des tampons
hypotoniques de lyse cellulaire de globules rougeslancs sont souvent

utilisés.

Les protocoles utilisés pour briser la paroi celkd fongique s'appuient

généralement sur la digestion enzymatique, commelykicase recombinant
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[60], ou la perturbation mécanique par broyage leeshi[61]. Si la lyse
enzymatique est effectuée, la lyticase recombidaittétre utilisée a la place de

zymolyases [61].

Il est constaté que la méthode d'extraction d'ADNgfque est cruciale car
I'ADN extrait a partir de différents fluides corgts ne contient pas seulement
I'ADN humain, mais peut également contenir TADNfaque, bactérien, viral
et parasitaire. La quantité totale d'’ADN peut vamensidérablement d'un

échantillon a l'autre. [47].

Acide nucléigue Fongigue cible pour le dosage :

Le troisieme élément clé a convenir est la cibléémdaire. L’ADN plutét que
I'ARN est généralement considéré comme le ciblechi@x en raison de sa

relative stabilité et la facilité d’extraction [562].

Plusieurs genes du génome d'Aspergillus, tels emiepérons ribosomiaux, sont
présents dans de multiples copies, Le ciblage degemes offre I'avantage
d’augmenter les chances que l'amplification d'AD&npet d’atteindre des
niveaux détectables. Au cours de ces derniereseanri@ région d'ADN
ribosomiaux composée de gene de la 18S (1800pbgre de la 5.8S (159pb)
et le gene 28S (3396pb) constituent des cibles gtennses. Jusqu'a présent, de
nombreuses études ont porté sur les différentepasantes, 18S [63,64], 28S
[65], ITS1 [66] et ITS 2 [49].

Une étude a révélé que le dosage de 28 S estidais pgue le dosage de 18 S,
en particulier depuis que la 18 S a été utilisaa pmnplifier une partie du géne
humain ADNr [57].
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D'autres genes cibles tels que ceux de la mitocsf®né sont pas véritablement
des genes multi-copie, mais peuvent en fait éinsidérés comme tel car il a été
estimé qu'il ya 12 copies du génome mitochondrialrpchaque copie de

génome d'Aspergillus [67].

Il est également important de considérer la natemvironnementale
d'Aspergillus. Ces hyphes et ces spores sont ogsepts dans I'environnement
et constitue une source de contamination, ce quiésente un défi pour les

scientifiques a tous les niveaux [68].

Réaction en chaine de la polymérase (PCR) :

Une multitude de techniques PCR ont été utiliséesr ppmplifier 'ADN
fongique, il ya eu peu de standardisation des piwes et tres peu d'études de

validation inter-laboratoires.

Les techniques le plus souvent décrites sont lanigue de la PCR
conventionnelle, la PCR nichée (nested-PCR), Q&R en temps réel avec

réveélation directe de 'ADN amplifié par des sonflasrescentes [71].

Une étude a été publiée par White et al. qui dhsé@&tune approche PCR nichée
avec des amorces ciblant la région 28S des opé&kbié ribosomiaux pour

enguéter sur un groupe de 203 patients a risquensuPériode de 1 an [63,69].
Les auteurs ont rapporté une bonne sensibilite982eB une spécificité de
94,6%. L'approche PCR nichée est sensible a laagonation croisée entre les
échantillons, et aussi rend toute quantificatioecige de l'agent infectieux

impossible.
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White et ses collegues ont publié une étude multicpie utilisant 'approche
PCR en temps réel, comparant I'utilisation troismnaes (LightCycler (Roche),
Applied Biosystems 7500 Real-time PCR system aeecsondes d'hydrolyse,
et enfin Rotor-Gene (Corbett Research). Les platases se sont révélées avoir

une influence importante sur le dosage [57]

L'introduction des Contrdles pour la contaminatitenla PCR fournit la preuve
de la cohérence des essais et leurs Performanesscdntrles doivent étre
inclus pour détecter la présence d'inhibiteurs ad®CR. Ceci est réalisé par
dopage d'échantillons cliniques avec un acide mgu& cible alternatif
(plasmide) qui est amplifié dans les mémes conditimais n'interfere pas avec
la spécificité de I'épreuve. A ce jour, un grandhbee d’études entreprises n'ont

pas inclus tous ces contréles stricts [55].

Cependant, le manque de standardisation des tesmept une des principales
raisons pour lesquelles 'TEORTC / MSG n'a pas encmius la PCR dans la

liste qui a été publiée sur les critéres pouridgmubstic de I'Al.

Tentatives de Standardisation de la détection d’Aserqillus par
PCR :

L'amplification de 'ADN Aspergillus par PCR a étécrite depuis le début des
années 1990, et beaucoup d’études sur le sujetténpubliées. Toutefois,
comme il est mentionné précédemment, les protocaderent largement en
fonction de la sélection des prélevements clinicagsropriés (échantillons de
sang total, sérum, LCR ou LBA), les Procédéstdiesion d'’ADN (lyse

enzymatique ou procédures meécanique), et la sghecke la séquence cible
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adéquate, y compris les amorces, sondes et lesstPCR. Ce qui a conduit a

des résultats contradictoires.

Ce mangue de standardisation des techniques ait@des tentatives pour

définir un consensus pour une PCR destinée au astigrd’Al.

White et al. ont réalisé la premiére étude multicgne des méthodes de
détection d'especes d'Aspergillus par PCR utilisss@sRoyaume-Uni et en
Irlande, par la distribution et I'analyse de plussepanneaux d'échantillons [72].
Le groupe était composeé de 10 laboratoires différdis ont fait la comparaison
entre deux ensembles d'amorces (28S et 18S) etraie plates-formes
(LightCycler [Roche], Rotor-Gene [Corbett Researddortlake, NSW,
Australie], et TagMan [Applied Biosystems, FostélyQCA, Etats-Unis]). Dans
cette étude, le dosage 28S a été jugé plus spexifige le dosage 18S. Se fut
principalement di au fait que I'ensemble amoramds utilisée pour amplifier /
détecter I'amplicon 18S a été trouvé pour amplédtedtétecter une partie du gene
humain ADNr en l'absence d'ADN d’Afumigatus Ce phénomene était
responsable d’'une diminution de la sensibilité. Densemble, la sensibilité et
la spécificité, étaient plus élevées en utilisaamtnbrce 28S qu’'avec I'amorce

18S, quelle que soit la plate-forme utilisée [72].

Un autre consensus de collaboration australo-atdmaimpliquant six
laboratoires a également été créé pour évaluemigthodes d'extraction de
I'ADN et de la PCR utilisées. Il semblerait queP@R en temps réel utilisée
pour les essais en combinaison avec lyse efficada daroi cellulaire fongique
présentent une forte reproductibilite. Néeanmoiagyroupe consensus EORTC-

MSG pour définir les IFI a conclue malheureusementil gly a que trop peu de

59



progres pour permettre l'inclusion de la PCR dasgiéfinitions révisées des IFI
[73].

Un groupe de travail de la Société internationade Miycologie humaine et
animale (ISHAM) a été formé. lls ont mis en plagee dondation appelée
«European Aspergillus PCR Initiative" (EAPCRI). Salnjectif est d'établir une
standardisation pour Aspergillus PCR pour qu’it s@ilidé en tant qu’outil de

dépistage.

Depuis la fondation de ce Groupe de travail, desm@aux d’extraction d’ADN
et des échantillons dopés de sang ont été distrilauéx 24 laboratoires
participants. Les résultats préliminaires montrqoe I'extraction de I'ADN
semble étre le majeur obstacle plutdét que les réiftes techniques de PCR
utilisées. Le groupe a pu démontrer que la lyseam@ae des conidies d’A.
fumigatusest supérieure a la lyse enzymatique, et qu'uarmelde sang> 3 ml
offre un meilleur rendement, de plus, la PCR enpgeméel est supérieure a la

PCR conventionnelle [74].
lI- Candidose :

Les candidoses invasives sont des infections prodes par des levures
appartenant au genre Candida. Ces appellationsivexrd les candidémies et
les candidoses viscérales profondes [76,77]. Auscaole ces trois dernieres
décennies, la prévalence des candidoses systémicuesaugmenté
considérablement en raison d'une part, de l'augatemt de la population a
risque (transplantation d'organes, alimentation eptarale, chirurgie
cardiaque...) et d’autre part, des progres en rédammmegui prolongent la survie

de cette population [77]. Les candidoses systémiq@esituent au quatrieme
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rang des infections nosocomiales avec un pourcerdaglO a 15 % [78,79].

Elles se rencontrent surtout dans les unités desdatensifs de réeanimation
chirurgicale digestive et cardiovasculaire, de és#t de réanimation médicale,
dans les unités de greffes d’organes, dans lescesrd’'oncohématologie et
dans les services de néonatologie [79,8@ndida albicas est I'espéce la plus

freguemment incriminée (60 %), suivi de @abrata (20 %) dont l'incidence a

augmenteé ces derniéres années sous la pressiantdensgiques azolés, puis de
C. tropicalis (10 %) et de Qparapsilosig5 %) [77, 78, 81, 82].

Une nouvelle espece de Candida ayant des caréicudes phénotypiques
similaires a celles d€. albicansa été identifiee en 1995 et a été nommeée C.
dubliniensis[83]. La majorité des isolats de Qubliniensisont été découverts
au niveau de la cavité buccale des sujets infgréde virus VIH. Cependant,
cette espéce a été isolée récemment au niveauabaites incluant le poumon,
le vagin, le sang...aussi bien chez des sujets édgquar le virus VIH que des

sujets non infectés par ce virus [84].

Le taux de mortalité attribué aux candidoses syisiées est de 40 a 60 % [78,
80, 85]. La difficulté d'établissement d’un diagtiogapide et spécifique est la
raison principale de ce taux élevé de mortalité. dfet, le diagnostic des

candidoses systémiques est difficile et tardif déva non-spécificité des signes
cliniques et les difficultés du diagnostic biologéy[77]. La symptomatologie

est polymorphe et n’est pas spécifique. Elle segm& habituellement par une
fievre isolée, persistante et ne répondant pas e amtibiothérapie a large

spectre. Des localisations viscérales pouvant @m&sentes, doivent étre
recherchées [79,80, 86],
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Le diagnostic biologique se heurte a de hombredi$fsultés vu le manque de
sensibilité et/ou de spécificité des techniquedisads, d'ou le retard du
diagnostic aggravant le pronostic de la maladier Bela, de grands efforts sont
effectués pour la détection d’'une méthode de distimoapide et spécifique.
Durant les dernieres annees, plusieurs publicatrismontré l'intérét de la
PCR pour le diagnostic des candidoses. Elles atig# la bonne sensibilité de

la méthode, la spécificité semble également étrell®nte.

Types d'échantillons :

Les techniques d'amplification génique ont été spa plusieurs types de
prélevements: des tissus humains biopsiés de foyefsctieux, des

hémocultures ensemencées avec du sang total émtpahi sérum ou du sang
total. A I'heure actuelle, il n'existe pas de coissis en ce qui concerne la nature

du prélevement le mieux adapté.

Lorsque les conditions sont requises pour passetadie de colonisation a celui
d'invasion-infection, Candida constituent de véiti#a foyers mycosigues dans
certains organes. Des techniques PCR ont été ¢péds mais elles sont
invasives et nécessitent de ponctionner ou de igiopsrgane suspecté [174].
Outre le fait que la biopsie puisse étre en zoimeskes localisations organiques
sont déja tardives dans I'évolution clinique d€laPour ces raisons ce type de

prélevement ne parait pas adapté a un diagnastioge de CI.
Actuellement les échantillons les plus testés kosang total et le sérum [94].
Le premier test PCR en temps réel qui a été disfmdans le commerce est

(SeptiFast) [95], il est réalisé directement suréghantillon de sang, mais la

62



présence d'inhibiteurs de la PCR peut conduire s rdsultats faussement
négatifs. Des résultats faussement positifs peudgalement survenir en raison

de la contamination des échantillons par I'air [96]

Une étude récente pour I'évaluation clinique dedyaes par PCR en temps réel
sur des échantillons de sérum a rapporté des féésilet des spécificités >
90% pour la détection des especes Candida dagshestillons de patients de
réanimation [96].

Une autre étude a révélé que la PCR sur sérum diemeésultats mieux que

sur le sang total [97].

Acide nucléigue Fongigue cible pour le dosage :

A ce jour, les techniques publiées concernant IR B@ndida sont nombreuses,

mais seules quelques séquences cibles ont étégesté

Les molécules qui ont fait l'objet du plus grandmboe d'analyses
phylogénétiques sont comme pour I'Aspergillus I&NAribosomiques [Fig.16].
Les premieres études pour Candida ont ainsi éths@éa en séquencant

directement les ADN ribosomiques.
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Figure 16 : Les différentes régions de I'’ADN ribosmique fongique.
Olivier Béréziat. 2004
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Les premieres publications utilisant la PCR pourdéection de Cl ont été
réalisées en 1995 par Williams et al. [87], ils daveloppé cette technique en
ciblant les espaceurs internes transcrits ITS1 T&4] Il s'agissait d'une

technique longue, peu sensible et peu spécifique Kapplication est limitée

[88].

Dans la littérature, la partie du génome de Candaalus couramment
amplifiée est celle qui code pour la sous unité ARRS. Cette séquence est
commune a de nombreux champignons dont CandidAisgi. Reiss et al. ont
pu démontré que la PCR classique amplifiant 18S D&tAit plus sensible que
les hémocultures [89].

En 2000, Loeffler et al. [90] ont repris I'ampldition précédente du 18S rDNA.

lIs ont démontré une excellente sensibilité.

En 2003 Korabecna M et al. ainsi que Ferrer etoat. amplifié le géene

ribosomal 5.8S et sa région immédiatement contig82 [91].

Une étude comparative en 2011 a utilisé deux ciifésrentes, le gene FKS1 et
le 5,8S, ce qui a montré une concordance de 100tfé kes résultats des deux
cibles [92]. Une autre étude paru la méme anneéglisgéula cible 28S pour
'amplification par PCR-REA (PCR- restriction enzgnanalysis) a démontré
une sensibilité de 100% [93].

Réaction en chaine de la polymérase (PCR) :

Les techniques couramment utilisées comprenne®CR classique [98], semi-

nichées et la PCR nichée [101, 104], la PCR immemaymatique [96,
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92], différentes variantes de PCR en temps ré&,[103, 104, 105] et la PCR
multiplex [99, 100, 105]. Historiquement, la PCRisdique est la technique la

plus utilisée mais d'autres méthodes plus récemieété développées.

Huang et al [98] ont repris le travail sur la cibiémgique ADNr 5,8S par PCR
classique et sont parvenus a une sensibilité dea1lIB! cellules d€. albicans
/ml de suspension de culture. Par la suite certaitsurs ont développé diverses
technigues de diagnostic sur deux ou plusieurs cespede Candida

simultanément: technique multiplex mais sans am&lia sensibilité [99, 100].

Divers travaux de PCR-EIA (PCR-Immuno Enzymo Assa)été développés.
Dans cette méthode, le produit d'amplification obtpar PCR a été révélé par
immun-enzymologie sur plaque, cette méthode esusteb et hautement
reproductible [92]. L'inconvénient c’est qu’ellegod beaucoup de temps et de

possibles problémes de digestion enzymatique pegegoroduire [92].

De meilleurs résultats sont obtenus avec la PCRéricLa révélation se fait en
utiisant des sondes radioactives ou des sondes éaélation
immunoenzymatique. Selon la cible amplifiée, lasHgtité de la méthode varie
de 1 a 500 levures/ml de sang. La PCR nichée eattéaisée par une bonne
spécificité (98 %) [101].

Les études d'évaluation cliniques des analysesad@CIR en temps réel ont
rapporté des sensibilités et des spécificités > §004, 105]. Dans une étude
évaluant la PCR en temps réel chez 122 patientsitayae candidose
systémique, la sensibilité était de 100 % et lzifpée de 97 % [103].
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Le premier test PCR en temps réel qui a été dismdans le commerce est
(SeptiFast), concu pour détecter les 25 pathoganesobiens les plus

freiguemment isolés en circulation sanguine, damjj especes Candida, a été
introduit par Roche Diagnostics [95]. Le test €stlisé par PCR en temps réel,

et il est Achevé en environ 6h [95].

Le tableau suivant regroupe quelques tests PCiRjpést et leurs performances
[96].

Tableau IV : Performance des techniques PCR pour ldiagnostic de la CI [96]

Molecular assay or Commercially DNAextracion % Sensiviry® % Specificiry®
format avatlable procedure
PCR with probe detection  No Manual 100 98-100
Semimestednested PCR. No Manual 100 08100
Mulnplex PCR No Manual 75 97
Real-time PCR No Manual 91-100 97-100
SephFast Yes Automated % 97
lll-  Cryptococcose :

La cryptococcose est une maladie opportuniste @haopolite due a une levure
Cryptococcus neoformansSsa contamination se fait essentiellement par voie
respiratoire [117]C. neoformandnfecte surtout les patients immunodéprimés.
Dans les pays développés, l'incidence de la crgptmse a augmenté chez les
patients infectés par le VIH a la fin du 20eme Isi¢t16]. L'introduction de la
thérapie antirétrovirale hautement active a pemasréduire l'incidence, mais
pas la mortalité associée a la cryptococcose méairf@18]. Ces dernieres
anneées, d'autres facteurs tels que la transplamtdtbrganes ont été associés a

un risque accru de contracter la cryptococcose][ErDoutre, son incidence est
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encore importante dans les régions en développec@mime en Afrique, ou la
cryptococcose est la cause d’environ 650.000 desnpar an [118]. C. gattii a
attiré l'attention de la communauté scientifiqua, ictouche des personnes sans
déficit immunitaire [113], il a été identifié comntiagent causal de I'épidémie
qui s'est produite dans l'lle de Vancouver, en @ble-Britannique, Canada
[115], et qui semble se répandre dans le nord-alessEtats-Unis [114].

C. neoformangxiste sous 3 variétés :

e C. neoformansvar. neoformans(sérotype D): cosmopolite. Infecte les
sujets immunodéprimes.

» C. neoformansvar. gattii (sérotypes B — C) : régions subtropicales
(majoritaire en Afrique sub-saharienne).

» C. neoformansvargrubii (sérotype A) qui infecte le plus souvent les

sujets immunodéprimeés VIH.

Le test sérologique précédemment utilisé pour wifféier les différents
sérotypes Cryptococcus a été interrompu par leickatr Actuellement, la
classification correcte des différentes variétépose principalement sur
I'analyse de séquence d'ADN [119].

Le diagnostic des cryptococcoses est établi faeiid pour une meéningo-
encéphalite cryptococcique par coloration de LCRcakencre de Chine, par
détection de l'antigéne, ou par culture, mais uUtpire plus difficile pour les
autres échantillons cliniques tels que les liquidesLBA, des biopsies ou de
sang. Bien que la détection d'antigene est un oktildiagnostic sensible et

spécifique, de faux-positifs, ainsi que des tesiss$ement négatifs ont été
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décrits, et il n'est pas fiable pour surveilleffibacité du traitement antifongique
d’ou I'importance de I'approche moléculaire.

Des protocoles PCR ont été mis en place pour détdes espéces de
Cryptococcus [128, 129, 130]. Ces tests molécdapeuvent se faire dans
divers échantillons cliniques, tels que le sangr&ions, LCR, LBA et l'urine.
Le LCR semble étre I'échantillon qui a donné ledllmas résultats [121, 125].
Pour I'extraction de I'’ADN plusieurs techniques gint. L'extraction d'ADN
simple avec des billes de verre, I'extraction d’ABc des méthodes a iodure
de sodium, avec le thiocyanate de guanidine, etntithodes plus complexes
faisant intervenir des enzymes [127], toutes leshotes sont efficaces pour
I'extraction de I'ADN a partir de cultures de Coguccus. Une étude a été
réalisée ayant pour but de déterminer la meilleathwde d'extraction d'ADN,
prenant en compte l'efficacité de l'extraction,vitesse, la simplicité de la
manipulation, la facilité d'obtention des matériatixe colt bas, étant donné que
ces exigences sont indispensables pour s'assuedaquéthode est applicable
pour une utilisation de routine au laboratoire xtraction avec du thiocyanate
de guanidine s’est révélée étre rapide, permetnéeution facile, peu colteuse
et beaucoup plus efficace pour I'extraction daatdhantillons de LCR. Cela a
été démontré pour étre la seule technique effipace I'extraction ADN deC.
neoformansa partir d'échantillons cliniques, méme avec ddggs quantités de
levure [127].

Une multitude de Cibles ont été utilisées. Les garoelant pour les protéines de
biosynthése de la capsule CAP59 [124, 111] CAP1FIGHA23]. Les genes
hautement conservés codant pour les ARN ribosomi@3&, 16S et 5,8S ont

permis d’atteindre un seuil de détection de 1 tellunl [127]. Les éspaceurs
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internes transcrits ITS1/ITS2 ont été égalemeniésilpl25, 127, 112]. Cette
derniere étude a donné une sensibilité et unefgpicde 100% [112].

La détection peut également prendre comme cibl&NA du gene CAP10
codant pour la capsule en utilisant la RT-PCR,wegrmet d’atteindre un seuil
de détection de 1-10 CFU/ T™[126].

La plupart des études utilisent comme technique pamnplification de 'ADN
cryptococcique la PCR nichée. Les résultats de ¢&@R indiquent une bonne
sensibilité avec une limite de détection rappodéel0 cells mt [122]. Une
autre étude comparant la PCR classique a la PCRmps réel a montré la
supériorité de cette derniere [tab.V] [120]. La PRRA est une approche facile
a utiliser et ne nécessite que des matériaux miaiéesi communs, Cette
méthode permet une identification rapide et fiatde tous les serotypes de
Cryptococcus neoformarnj24], une étude récente a démontré la rapidita et
sensibilité plus élevée de la PCR-REA, par appast autres méthodes de

diagnostic classique [111].

Tableau V : comparaison des résultats PCR classiquet PCR en temps réel pour le diagnostic de
cryptococcose [120]

Souche Ongin Classic PCR TagMan® PCR (Ct)
C. gatti LBA Positive Positive (29.2)
C. gattii Moelle Negative Positive (37.2)
C. gattii LBA Positive Positive (20.2)
C. neoformans var grubi LCR Positive Positive (28.,3)
C. neoformans var grubi Sang total Negative Positive (38.1)
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Chapitre IV : Discussion



Les progrés qu’ont connus les interventions médgcaint fourni un nombre
croissant des patients immunodéprimés qui sont raotEfs aux risques
d’'infections fongiques opportunistes. L'utilisatiorprophylactique des
médicaments antifongiques a conduit a I'émergehae mombre croissant de
souches fongiques résistantes. Les tests de diagraassiques, comme la
culture de sang montrent une faible sensibilitérpawétection des Candida et
Aspergillus spp. Les fournisseurs de soins de sssgément également des frais
supplémentaires, le colt annuel du traitement désctions fongiques en
Europe en cours est évalué en millions d'euros][1B& outre, les patients
diagnostiqués avec des IFl ont souvent besoin de gwolongés a I'hopital,
entrainant des colts supplémentaires, ce qui smullgnportance médicale et

socio-économique d’un diagnostic efficace des 18P].

Il est donc nécessaire d’élaborer et évaluer dghades non-culture basées sur
la détection des acides nucléiques pour les imfestifongiques profondes.
L'utilisation de la PCR pour la détection d'unesaifon fongique systémique a
été largement étudiée et offre un potentiel en a@srrmde sensibilité et de
spécificité.

On discutera par la suite, 'utilité de diagnostioléculaire pour les IFI les plus

communes a savoir l'aspergillose, la candidoseaetriptococcose, et sa

comparaison avec les méthodes de diagnostic ledflisées.

+ L'une des infections fongiques qui a fait I'obje¢ g¢lus grand nombre
d’études visant a évaluer I'utilité de I'applicatide la PCR dans son diagnostic
est I'Al. Malgré une meilleure connaissance et cédpaa la diagnostiquer, le

diagnostic définitif de I'Al reste difficile et lmycologie classique est rarement
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utile. Sans un diagnostic précis, les cliniciend spuvent recours a un
traitement antifongique empirique, exposant lesieptd a des traitements

inutiles et une toxicité élevée et des effets sdames associés.

L'introduction des techniques non culture a rerddeccapacité de diagnostiquer
I'Al chez les patients a haut risque. Des anomatielsnonaires compatibles
avec I'Al tels que des nodules entourés par unnésifjalo” peuvent étre

détectées par tomodensitométrie a haute résollit8#j. Cependant, le signe du
halo est transitoire et n'est détectable que dueade€but de l'infection, apres
quoi les signes radiologiques deviennent non spée$ ou semblent trop
tardifs pour étre thérapeutiquement utiles [133¢tukllement, la technique
commercialisée la plus performante est la rechepeteméthode ELISA d’'un

antigene, le galactomannane, composant de la pathilaire spécifigue du

genre Aspergillus (Platelia ®Aspergillus, Bioradalice), mais il présente des
caractéristiques de performance variables et edie iefluencée par: la

prévalence de la maladie, I'age, un traitement arallple par certains

antimicrobiens, et méme la consommation de cert@ingents [135, 136, 137,

138].

Une étude comparative réalisée en 2011 sur 158 gldias de LBA a rapporté
un taux de sensibilité et spécificité de la PCRpeesvement de (94,1% -
98,5%), contre (94,1% - 97,1%) pour la détectio'algigene galactomannane
[tab.VI], ce qui montre une spécificité légeremelnis élevée de la PCR [163].
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Tableau VI : Performance des tests de diagnostic dél pour 158 échantillons de LBA [163].

Testresult [no. of specimens with result/no. tested] by:
MyeAssay Aspergillus GM ELISA
PCR
Sensitivity (%) 94.1 (71-99) [16/17] 04.1 (71-09) [16/17]
Specificity (%) 08.6 (94-99) [139/141] 07.9(93-99]
[138/141]

En 2012 une revue systématique des études qui cerepre les performances
de la PCR et la détection d’antigéne galactomanraari¢e réalisée, la PCR

semble avoir une sensibilité et une spécificit€tégent plus élevée [164].

Malgré les résultats encourageant de la performaec&a PCR, l'acceptation
généralisée du diagnostic de I'Al par PCR a étéagae par un manque de
standardisation, aggravée par une connaissancé&diniu processus de la

maladie.

L'United Kingdom Fungal PCR Consensus Group a gubhe méthodologie
convenable pour assister au diagnostic par PCRAHasi Royaume-Uni et en
Irlande [139]. Ces rapports ont poussé un groupgpdrts, principalement
européens pour la formation de [I'European AspergillPCR Initiative

(EAPCRI) groupe de travail de la Société Inteovaie pour les mycoses
humaines et animales (ISHAM), auquel ont partigps de 60 centres a
travers I'Europe et incluant également des cemregustralie et au Moyen-
Orient. L'EAPCRI a accepté de collaborer pour leal@ppement des normes
pour une méthode de diagnostic de I'aspergillosdP@R, et de les valider dans
les essais cliniques afin que la PCR puisse éterporée dans des futures
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définitions consensuelles pour le diagnostic dds HAPCRI se compose de
laboratoire, cliniques et statistiques, des grougestravail et un comité de
pilotage chargé de concentrer la direction génétalgroupe, assurant un lien

entre les groupes de travail, ainsi que les forddessaires [147].

lls ont publié en 2010 un travail qui semble dttme des études les plus
complétes réalisées pour le diagnostic de I'Al P&R. Le processus, les
résultats et la méthodologie recommandée par lepgrale travail EAPCRI

pour une PCR réalisée sur des échantillons dusamgcomme suivant:

Les résultats de cette étude ont montré que laaplupes systemes
d’amplification PCR évalués (90%) détectent efferaent I'équivalent de 50
conidies deéAspergillus fumigatupar échantillon, et que (45%) étaient capables
de détecter I'équivalent de 5 conidies de A. futnigiaCependant, la moitié des
centres subissent des réductions spectaculairesulls de détection quand ils
ont testé le panneau WB 2007 comparé au pannea@0@8 (difféerence dans
le protocole d’extraction entre les deux panneamnétitant en évidence l'impact
des procédures utilisées dans I'extraction d'AlRNsdng total. En effet, la
procédure d'extraction semble étre ['étape factemitant. Une évaluation
detaillée des méthodes d'extractions utilisées Bgedeux panneaux a montré
gue les protocoles utilisant le spécimen entierledbroyage a billes ont été
associés aux meilleures performances (panneau \W8) 20 sont recommandeés

comme procédure d'analyse, entrainant une améhom s taux de positivité.

Les sensibilités pour les centres conformes étaidti% [tab.VII], supérieurs a

celles des centres non conformes (classés nonroagggoour ne pas avoir suivi
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les recommandations). Un seul centre conforme rgehb) a généré des

sensibilités pauvres.

Les spécificités pour les centres conformes étaief% [tab.VII], supérieurs a
celles des centres non conformes. Un seul centr@mcoe (centre 16) avait une
faible spécificité.

Tableau VII: Les statistiques de performance pourés protocoles utilisés [131]

Sensibilité Spécificité

(%/_ f%} ﬁ(} ﬁn
nCunfurme 88.7 T79.8-940 91.6 79.1-96.9
Non conforme 57.6 37.9-75.2 77.2 61.2-87.9
All 80.6 68.2-88.9 86.3 76.1-92.6

Un degré élevé de sensibilité analytique est eigtentar la charge fongique
circulante dans le sang est faible [140, 141]. ilisation de volumes
d'échantillons plus importants permet la détectenfaibles concentrations de
charge fongique parce que la quantité générala dible et la possibilité pour la
récupération sont augmentées [142]. Paradoxalertrept,d’ADN extrinseque
peut inhiber le processus de la PCR, il est doserg®l qu'un contrdle interne

soit utilisé pour empécher la survenue de résuttatssement négatifs.

L'analyse statistique entre la sensibilité et l#ses covariables a montré que les
recommandations (utilisation du spécimen entierbteyage a bille, et le
contréle interne de la PCR) et I'étape de lysecd#isles blanches ont été toutes

positivement associées a la sensibilité. En revgnlgs corrélations négatives
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ont été associées aux volumes importants d’él @00 pL), ce qui a réduit la

concentration finale d'ADN.
Il n'y avait pas de corrélation significative entaesensibilité et la cible PCR.
Recommandations de 'EAPCRI

Puisque les analyses statistiques entre la satésiilla spécificité et les autres
covariables ont montré que I'extraction et |'étaeelyse des cellules blanches
ont été toutes positivement associées a la satssibiés recommandations

portent surtout sur cette étape.

Le protocole recommandé pour l'extraction d'ADN diope préconise

I'utilisation d’échantillon de sang total-EDTA.

Il est recommandé que I'EDTA soit l'unique antiadagt utilisé pour les
échantillons de sang, puisque I'héparine et leateitrde sodium ont été
respectivement associés a l'inhibition et a laammation [145]. Les volumes
de sang relativement élevésIml) sont nécessaires, et il est important de bien
lyser a la fois les globules rouges et blancs aglargratiquer le broyage a billes
pour perturber les cellules fongiques. La lyse fqug par digestion a la lyticase
recombinante devrait étre remplacée par le brogagéles, ce qui supprime des
dépenses considérables et un temps de traitemapliementaire (30 a 60 min).
Aprés que les Cellules fongiques soient lysées,plesocoles commerciaux
peuvent étre utilisés pour purifier, isoler et éllADN. La contamination du
réactif peut étre problématique lorsque la PCR ifqung est réalisée [146]. Il est
recommandé de tester les réactifs pour la contdimiman utilisant les contrdles
négatifs d'extraction, mais aussi des controlestifsosl'extraction avec des
charges fongiques uniformes et représentatives poweiller les performances
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de la procédure d'extraction. L'utilisation des uwokés d'élution d'ADN

supérieurs a 100 pl doit étre évitée.

Les résultats obtenus dans cette étude confirngentlidité analytique de la

PCR Aspergillus pour le dépistage et la détectidwspuergillus et constitue un

premier pas vers sa standardisation. Mais justh€are actuelle en raison de la
grande disparité des tests et des résultats puldiédschnique ne pourrait étre
utilisée comme technique de référence pour le disti;mde routine de I'Al au

laboratoire, la stratégie de diagnostic de ceffiection fongique repose encore,
chez les patients a risque, sur l'association désnants cliniques, de

I'apparition d’images radiologiques sur le scannde la recherche du

champignon par les méthodes classiques, et detdatdéd du galactomannane
sérigue par méthode ELISA.

Si on a essayé une standardisation de la PCR @spekgillus, et un groupe

international a été crée pour ce but, ca n'étatlpaas pour les autres infections
fongiques comme la CI, Le principal probleme confamt les études menées
était de savoir comment évaluer la précision dast €n l'absence de regles

standard.

La norme de référence actuelle pour le diagnosti@adCI est la culture du sang,
une analyse systématique de 54 études (incluad #@8ents) évaluant la
précision de diagnostic de la PCR dans des écluastifle sang chez les patients
cliniguement suspects pour une probable CI, a ééyéak la sensibilité de la
PCR était de 85% beaucoup plus élevée que cellbatascultures 35% [148].
Ces résultats sont compatibles avec la conclusienla PCR permet une plus

grande sensibilité que les hémocultures pour Igndistic de la CI, avec une
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spécificité supérieure a 90% [148]. En plus deelasgoilité médiocre, la culture
du sang prend 24 a 48 h pour devenir positive [189]. Les études démontrent
qu'un délai de 12 a 48 h dans un traitement amgfifpre approprié est associé a
une augmentation significative de mortalité [1581JLA l'inverse, I'utilisation
d'un traitement antifongique empirique pour lesigmas a risque est trés
répandue, conduisant a une augmentation des cbisseeffets écologiques
néfastes [148]. Les méthodes non culture, telleslgwétection de I'ADN par
PCR, ont été développées afin d'aider dans le d&igrrapide des infections, ce
qui permet l'initiation de la thérapie ciblée ses bspéces 6 h aprés le début de
la septicémie [152].

Plusieurs autres tests pour la détection des argtgget anticorps candidémiques
sont commercialisés, Une étude publiée en 2012 ][184 comparé les
sensibilités et les spécificités de la PCR en ter@épkavec :

Platelia Candida Ag test (Bio-Rad Laboratories, méarla-Coquette,

France), pour la détection d’antigéne Mannan.

- Fungitell (Associates of Cape Cod Inc, East FalimomtA, USA), pour
la détection de I'antigéne 1[BD glucan.

- Platelia Candida Anticorps (Bio-Rad Laboratoriesarives-la-Coquette,
France), pour la détection des anticorps anti-manna

- Platelia Candida Ag + Ac, pour la détection d’amtps anti-mannan,

combinée a la détection de I'antigene Mannan.
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Tableau VIII: Les performances des différents testpour le diagnostic de la Cl [154]

Commercial assay Antigen and/or antibody detected % Sensitivity* % Specificity®
Fungitell 1.3-p-D glucan 1 83
Platelia Candida Ag Mannan 58 03
Platelia Candida AD Anti-mannan anttbodies 59 83
Platelia Candida Ag + A Mannan + anti-mannan antibodies 83 86
SeptiFast PCR DNA 0w 07

Les résultats montrent une excellente sensibilitéspgEcificité de la PCR
comparé aux autres techniques de diagnostic naureltab.VIll]. Ces résultats
sont confirmés par une autre étude qui rapporte sssibilités et des
spécificités > 90% pour la détection des espécesli@a dans les échantillons
de sérum de patients de réanimation [155]. La P@f alors une alternative
intéressante pour améeliorer le diagnostic en teopp®rtun chez les patients a

haut risque.

Malgré le potentiel élevé des tests basés sur IR, P& détection de l'acide
nucléiqueCandida dans les fluides corporels peut avoir quescifficultés en

raison de la faible charge pathogene et la durei patlulaire des champignons
qui fait obstacle a une lyse efficace pour la Ebién de 'ADN, conduisant a des
résultats faussement négatifs [159]. Des résuftatssement positifs peuvent
également survenir en raison de la contaminatienéddantillons par I'air. En

outre, comme de nombreuses especes Candida sotwldesateurs de la peau
de I'nomme, des muqueuses ou des surfaces d'aitessanatomiques, la

détection des acides nucléiques cibles correspondan quelques
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cellules Candida dans les échantillons cliniquesvgque des difficultés a

distinguer la colonisation de l'infection [153].

Des techniqgues commercialisées pour la détectiotad€l sont récemment
devenues disponibles. Le premier test PCR en tegglsqui a été disponible
dans le commerce est SeptiFast (Roche Diagnostmsgu pour détecter les 25
pathogénes microbiens les plus fréquemment isolégeulation sanguine, dont
cing espéce€andida [156]. L'évaluation initiale de I'essai t#eqst en a été
prometteuse car elle présentait 83% de concordareeles résultats de culture
du sang et les résultats discordants étaient ezufade SeptiFast étant donné
qgue des échantillons provenant de patients climgunt suspects étaient positifs
a la PCR, mais testés négatifs par la culture. ®eduations subséquentes,
employant des populations de patients plus imptasart plus diversifiées, y
compris les nouveau-nés et des enfants, ont doeméégdultats similaires [157,
158].

Compte tenue de ces résultats, la PCR est capabpmser le diagnostic des
candidoses systémiques d’'une facon précoce etfisjpéci Elle permet ainsi,

d’'instaurer un traitement le plus rapidement pdesit de l'adapter selon
'espéce. Bien que les méthodes de PCR soient a@weds depuis longtemps,
elles restent non standardisées et non dispondsle®utine pour la détection
des CI.

+ Pour la cryptococcose, son diagnostic au labomtest basé sur la
démonstration directe, la culture et la détectiom khntigene par test
d'agglutination au latex (LAT). Les méthodes micapques et de culture, bien

gu’ils soient spécifiques, montrent une sensibitikgdérée de 50-80% [160]. En
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outre, la culture prend du temps et nécessite ddames plus grands
d'échantillons et de la main-d'ceuvre. Le LAT edispkensible, mais a
'inconvenant de générer des faux positifs [162isaique des taux élevés de
faux négatifs [160]. La subjectivité apparente aléekture et d’interprétation de
la réaction LAT pose des problémes supplémentagreparticulier dans les cas
limites. Le Test immuno-enzymatique (EIA) est undr@a méthode pour la
détection des antigenes polysaccharidiques capssilde C.neoformansdans
les échantillons cliniques. Des études ont démdatfaible réactivité croisée de
cette technique [160].

La PCR offre alors une excellente alternative deudiagnostic précoce de la
cryptococcose comparativement aux méthodes cowverdiles, car elle est
rapide, permet de détecter une faible charge foregigt peut étre utilisée pour
un échantillon de petite taille [161].

Une étude comparative des méthodes conventionr{iekesnen direct, culture),

LAT, EIA et PCR a été réalisée sur un total de 8&®antillons provenant de 82
patients [160]. L'évaluation comparative a été atfée séparément sur des
échantillons de LCR, sérum et urine. Les résulsatist regroupés dans les

tableaux suivant.

Tableau IX: Sensibilité et spécificité des différets tests de diagnostic pour LCR [160]

Test Diseased Control Sensitivity Specificity
(r=46) (rr=30) (28) (2a)

Culture Positive 4k o 95.7 (84, 99.2) 100 (85.9, 100)
MNegative = 30

India ink Positive 43 O 93.5 (81.1, 98.3) 100 (85.9, 100)
MNegative 3 30

(Gram stain Positive 39 (8] 84.8 (70.5, 93.2) 100 (85.9, 100)
MNegative T 30

LAT Positive 46 3 100 (90.4, 100) B6.7 (68.4, 95.6)
MNegative 0 26

ElLA Positive 46 o 100 (90.4, 100) 10O (85.9, 100)
MNegative 8] 30

PCR Positive 46 O 100 (90.4, 100) 100 (85.9, 100}
Negative L] 30
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Tableau X: Sensibilité et spécificité des différesttests de diagnostic pour le sérum [160]

Test Diseased Control Sensitivity Specificity
(n=35) (n=30) (%) (%0}

LAT Positive 35 2 100 (87.7, 100) 93.3 (78.3, 98.4)
MNegative 0 28

ElA Positive 35 0 100 (87.7, 100) 100 (85.9, 100)
Negative 0 30

PCR Positive 35 0 100 (87.7, 100) 100 (85.9, 100)
MNegative 0 30

Tableau Xl : Sensibilité et spécificité des diffénats tests de diagnostic pour I'urine [160]

Test Diseased Control Sensitivity Specificity
(ra=—28) (=30} () (26)

Culture Positive L= o 21.4 (9, 41.5) 100 (85.9. 100)
Negative 22 30

India ink Positive b= (8] 32.1 (16.6, 52.4) 100 (85.9, 100)
MNegative 19 30

Gram stain Positive 5 (8] 17.9 (6.8, 37.6) 100 (85.9, 100)
MNegative 23 30

LAT Positive 28 3 100 (85, 100) S0 (F2.3, 97.4)
MNegative L] 27

ELA Positive 28 (8] 100 (85, 100) 100 (85.9, 100)
MNegative (8] 30

PCR Positive 28 (8] 100 (85, 100) 100 (85.9, 100)
MNegative 0 30

Tableau Xll : Variations de résultats de tests surdes intervalles de temps aprés le début de traiteme
antifongique (nombre d’échantillon positif / nombretotal d’échantillon) [160]

Pre-treatment

Days after starting antifungal treatment (AT)

6-13 14-21 22-29 30-37 3845 4665 6690 Total (AT)
CSF
Culture 44/46 6/7 5/10 5/9 4/6 1/9 0/4 0/5 21/50
Gram stain 39/46 617 7/10 7/9 4/6 4/9 2/4 1/5 31/50
India ink 43/46 717 7/10 6/9 5/6 4/9 2/4 1/5 32/50
LAT 46/46 717 10/10 9/9 6/6 9/9 2/4 3/5 46/50
EIA 46/46 717 10/10 9/9 6/6 9/9 2/4 3/5 46/50
PCR 46/46 717 10/10 9/9 6/6 9/9 4/4 3/5 48/50
Serum
LAT 35/35 23/23 9/9 6/6 3/3 1/1 1/2 0/2 43/46
EIA 35/35 23/23 9/9 6/6 3/3 1/1 1/2 0/2 43/46
PCR 35/35 23/23 9/9 6/6 3/3 1/1 1/2 0/2 43/46
Urine
Culture 6/28 4/29 0/14 0/6 0/7 0/2 0/4 0/2 4/64
Gram stain 5/28 0/29 0/14 /6 0/7 0z 0/4 0/2 0/64
India ink 9/28 3/29 0/14 0/6 0/7 0/2 0/4 0/2 3/64
LAT 28/28 29/29 14/14 5/6 5/7 0/2 1/4 0/2 54/64
EIA 28/28 29/29 14/14 6/6 6/7 1/2 1/4 0/2 57/64
PCR 28/28 29/29 14/14 6/6 6/7 2/2 2/4 0/2 59/64
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Selon ces résultats, il y avait concordance de 1680fe I'EIA et la PCR dans
tous les échantillons avant traitement antifongigqeequi démontre que les deux
tests sont comparables. Apres linitiation de éraiént, lorsque I'EIA est négatif,
tous les autres tests I'étaient également, a feine de la PCR. Ceci affirme
qgue la PCR est le test le plus sensible. En olatfeCR n'a pas détecté de 'ADN
dans aucun des échantillons de contréle, ce quod&msa spécificité.

Pour les échantillons obtenus apres le début diermant (suivi des
échantillons) [tab.XIl], la durée de la positivilé la LAT, EIA et la PCR dans
le LCR était plus longue (> 90 jours), suivie parsérum (~ 65 jours), puis
l'urine (~ 45 jours). Bien que la charge fongiquengl l'urine fat faible, la
présence de l'antigene cryptococcique dans l'uéta#t suffisante pour étre
détectée. Par conséquent, la détection dans |'emparticulier par PCR et EIA
peut étre utile lorsque l'obtention des échantdlmvasifs telles que la LCR et le
sérum se révele difficile.

Ainsi, en conclusion, il a été démontré que LATAEt la PCR ont une
sensibilité plus élevée que les méthodes microgoegi directes. Celle-ci ont
été positives, méme si la culture était négat@d?CR a la meilleure sensibilité
puisqu’elle donne des résultats positifs lorsque tes autres tests donnent des
résultats négatifs.

Une autre étude pour La détection@eneoformansians le LCR par la PCR a
éte réalisée [161]. Les résultats démontrent queethnique PCR a une
sensibilité et une spécificité élevée (92,9% ettaQfespectivement), supérieure
a la culture (85,7% et 100%) et I'encre de Chin@8% et 100%) [Tab.XIII].
En plus la PCR pouvait détecter 1 cellule / ml @RL
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Tableau XlIl : Comparaison des résultats obtenus pala méthode PCR,
dans les échantillons de LCR de 72 de patients [1]61

culture et test a I'encre de Chim

Samples Cryptococcal Other Sensitivity Specificity
n="72 meningits meningites (96) (5&)
n =506 n=16
Culture Fos 43 (0] 76.8 100
Neg 13 16 (63.3-86.6) (75.9-100)
China Ink Test Pos 48 0] 85.7 100
Neg 8 16 (73.2-93.2) (75.9-100)
PCR Pos 52 0 92.9 100
Neg 4 16 (81.9-97.7) (75.9-100)

L’analyse comparative des trois méthodes, enciehilee, la culture et la PCR a
démontré que cette derniere est beaucoup plusbtersispécifique, et peut étre
utilisée comme technique dans le diagnostic aurébime de la cryptococcose
[161].

Sur la base de ces données, I'utilisation de la @&Recommandée, car elle est
sensible, et offre une aide spécifigue et précialmaes I'établissement d'un
diagnostic de cryptococcos# dans sa détection précoce, réduisant ainsi la
morbidité et la mortalité surtout que l'incideneeld maladie augmente de facon

alarmante.

Questions a aborder :

Si la PCR doit étre utilisée en routine dans lesiatoires, il existe des facteurs
de grande importance. Par exemple Le volume de &aragter doit étre compris
dans le champ des volumes qui sont habituellemeiéviEs chez un patient.
Encore une fois, un écart important existe entseélkeides, avec des volumes

d'échantillons sanguins allant de 200 microlitr&#85] a 10 ml [166]. Sachant
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que la charge fongique dans la circulation d'uepapeut étre inférieure a un
génome par ml, il est recommandé d'utiliser ene3ml, ce qui correspond au
volume de sang en charge par la plupart des tubgsélevement EDTA dans
les hépitaux. Un volume sanguin plus grand augmiansensibilité de I'essai en
raison de l'augmentation du nombre de cellules ifpeg [167]. Une autre
considération cruciale dans le développement dest tle diagnostic en

laboratoire des IFI serait le potentiel pour I'amddisation de la méthode.

La plupart des études récentes qui font usage € R en temps réel pour le
diagnostic des IFI ont ignoré I'aspect quantitdéfla PCR. En fait, peu d'études
rapporte la quantité d’ADN trouvée dans I'échanttiltlinique traité, ils utilisent
simplement la PCR en temps réel comme critere ldiatian, les échantillons
sont décrits comme étant soient positifs (franemsnt du seuil de fluorescence
avant un certain nombre de cycles) ou négatifs.'é@ude quantitative de
’ADN peut étre nécessaire dans le suivi des répsrihérapeutiques. La PCR
en temps réel pourrait étre utilisée quantitativetmafin de permettre une

surveillance plus étroite des réponses de I'llal thérapie.

L'amplification d'une séquence d'ADN cible par PE€Rdique pas la viabilité

des organismes sources. La détermination de lditéade I'agent pathogene est
importante pour déterminer si l'infection est ercactive ainsi qu’a I'évaluation
de l'efficacité d'un traitement particulier. L'anfishtion et la détection de

I'ARNmM par RT-PCR peut donc étre un moyen de sdwil’efficacité du

traitement antifongique.

Certaines études utilisent des échantillons praveda donneurs sains dopés

par des cellules fongiques pour évaluer la perfoneade la PCR [168], ceci
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peut ne pas refléter la sensibilité de I'essaiiguie lorsque des échantillons

provenant de personnes malades sont analysés.

Une présence transitoire d’ADN fongiques dans é&gwement clinique pourrait
étre possible, mais une infection ne peut étreuexdl'interprétation d'un seul
test PCR positif doit &tre mise en relation avecféeteurs de I'hote, les facteurs
de risque individuels, les signes cliniqgues dugmdtet la spécificité de la PCR
[169]. A titre d'exemple, dans un état critique,néeitropénie chez un patient a
haut risque, un seul test PCR Aspergillus positifiquerait le lancement

immédiat d'un traitement antifongique.

Il ya également certaines questions a abordedmiitilisation de ces tests, tels
gue le risque de contamination (qui peut étre msenpar l'utilisation de dosage
PCR en temps réel). La fréequence d'échantillonéagatuel. La fréquence des
tests PCR nécessaires chez les patients a haue peqir détecter I'lFl assez tot
pour parvenir a une réduction de la mortalité patahcement immeédiat d'un

traitement.

Outre l'utilisation de la PCR pour le diagnostics dél chez les patients
symptomatiques, cette technologie hautement sengibut également étre
effectuée a titre préventif pour surveiller lesiguaiis a risque de développer des
IFl, une stratégie utilisée avec succes pour ctartrlies infections virales
opportunistes. Chez ces patients, les sensibiliiggsimales et Les spécificités
élevées sont obligatoires afin de minimiser le ussale résultats faussement

négatifs.
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Conclusion
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Les techniques de la biologie moléculaire sonttdebniques prometteuses qui
offrent une meilleure sensibilité et spécificitéuet gain de temps considérable
comparées aux méthodes de diagnostic conventiesnéle diagnostic des IFI
par PCR seul, ou combiné a d’autres testes concmmine test de dépistage
simple et rapide avec des sensibilités éleveesstidlais d'exécutions rapides.
Ainsi, elle peut contribuer a réduire le traitemantifongique empirique et peut-
étre un outil précieux pour linitiation précoce let suivi de la thérapie
antifongique. Néanmoins, comme toute techniqueaadg sensibilité le risque
de contamination est important et donc de fauxti®sides résultats faux
négatifs peuvent également subvenir a cause denkldité aux inhibiteurs de
la PCR.

Malgré tout les avantages qu’offre la biologie nooléire, elle n’a pas encore sa
place dans le diagnostic de routine en mycologidicaée a I'inverse d’autres
domaines comme la virologie et la bactériologie.ni@nque de standardisation
est la cause de l'absence d'un test de diagnostsc IBI approuvé par les
instances concernées (FDA, EORTC-MSG..).
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Résumé

Titre : Apport de la biologie moléculaire dans le diagimostes infections

fongiques invasives

Auteur : REDOUANE TELLAA.

Mots clés :infection ; fongique ; invasive ; biologie moléairk ; diagnostic.

Les infections fongiques invasives représententréel danger pour la vie
humaine, elles sont graves et a l'origine d'undatt# élevée, Leur incidence a

augmenté sensiblement pendant les deux derniecesmiés.

Actuellement, le diagnostic mycologique classiquerepose majoritairement
sur la mise en évidence directe ou apres cultuse ab@mpignons dans les
prélevements biologiques n'est pas toujours seit et parfois ne permet pas
un diagnostic précoce. Or, la précocité du diagmesnditionne la qualité de la

prise en charge thérapeutique.

Les méthodes moléculaires ont le potentiel de fouanla fois des taux de
détection élevée, une identification spécifiqueuet gain de temps dans le
diagnostic des infections fongiques. En outre, iplus questions doivent étre
abordées avant que les méthodes basées sur laiatétd@cide nucléique

fongique soient adaptées a un diagnostique denmulti

Nous rapportons dans ce travail les derniers psogéalisés ainsi qu’une
évaluation des techniques de la biologie moléaelldians le diagnostic des

infections fongiques comparées avec les méthodeseationnelles.
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Abstract

Title: Contribution of molecular biology in the diagnosi§ invasive fungal

infections.

Author: REDOUANE TELLAA.

Keywords: infection; fungal; invasive; molecular biology; di#ostic.

Invasive fungal infections are a real danger to &urife, they are serious and
cause high mortality, their impact has increasgdicantly over the past two

decades.

Currently, conventional mycological diagnosis bas&inly on direct evidence
or after culturing fungi in biological samples istnalways satisfactory and
sometimes does not allow early diagnosis. Howesanly diagnosis determines

the quality of the therapeutic management.

Molecular methods have the potential to providehbbigh detection rate,
specific identification and saves time in the diagja of fungal infections. In
addition, several issues must be addressed bdferanethods based on the

detection of fungal nucleic acid can be adaptdtéadiagnostic routine.

We report in this work the recent progress and waauation of molecular
biology techniques in the diagnosis of fungal itifats compared with

conventional methods.
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

= @’honorer ceux, qui m’ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant
fidele a leur renseignement.

= D’exercer ma profession avec conscien’ce, dans [intérét
de la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité et
mes devoirs envers le malade et sa dignité humain.

- D’étre fidele dans Cexercice de la pharmacie a législation
en vigueur aux_ régles de [honneur, de la probité et du
désintéressement.

- De ne pas dévoiler a personne les secrets qui m auraient
été confiés ou dont j'aurais eu connaissance dans [exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
favoriser les actes criminels.

= Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a
mes promesses, que je sois méprisé de mes confreéres si je
manquais a mes engagements.
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