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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI -  

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT 

 
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 estudiantines : Professeur Mohammed JIDDANE 
Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération : Professeur Ali BENOMAR  
Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques à la Pharmacie : 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-Vasculaire 
9. Pr. SBIHI Ahmed     Anesthésie –Réanimation 
10. Pr. TAOBANE Hamid*    Chirurgie Thoracique 
 
 



Mai et Novembre 1982 
11. Pr. ABROUQ Ali*    Oto-Rhino-Laryngologie 
12. Pr. BENOMAR M’hammed   Chirurgie-Cardio-Vasculaire 
13. Pr. BENSOUDA Mohamed   Anatomie 
14. Pr. BENOSMAN Abdellatif   Chirurgie Thoracique 
15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naïma  Physiologie 
 
Novembre 1983 
16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*   Pneumo-phtisiologie 
17. Pr. BALAFREJ Amina    Pédiatrie 
18. Pr. BELLAKHDAR Fouad   Neurochirurgie 
19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia  Rhumatologie 
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine   Cardiologie 
 
Décembre 1984 
21. Pr. BOUCETTA Mohamed*   Neurochirurgie 
22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil  Radiothérapie 
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz   Médecine Interne 
24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi   Anesthésie -Réanimation 
25. Pr. NAJI M’Barek *   Immuno-Hématologie 
26. Pr. SETTAF Abdellatif    Chirurgie 
 
Novembre et Décembre 1985 
27. Pr. BENJELLOUN Halima   Cardiologie 
28. Pr. BENSAID Younes    Pathologie Chirurgicale 
29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa Neurologie 
30. Pr. IHRAI Hssain *    Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale 
31. Pr. IRAQI Ghali     Pneumo-phtisiologie 
32. Pr. KZADRI Mohamed    Oto-Rhino-laryngologie 
 
Janvier, Février et Décembre 1987 
33. Pr. AJANA Ali     Radiologie 
34. Pr. AMMAR Fanid    Pathologie Chirurgicale 
35. Pr. CHAHED OUAZZANI    Gastro-Entérologie 
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq  Pneumo-phtisiologie 
37. Pr. EL HAITEM Naïma    Cardiologie 
38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*   Chimie-Toxicologie Expertise 
39. Pr. EL YAACOUBI Moradh   Traumatologie Orthopédie 
40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah   Gastro-Entérologie 
41. Pr. LACHKAR Hassan     Médecine Interne 
42. Pr. OHAYON Victor*    Médecine Interne 
43. Pr. YAHYAOUI Mohamed   Neurologie 
 
Décembre 1988 
44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique 



45. Pr. DAFIRI Rachida    Radiologie 
46. Pr. FAIK Mohamed    Urologie 
47. Pr. HERMAS Mohamed     Traumatologie Orthopédie 
48. Pr. TOLOUNE Farida*     Médecine Interne 
 
Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990 
49. Pr. ADNAOUI Mohamed   Médecine Interne 
50. Pr. AOUNI Mohamed    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 Aîcha    Gynécologie -Obstétrique 
56. Pr. MANSOURI Fatima    Anatomie-Pathologique 
57. Pr. OUAZZANI Taïbi Mohamed Réda  Neurologie 
58. Pr. SEDRATI Omar*    Dermatologie 
59. Pr. TAZI Saoud Anas    Anesthésie Réanimation 
 
Février Avril Juillet et Décembre 1991 
60. Pr. AL HAMANY Zaîtounia   Anatomie-Pathologique 
61. Pr. ATMANI Mohamed*    Anesthésie Réanimation 
62. Pr. AZZOUZI Abderrahim   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 Générale 
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, Santé Publique et Hygiène  
79. Pr. SOULAYMANI Rachida   Pharmacologie 
80. Pr. TAOUFIK Jamal    Chimie thérapeutique 
 
Décembre 1992 
81. Pr. AHALLAT Mohamed   Chirurgie Générale 
82. Pr. BENOUDA Amina    Microbiologie 
83. Pr. BENSOUDA Adil    Anesthésie Réanimation 



84. Pr. BOUJIDA Mohamed Najib   Radiologie 
85. Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza  Gastro-Entérologie 
86. Pr. CHRAIBI Chafiq    Gynécologie Obstétrique 
87. Pr. DAOUDI Rajae    Ophtalmologie 
88. Pr. DEHAYNI Mohamed*   Gynécologie Obstétrique 
89. Pr. EL HADDOURY Mohamed   Anesthésie Réanimation 
90. Pr. EL OUAHABI Abdessamad   Neurochirurgie 
91. Pr. FELLAT Rokaya    Cardiologie 
92. Pr. GHAFIR Driss*    Médecine Interne 
93. Pr. JIDDANE Mohamed    Anatomie 
94. Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine Gynécologie Obstétrique 
95. Pr. TAGHY Ahmed    Chirurgie Générale 
96. Pr. ZOUHDI Mimoun    Microbiologie 
 
 Mars 1994 
97. Pr. AGNAOU Lahcen    Ophtalmologie 
98. Pr. AL BAROUDI Saad  Chirurgie Générale 
99. Pr. BENCHERIFA Fatiha   Ophtalmologie 
100. Pr. BENJAAFAR Noureddine   Radiothérapie 
101. Pr. BENJELLOUN Samir   Chirurgie Générale 
102. Pr. BEN RAIS Nozha    Biophysique 
103. Pr. CAOUI Malika    Biophysique 
104. Pr. CHRAIBI Abdelmjid   Endocrinologie et Maladies Métaboliques 
105. Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT Gynécologie Obstétrique 
106. Pr. EL AOUAD Rajae    Immunologie 
107. Pr. EL BARDOUNI Ahmed   Traumato-Orthopédie 
108. Pr. EL HASSANI My Rachid   Radiologie  
109. Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur Médecine Interne 
110. Pr. EL KIRAT Abdelmajid*   Chirurgie Cardio- Vasculaire 
111. Pr. ERROUGANI Abdelkader   Chirurgie Générale 
112. Pr. ESSAKALI Malika    Immunologie 
113. Pr. ETTAYEBI Fouad    Chirurgie Pédiatrique 
114. Pr. HADRI Larbi*    Médecine Interne 
115. Pr. HASSAM Badredine   Dermatologie 
116. Pr. IFRINE Lahssan    Chirurgie Générale 
117. Pr. JELTHI Ahmed    Anatomie Pathologique 
118. Pr. MAHFOUD Mustapha   Traumatologie – Orthopédie 
119. Pr. MOUDENE Ahmed*   Traumatologie- Orthopédie 
120. Pr. OULBACHA Said    Chirurgie Générale 
121. Pr. RHRAB Brahim    Gynécologie –Obstétrique 
122. Pr. SENOUCI Karima ép. BELKHADIR Dermatologie 
123. Pr. SLAOUI Anas    Chirurgie Cardio-Vasculaire 
 
Mars 1994 
124. Pr. ABBAR Mohamed*    Urologie 



125. Pr. ABDELHAK M’barek   Chirurgie – Pédiatrique 
126. Pr. BELAIDI Halima    Neurologie 
127. Pr. BRAHMI Rida Slimane   Gynécologie Obstétrique 
128. Pr. BENTAHILA Abdelali   Pédiatrie 
129. Pr. BENYAHIA Mohammed Ali  Gynécologie – Obstétrique 
130. Pr. BERRADA Mohamed Saleh  Traumatologie – Orthopédie 
131. Pr. CHAMI Ilham    Radiologie 
132. Pr. CHERKAOUI LallaOuafae   Ophtalmologie 
133. Pr. EL ABBADI Najia    Neurochirurgie 
134. Pr. HANINE Ahmed*    Radiologie 
135. Pr. JALIL Abdelouahed    Chirurgie Générale 
136. Pr. LAKHDAR Amina    Gynécologie Obstétrique 
137. Pr. MOUANE Nezha    Pédiatrie 
 
Mars 1995 
138. Pr. ABOUQUAL Redouane   Réanimation Médicale 
139. Pr. AMRAOUI Mohamed   Chirurgie Générale 
140. Pr. BAIDADA Abdelaziz   Gynécologie Obstétrique 
141. Pr. BARGACH Samir    Gynécologie Obstétrique 
142. Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*   Urologie 
143. Pr. BENAZZOUZ Mustapha   Gastro-Entérologie 
144. Pr. CHAARI Jilali*    Médecine Interne 
145. Pr. DIMOU M’barek*    Anesthésie Réanimation 
146. Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine* Anesthésie Réanimation 
147. Pr. EL MESNAOUI Abbes   Chirurgie Générale 
148. Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila  Oto-Rhino-Laryngologie 
149. Pr. FERHATI Driss      
150. Gynécologie Obstétrique 
151. Pr. HASSOUNI Fadil     Médecine Préventive et Santé Publique  
152. Pr. HDA Abdelhamid*    Cardiologie 
153. Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed Urologie 
154. Pr. IBRAHIMY Wafaa    Ophtalmologie 
155. Pr. MANSOURI Aziz    Radiothérapie 
156. Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia  Ophtalmologie 
157. Pr. RZIN Abdelkader*    Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale 
158. Pr. SEFIANI Abdelaziz    Génétique 
159. Pr. ZEGGWAGH Amine Ali    Réanimation Médicale 
 
Décembre 1996 
160. Pr. AMIL Touriya*    Radiologie 
161. Pr. BELKACEM Rachid   Chirurgie Pédiatrie 
162. Pr. BELMAHI Amin    Chirurgie réparatrice et plastique  
163. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim  Ophtalmologie 
164. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan Chirurgie Générale 
165. Pr. EL MELLOUKI Ouafae*   Parasitologie 



166. Pr. GAOUZI Ahmed    Pédiatrie 
167. Pr. MAHFOUDI M’barek*   Radiologie 
168. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid  Chirurgie Générale 
169. Pr. MOHAMMADI Mohamed   Médecine Interne 
170. Pr. MOULINE Soumaya   Pneumo-phtisiologie 
171. Pr. OUADGHIRI Mohamed   Traumatologie-Orthopédie 
172. Pr. OUZEDDOUN Naima   Néphrologie 
173. Pr. ZBIR EL Mehdi*    Cardiologie   
 
Novembre 1997 
174. Pr. ALAMI Mohamed Hassan    Gynécologie-Obstétrique 
175. Pr. BEN AMAR Abdesselem    Chirurgie Générale 
176. Pr. BEN SLIMANE Lounis    Urologie 
177. Pr. BIROUK Nazha     Neurologie 
178. Pr. BOULAICH Mohamed    O.RL. 
179. Pr. CHAOUIR Souad*     Radiologie 
180. Pr. DERRAZ Said     Neurochirurgie 
181. Pr. ERREIMI Naima     Pédiatrie 
182. Pr. FELLAT Nadia     Cardiologie 
183. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra    Radiologie 
184. Pr. HAIMEUR Charki*     Anesthésie Réanimation 
185. Pr. KANOUNI NAWAL    Physiologie 
186. Pr. KOUTANI Abdellatif    Urologie 
187. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid   Chirurgie Générale 
188. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ    Pédiatrie 
189. Pr. NAZI M’barek*     Cardiologie 
190. Pr. OUAHABI Hamid*     Neurologie 
191. Pr. SAFI Lahcen*     Anesthésie Réanimation 
192. Pr. TAOUFIQ Jallal     Psychiatrie 
193. Pr. YOUSFI MALKI Mounia    Gynécologie Obstétrique 
 
 
Novembre 1998 
194. Pr. AFIFI RAJAA     Gastro-Entérologie 
195. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*   Pneumo-phtisiologie 
196. Pr. ALOUANE Mohammed*    Oto-Rhino-Laryngologie 
197. Pr. BENOMAR ALI     Neurologie 
198. Pr. BOUGTAB Abdesslam    Chirurgie Générale 
199. Pr. ER RIHANI Hassan     Oncologie Médicale 
200. Pr. EZZAITOUNI Fatima    Néphrologie 
201. Pr. KABBAJ Najat     Radiologie 
202. Pr. LAZRAK Khalid ( M)    Traumatologie Orthopédie 
 
 
 



Novembre 1998 
203. Pr. BENKIRANE Majid*    Hématologie 
204. Pr. KHATOURI ALI*     Cardiologie 
205. Pr. LABRAIMI Ahmed*    Anatomie Pathologique 
 
Janvier 2000 
206. Pr. ABID Ahmed*     Pneumophtisiologie 
207. Pr. AIT OUMAR Hassan    Pédiatrie 
208. Pr. BENCHERIF My Zahid    Ophtalmologie 
209. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd Pédiatrie 
210. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine    Pneumo-phtisiologie 
211. Pr. CHAOUI Zineb     Ophtalmologie 
212. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer  Chirurgie Générale 
213. Pr. ECHARRAB El Mahjoub    Chirurgie Générale 
214. Pr. EL FTOUH Mustapha    Pneumo-phtisiologie 
215. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*   Neurochirurgie 
216. Pr. EL OTMANYAzzedine    Chirurgie Générale 
217. Pr. GHANNAM Rachid     Cardiologie 
218. Pr. HAMMANI Lahcen     Radiologie 
219. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim    Anesthésie-Réanimation 
220. Pr. ISMAILI Hassane*     Traumatologie Orthopédie 
221. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss    Gastro-Entérologie 
222. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*    Anesthésie-Réanimation 
223. Pr. TACHINANTE Rajae    Anesthésie-Réanimation 
224. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida    Médecine Interne 
 
Novembre 2000 
225. Pr. AIDI Saadia      Neurologie 
226. Pr. AIT OURHROUI Mohamed   Dermatologie 
227. Pr. AJANA Fatima Zohra    Gastro-Entérologie 
228. Pr. BENAMR Said     Chirurgie Générale 
229. Pr. BENCHEKROUN Nabiha    Ophtalmologie 
230. Pr. CHERTI Mohammed    Cardiologie 
231. Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma  Anesthésie-Réanimation 
232. Pr. EL HASSANI Amine    Pédiatrie 
233. Pr. EL IDGHIRI Hassan    Oto-Rhino-Laryngologie 
234. Pr. EL KHADER Khalid    Urologie 
235. Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*   Rhumatologie 
236. Pr. GHARBI Mohamed El Hassan   Endocrinologie et Maladies Métaboliques 
237. Pr. HSSAIDA Rachid*     Anesthésie-Réanimation 
238. Pr. LACHKAR Azzouz     Urologie 
239. Pr. LAHLOU Abdou     Traumatologie Orthopédie 
240. Pr. MAFTAH Mohamed*    Neurochirurgie 
241. Pr. MAHASSINI Najat     Anatomie Pathologique 
242. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae   Pédiatrie 



243. Pr. NASSIH Mohamed*    Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale 
244. Pr. ROUIMI Abdelhadi     Neurologie 
 
Décembre 2001 
245. Pr. ABABOU Adil     Anesthésie-Réanimation 
246. Pr. AOUAD Aicha     Cardiologie 
247. Pr. BALKHI Hicham*     Anesthésie-Réanimation 
248. Pr. BELMEKKI Mohammed    Ophtalmologie 
249. Pr. BENABDELJLIL Maria    Neurologie 
250. Pr. BENAMAR Loubna     Néphrologie 
251. Pr. BENAMOR Jouda     Pneumo-phtisiologie 
252. Pr. BENELBARHDADI Imane    Gastro-Entérologie 
253. Pr. BENNANI Rajae     Cardiologie 
254. Pr. BENOUACHANE Thami    Pédiatrie 
255. Pr. BENYOUSSEF Khalil    Dermatologie 
256. Pr. BERRADA Rachid     Gynécologie Obstétrique 
257. Pr. BEZZA Ahmed*     Rhumatologie 
258. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi   Anatomie 
259. Pr. BOUHOUCH Rachida    Cardiologie 
260. Pr. BOUMDIN El Hassane*    Radiologie 
261. Pr. CHAT Latifa      Radiologie 
262. Pr. CHELLAOUI Mounia    Radiologie 
263. Pr. DAALI Mustapha*     Chirurgie Générale 
264. Pr. DRISSI Sidi Mourad*    Radiologie 
265. Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira    Gynécologie Obstétrique 
266. Pr. EL HIJRI Ahmed     Anesthésie-Réanimation 
267. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid   Neuro-Chirurgie 
268. Pr. EL MADHI Tarik     Chirurgie-Pédiatrique 
269. Pr. EL MOUSSAIF Hamid    Ophtalmologie 
270. Pr. EL OUNANI Mohamed    Chirurgie Générale 
271. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil    Radiologie 
272. Pr. ETTAIR Said     Pédiatrie 
273. Pr. GAZZAZ Miloudi*     Neuro-Chirurgie 
274. Pr. GOURINDA Hassan    Chirurgie-Pédiatrique 
275. Pr. HRORA Abdelmalek    Chirurgie Générale 
276. Pr. KABBAJ Saad     Anesthésie-Réanimation 
277. Pr. KABIRI EL Hassane*    Chirurgie Thoracique 
278. Pr. LAMRANI Moulay Omar    Traumatologie Orthopédie 
279. Pr. LEKEHAL Brahim     Chirurgie Vasculaire Périphérique 
280. Pr. MAHASSIN Fattouma*    Médecine Interne 
281. Pr. MEDARHRI Jalil     Chirurgie Générale 
282. Pr. MIKDAME Mohammed*    Hématologie Clinique 
283. Pr. MOHSINE Raouf     Chirurgie Générale 
284. Pr. NABIL Samira     Gynécologie Obstétrique 
285. Pr. NOUINI Yassine     Urologie 



286. Pr. OUALIM Zouhir*     Néphrologie 
287. Pr. SABBAH Farid     Chirurgie Générale 
288. Pr. SEFIANI Yasser     Chirurgie Vasculaire Périphérique 
289. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia  Pédiatrie 
290. Pr. TAZI MOUKHA Karim    Urologie 
 
Décembre 2002  
291. Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*   Anatomie Pathologique 
292. Pr. AMEUR Ahmed *     Urologie 
293. Pr. AMRI Rachida     Cardiologie 
294. Pr. AOURARH Aziz*     Gastro-Entérologie 
295. Pr. BAMOU Youssef *     Biochimie-Chimie 
296. Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*    Endocrinologie et Maladies Métaboliques 
297. Pr. BENBOUAZZA Karima    Rhumatologie 
298. Pr. BENZEKRI Laila     Dermatologie 
299. Pr. BENZZOUBEIR Nadia*    Gastro-Entérologie 
300. Pr. BERNOUSSI Zakiya    Anatomie Pathologique 
301. Pr. BICHRA Mohamed Zakariya   Psychiatrie 
302. Pr. CHOHO Abdelkrim *    Chirurgie Générale 
303. Pr. CHKIRATE Bouchra    Pédiatrie 
304. Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair  Chirurgie Pédiatrique 
305. Pr. EL ALJ Haj Ahmed     Urologie 
306. Pr. EL BARNOUSSI Leila    Gynécologie Obstétrique 
307. Pr. EL HAOURI Mohamed *    Dermatologie 
308. Pr. EL MANSARI Omar*    Chirurgie Générale 
309. Pr. ES-SADEL Abdelhamid    Chirurgie Générale 
310. Pr. FILALI ADIB Abdelhai    Gynécologie Obstétrique 
311. Pr. HADDOUR Leila     Cardiologie 
312. Pr. HAJJI Zakia      Ophtalmologie 
313. Pr. IKEN Ali      Urologie 
314. Pr. ISMAEL Farid     Traumatologie Orthopédie 
315. Pr. JAAFAR Abdeloihab*    Traumatologie Orthopédie 
316. Pr. KRIOULE Yamina     Pédiatrie 
317. Pr. LAGHMARI Mina     Ophtalmologie 
318. Pr. MABROUK Hfid*     Traumatologie Orthopédie 
319. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*   Gynécologie Obstétrique 
320. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*   Cardiologie 
321. Pr. MOUSTAINE My Rachid    Traumatologie Orthopédie 
322. Pr. NAITLHO Abdelhamid*    Médecine Interne 
323. Pr. OUJILAL Abdelilah     Oto-Rhino-Laryngologie 
324. Pr. RACHID Khalid *     Traumatologie Orthopédie 
325. Pr. RAISS Mohamed     Chirurgie Générale 
326. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*    Pneumophtisiologie 
327. Pr. RHOU Hakima     Néphrologie 
328. Pr. SIAH Samir *     Anesthésie Réanimation 



329. Pr. THIMOU Amal     Pédiatrie 
330. Pr. ZENTAR Aziz*     Chirurgie Générale 
331. Pr. ZRARA Ibtisam*     Anatomie Pathologique 
 
PROFESSEURS AGREGES : 
 
Janvier 2004 
332. Pr. ABDELLAH El Hassan    Ophtalmologie 
333. Pr. AMRANI Mariam      Anatomie Pathologique  
334. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas    Oto-Rhino-Laryngologie 
335. Pr. BENKIRANE Ahmed*    Gastro-Entérologie 
336. Pr. BENRAMDANE Larbi*    Chimie Analytique  
337. Pr. BOUGHALEM Mohamed*    Anesthésie Réanimation 
338. Pr. BOULAADAS Malik    Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale  
339. Pr. BOURAZZA Ahmed*     Neurologie  
340. Pr. CHAGAR Belkacem*    Traumatologie Orthopédie 
341. Pr. CHERRADI Nadia      Anatomie Pathologique 
342. Pr. EL FENNI Jamal*     Radiologie   
343. Pr. EL HANCHI ZAKI     Gynécologie Obstétrique  
344. Pr. EL KHORASSANI Mohamed    Pédiatrie  
345. Pr. EL YOUNASSI Badreddine*   Cardiologie  
346. Pr. HACHI Hafid     Chirurgie Générale 
347. Pr. JABOUIRIK Fatima     Pédiatrie  
348. Pr. KARMANE Abdelouahed    Ophtalmologie  
349. Pr. KHABOUZE Samira    Gynécologie Obstétrique 
350. Pr. KHARMAZ Mohamed     Traumatologie Orthopédie  
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Depuis l’invention de la technique d’amplification par PCR (polymerase chain 

reaction) en 1983, la biologie moléculaire s’est implantée rapidement dans les 

laboratoires de biologie clinique. En effet, bien que de nombreuses techniques 

de microbiologie demeurent traditionnelles (examen direct, culture, sérologie, 

tests biochimiques), la biologie moléculaire a pu trouver sa place en routine dans 

un grand nombre de laboratoires d’analyses médicales. L’étude des agents 

infectieux à l’aide des outils de biologie moléculaire est ainsi devenue 

indispensable dans certaines indications.  

Les infections par champignons sont de plus en plus importantes en milieu 

hospitalier, notamment les mycoses invasives opportunistes, les plus fréquentes 

étant Aspergillus sp, Candida sp, Cryptocccus sp et Pneumocystis sp. Ainsi, on 

estime qu’environ 30 % des aspergilloses invasives (AI) ne sont pas 

diagnostiquées. Il en est de même pour la recherche de Candida sp dans le sang 

après culture [1]. Quant aux mycoses cutanées, elles sont fréquentes et ne posent 

pas général de problème de diagnostic. En effet, le diagnostic est alors réalisé 

par les méthodes traditionnelles telles que l’examen direct, la culture, 

l’identification en galeries, voire l’histologie. À l’opposé, les mycoses invasives 

sont de diagnostic plus difficile et les techniques habituelles manquent souvent 

de rapidité, sensibilité et spécificité. 

Les  techniques de biologie moléculaire s'intègrent progressivement à coté des 

méthodes mycologiques  classiques, et tendent à se généraliser dans les 

laboratoires spécialisés  dans le diagnostic et le suivi des infections fongiques. 

Cette évolution est rendue nécessaire afin de garantir l’identification précise des 
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champignons et de diagnostiquer plus précocement les infections fongiques 

invasives (IFI).  
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Les infections causées par des mycoses  en particulier les mycoses profondes  

ont considérablement augmenté et leurs agents étiologiques se sont diversifiés 

ces dernières années, en grande partie à cause du nombre croissant de patients 

aux défenses amoindries par une maladie ou son traitement (cancer, infection 

VIH, transplantation d'organes, traitement par corticoïdes ou 

immunosuppresseurs) [2] 

Une classification simplifiée des principales mycoses vues en pratique médicale 

selon le site d’infection : 

• les mycoses superficielles ou cutanées au niveau de la tête (teigne, 

folliculite due aux dermatophytes ou à Candida), au niveau du corps et 

des membres (pityriasis versicolor, dermatomycoses, atteinte des ongles, 

folliculite) ; 

• les mycoses au niveau des muqueuses (candidose orale, œsophagite, 

candidose génitale, en particulier vaginale). 

• les mycoses sous-cutanées  rares sous nos climats  comme les mycétomes 

ou la sporotrichose. 

• les mycoses profondes ou systémiques [tab.I], dont l'approche diagnostic 

sera plus particulièrement développée ici. 

Les mycoses profondes et systémiques sont dues essentiellement à deux genres 

de champignons opportunistes et ubiquitaires, Aspergillus et Candida et d’un 

degré moindre Cryptococcus  [fig.1], mais le nombre de cas causés par d'autres 

genres ou espèces sont en augmentation. Tous deux peuvent entraîner des 

complications infectieuses graves, particulièrement chez des patients très 
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susceptibles comme les patients neutropéniques, les greffés de moelle osseuse et 

d'organes solides, ainsi que certains patients de soins intensifs avec multiples 

facteurs de risques (antibiotiques à large spectre, cathéters intravasculaires, 

insuffisance rénale, dialyse, intubation de longue durée). Il est donc essentiel 

d'avoir un indice de suspicion élevé face à de tels patients, car la présentation 

clinique de ces infections fongiques profondes est peu spécifique, ceci 

particulièrement au début, quand un traitement efficace est encore envisageable. 

En plus d'une présentation clinique souvent peu évocatrice, les moyens 

diagnostiques conventionnels pour détecter une atteinte fongique sont 

insuffisamment sensibles et rapides. Il n'est dès lors pas étonnant que de 

nombreux développements de nouveaux tests diagnostiques aient été entrepris 

ces dernières années avec certains résultats prometteurs.  

           Tableau I : Mycoses profondes [4]. 
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Figure 1 : Répartitions des mycoses profondes : ONCO-HEMATOLOGIE 

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

 

 

 

Le diagnostic conventionnel des mycoses profondes repose sur la triade 

classique : examen direct, culture et examen anatomopathologique, ce dernier 

étant très rarement à disposition [3]. 
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Tableau II : Diagnostic des IFI [4].  

 

(+) Méthodes établies et disponibles. 

 

I-  Examen direct : 

L'intérêt de l'examen direct est sa rapidité. En cas de résultat positif, 

l'interprétation doit tenir compte du site de prélèvement (site normalement stérile 

ou non), des facteurs de risque présents chez le patient et de la clinique associée. 

Vu leur aspect ubiquitaire, des champignons peuvent coloniser la peau ou les 

muqueuses  en particulier respiratoires  sans être nécessairement responsables 

d'un processus pathologique.  

Les principaux examens directs microscopiques utilisés pour la mise en 

évidence d'éléments mycosiques dans les échantillons cliniques sont : 

• Examen à l'état frais sans coloration, avec ou sans adjonction de KOH à 

20%, réservé surtout aux prélèvements superficiels (peau, muqueuses, 

sécrétions vaginales) ou éventuellement les urines. 
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• Examen avec coloration de Gram qui  sans être une coloration de choix 

pour les champignons  permet de mettre en évidence les levures du 

genre Candida apparaissant «Gram positif». Cet examen est surtout utile 

lorsqu'une demande ciblée de recherche d'éléments fongiques n'a pas été 

envisagée ou précisée par le clinicien. 

• Examen avec diverses substances fluorescentes mettant en évidence au 

microscope à fluorescence la paroi des champignons (Calcofluor). 

• Examen avec encre de Chine, qui permet la visualisation de la capsule des 

Cryptocoques dans certains liquides biologiques, en particulier dans le 

LCR ou les urines. 

 

Figure 2: Examen direct sur LCR (encre de Chine x1000) : levures encapsulées cryptococcique. 

 

L’examen mycologique direct a de nombreuses limites par exemple il y’a risque 

d’obtention de  résultats faux négatifs en cas de prélèvement de matériel non 

parasité, ou faux positifs en cas de contamination, également il peut y avoir une 

difficulté d'interprétation (distinction entre filaments mycéliens et pseudo 

filaments mycéliens). 
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En cas de résultat négatif, une infection fongique n'est pas exclue, vu la 

sensibilité très modérée de cet examen. 

II-  Cultures : 

La culture reste actuellement la pierre angulaire du diagnostic des mycoses 

profondes. Elle seule permet une identification précise du genre et de l'espèce, 

ainsi que la détermination de la sensibilité aux agents antifongiques. Ce dernier 

test, appelé antifongigramme par analogie à l'antibiogramme, est de plus en plus 

demandé pour des espèces avec résistance connue, ou en cas de réponse 

thérapeutique insatisfaisante. Comme avec l'examen direct, une culture positive 

pour un champignon opportuniste comme Candida ou Aspergillus ne prouve pas 

automatiquement une infection à ces germes. Un simple traitement antibiotique 

de quelques jours peut favoriser la croissance de Candida dans des prélèvements 

respiratoires ou vaginaux, et la grande majorité des cultures de prélèvements 

respiratoires «non stériles» positifs pour Aspergillus représentent une simple 

colonisation plutôt qu'une infection nécessitant un traitement [4]. Là aussi, 

l'interprétation clinique d'une culture positive tiendra compte du type de patients, 

des facteurs de risque et d'autres paramètres biologiques ou radiologiques. 

Pour le diagnostic des infections disséminées à levures (en particulier celles 

à Candida), le prélèvement de choix reste l'hémoculture, même si sa sensibilité 

est très imparfaite malgré les perfectionnements techniques et l'utilisation de 

milieux spécifiques dédiés aux champignons. A la sensibilité modeste de 

l'hémoculture s'ajoute le délai de positivité qui peut atteindre plusieurs jours, 

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

 

L’identification de ces levures  repose sur l'analyse phénotypique de leurs 

caractéristiques morphologiques et physiologiques. Plusieurs  systèmes 

d'identification basés  sur l’analyse des caractères biochimiques (assimilation et 

fermentation des sucres) ont été standardisés. Cependant, la base de données 

générée par la combinaison de ces caractères est relativement limitée et 

incomplète. Bien que ces systèmes permettent d'identifier avec Une bonne 

précision les levures  les plus couramment  isolées en pathologie humaine, ils 

sont insuffisants  pour l'identification précise  de certaines espèces  telles que 

des levures émergentes comme  Candida  dubliniensis, Candida  famata...  ou 

encore des espèces dont les profils  biochimiques  sont  très proches.  

La situation est encore plus difficile en ce qui concerne les champignons 

filamenteux, pour lesquels  l'identification  est basée  exclusivement sur les seuls 

caractères morphologiques. Outre les difficultés inhérentes  à  l'identification 

microscopique précise,  certains  champignons  filamenteux ont une croissance 

lente et difficile  sur les milieux standards et ne développent pas tous les critères 
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morphologiques nécessaires  au diagnostic d'espèce. L'hémoculture est d'une 

rentabilité quasi nulle.  

L'identification précise (au genre et à l'espèce) des champignons poussant sur les 

milieux de culture fait appel à des tests de reconnaissance phénotypiques 

macroscopiques (morphologie et pigmentation des colonies) et microscopiques 

(type de mycélium, présence de levures, filaments ou pseudo-filaments), ainsi 

que  pour les levures  à des systèmes commerciaux basés sur l'assimilation de 

différents hydrates de carbone. 

L'examen histopathologique, qui nécessite de disposer d'un fragment de tissu, 

est rarement pratiqué pour diverses raisons. Cet examen a l'immense avantage de 

permettre de visualiser les éléments fongiques directement dans les tissus au site 

d'infection, et est souvent requis pour poser un diagnostic de certitude, mais il 

reste un examen invasif difficile à réaliser chez des patients déjà traumatisé. 

Ces  techniques d'identification des espèces fongiques manquent de précision et 

nécessitent d'obtenir préalablement, à  partir de l’échantillon biologique, un 

développement in vitro sur un milieu adapté. 

III-   Examens Sérologiques : 

Deux catégories de tests diagnostiques ont été développées ces dernières années 

dans le but d'améliorer  et d'accélérer  le diagnostic des mycoses profondes ou 

systémiques : la détection d'antigènes circulants et celle d’anticorps spécifiques. 
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1- Détection d'antigènes fongiques : 

Cette approche est utilisée depuis de nombreuses années pour détecter la 

présence de Cryptocoques, en particulier dans le LCR et le sérum. Elle est basée 

sur un test d'agglutination ou un ElISA entre un anticorps spécifique et un 

composant antigénique polysaccharidique soluble de la capsule des 

Cryptocoques présent dans le LCR ou le sérum. Ce test, réalisable en quelques 

minutes, avec une bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic d'une 

infection à Cryptocoques [25]. Quelques réactions croisées sont connues avec 

d'autres champignons, comme Trichosporon beigelii.  

Les développements récents concernent essentiellement Aspergillus et Candida. 

Pour Aspergillus, un test commercial (Platelia Aspergillus, Biorad®) permet la 

détection par méthode ELISA d'un composant de la paroi, le galactomannane 

[Fig.4], dans différents échantillons cliniques, dont en particulier le sérum [5].  

 

 

Figure 4 : Technique ELISA pour la détection du galactomannane.                                                                                                                           
Mennink-Kersen, Lancet 2003. 
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Ce test a aussi été utilisé avec succès dans des échantillons de lavage broncho-

alvéolaire (LBA) [16,24], LCR et urine [23]. La diminution du taux de 

galactomannane circulant paraît associée à un bon pronostic, sa persistance ou 

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

Par ailleurs, cette technique pose également des problèmes de spécificité, avec 

des taux de faux positifs pouvant atteindre 10 % en pédiatrie [71]. Plusieurs 

équipes françaises et italiennes ont constaté une augmentation des résultats faux-

positifs avec ce test et ils ont mis en évidence une corrélation entre ces résultats 

et l’administration de pénicillines semi-synthétiques [170, 171, 172].  Certains 

aliments (céréales, lait) ont été décrits comme responsables de translocation 

digestive de galactomannanes [17]. Des réactions croisées avec Histoplasma ont 

été aussi décrites [18]. Les traitements antifongiques sont également une cause 

de diminution de la sensibilité [19,20]. 

Pour Candida, un test analogue au Platelia Aspergillus a été développé pour la 

détection d'un composé de paroi, le mannane (Platelia Candida, Biorad®). La 

sensibilité de la détection du mannane sérique pour détecter une candidose 

invasive (CI) est relativement basse [7], mais la détection combinée de l'antigène 

mannane et des anticorps antimannane permet d'accroître significativement la 

sensibilité et la spécificité [7].  

Les mannanes fongiques ou galactomannanes peuvent être rapidement éliminés 

de la circulation par la formation de complexes immuns et par endocytose par 

les cellules de Kupffer dans le foie [10,11, 12], limitant ainsi la sensibilité de ces 

approches diagnostiques.  
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Un troisième test a été développé, qui détecte la présence d'un composé de paroi 

commune à la plupart des (dont notamment Candida et Aspergillus), le glucane 

(β (1-3) D-glucane) [9]. Ces limites sont  surtout le risque de résultats faux 

positifs lors des bactériémies gram + et dialyse [21], et avec amoxiciline-clav 

[17] et l’impossibilité de détecter les espèces non porteuses de Glucane 

(Cryptococcus spp., Basidiomycetes spp., Zygomycetes spp) [15]. 

En résumé, l'intérêt de ces tests de détection d'antigènes circulants pour le 

diagnostic des IFI est double : en cas de résultats négatifs, conduire à une 

réduction de l'utilisation empirique d'agents antifongiques souvent très onéreux ; 

en cas de résultats positifs, initier une administration préemptive plus précoce 

d'agents antifongiques avec l'espoir d'une efficacité accrue. 

2- Détection des anticorps spécifiques : 

Le diagnostic définitif d’IFI est généralement basé sur la récupération et 

l'identification d'un agent étiologique spécifique à partir d'échantillons cliniques 

ou la démonstration microscopique de champignons avec des caractéristiques 

morphologiques distinctifs. Cependant, si aucune preuve culturelle, ni 

morphologique de l'infection est disponible, d'autres approches doivent être 

utilisées. La détection des anticorps spécifiques des réponses humorale de l’hôte 

peut fournir cette information supplémentaire pour le diagnostic des IFI. Bien 

que les tests sérologiques aient été utilisés pendant de nombreuses décennies 

pour établir des diagnostics d'un certain nombre d'infections fongiques [13 ,14]. 

Les tests d'anticorps sont rarement utilisés dans le diagnostic de la CI, l'AI, ou la 

cryptococcose [12]  
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La détection des anticorps spécifiques des réponses de l’hôte, est souvent 

utilisée dans le diagnostic des mycoses endémiques, qui sont difficiles à détecter 

par des méthodes traditionnelles telles que les méthodes de culture. 

Les tests sérologiques ont des limites qui comprennent : 

• Des réactions croisées entre les différentes espèces. 

•  La présence d'anticorps dirigés contre les champignons communs 

environnementaux ou commensaux. 

•  Le manque de standardisation des antigènes et des méthodes pour la 

détection des anticorps.  

• La faible réponse immunitaire chez les patients immunodéprimés (SIDA, 

chimiothérapie, corticothérapie ….). 
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Chapitre II : 

Technique de la biologie 

moléculaire en mycologie médicale : 
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I-  principe des techniques de la biologie 

moléculaire : 

La biologie moléculaire comprend l'ensemble des techniques basées sur l'étude, 

la Détection et la modification des acides nucléiques. C'est un outil à la fois de 

recherche, de diagnostic et de prédiction des maladies en médecine humaine.  

Les techniques de biologie Moléculaire ont connu un essor extraordinaire ces 

dernières années passant de processus lourds, fastidieux et longs à mettre en 

œuvre à des techniques partiellement ou totalement automatisées. 

1- L’extraction de l’ADN :  

L’extraction de l’ADN (acide désoxyribonucléique) est une technique qui isole 

l’ADN à partir d’une cellule en quantité et en qualité suffisante pour permettre 

son analyse. 

Principales étapes : 

Classiquement les principales étapes de l’extraction de l’ADN sont les 

suivantes : 

 Destruction des tissus (en cas de biopsie) et des cellules afin de 

libérer l’ADN du noyau. 

 Elimination des protéines et peptides.  

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

 

2.1- Principes : 

La PCR ou Polymérase Chain Réaction est une technique qui permet 

l’amplification des acides nucléiques humains ou exogènes. Elle repose sur la 

capacité d'une enzyme, une ADN polymérase, à synthétiser le brin 

complémentaire d'un ADN servant de matrice. 

La PCR correspond à une amplification d'un fragment d'ADN spécifique 

délimité par des amorces (ou primer). Celles-ci sont constituées d'un segment de 

17 à 30 bases d'acide nucléique. Leur association à l'ADN cible est suivie d'une 

élongation par la polymérase, aboutissant à la synthèse d'un ADN double brin. 

Cette amplification est répétée un certain nombre de fois afin d'obtenir une 

quantité d'ADN suffisante pour être détectée et analyser. 

2.2- Historique de la PCR : 

Cette technique révolutionnaire d’amplification de l’ADN permettant 

l’obtention en peu de temps de 10⁶ copies d’un fragment d’ADN cible, a été 

inventée en 1985 par Kary Mullis, qui travaillait pour la firme Cetus, en 

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

La technique a été utilisée la première fois pour amplifier un fragment d’ADN 

de la β globine humaine en vue d’effectuer le diagnostic de l’anémie à cellules 

caliciformes (drépanocytose).  

Deux progrès technologiques capitaux ont été à la base de l’utilisation très large 

de la PCR en biologie moléculaire et en biologie clinique : 
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1- L’utilisation de l’ADN polymérase thermostable supportant la 

température élevée de dénaturation de l’ADN. La première enzyme 

thermostable utilisée en PCR est la Taq polymérase isolée d’une bactérie 

thermophile, Thermus aquaticus, isolée d’une source d’eau chaude du 

parc de Yellowstone, aux Etats-Unis. Cette molécule avait été dénommée 

molécule de l’année 1989 par la revue science. Depuis d’autres 

polymérases ont été isolées à partir d’autre microorganismes et sont 

commercialisées.   

2- Le développement de blocs chauffants automatisés programmables, 

permettant le passage rapide et automatisé d’une température à une autre, 

au cours des cycles d’amplifications ; ces blocs chauffants appelés 

thermocycleurs ont permis l’automatisation de la technique et sa diffusion 

dans de nombreux laboratoires. 

2.3- Acteurs de la PCR : 

a-  L'acide désoxyribonucléique contenant le fragment à amplifier :  

Situé dans le noyau de la cellule, il est constitué de deux brins formant une 

double hélice. L'ADN est formé d'unités de bases, les nucléotides (une base + un 

sucre [le désoxyribose] + un phosphate), reliés par des liaisons phosphodiesters 

[Fig.5]. On distingue quatre bases:  

                            - les bases puriques: adénine (A) et guanine (G) 

                            - les bases pyrimidiques : cytosine (C) et thymine (T) 

Les deux chaînes d'ADN forment une double hélice en établissant au niveau de 

leurs bases des liaisons de faible énergie, les liaisons "hydrogènes". Celles-ci se 

forment selon les règles d'appariement suivantes: 
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                            - la base A est associée à la base T par deux liaisons 

hydrogènes. 

                            - la base G est associée à la base C par trois liaisons 

hydrogènes. 

 

 

Figure 5 : Structure de l’ADN.                                                                                                                             
Site de Biologie du réseau Collégial du Québec. 
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Chaque brin d'ADN possède une extrémité 5'-phosphate et une extrémité 3'-

hydroxyle. 

Par convention une orientation a été définie: elle se fait de 5' vers 3' (5' � 3'). 

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

antiparallèles. On peut facilement séparer les liaisons hydrogènes : on parle alors 

de dénaturation. Celle-ci est réversible. La réassociation s'appelle la renaturation 

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

L'ADN cible sera extrait du milieu biologique à analyser (cultures cellulaires ou 

d'organismes, prélèvements sanguins, squames, biopsies...). 

b-  Les amorces: sens et antisens : 

Ce sont des oligonucléotides d'une taille comprise entre 17 pb et 30 pb. 

Idéalement, ils doivent être parfaitement complémentaires de la cible à analyser 

(l'une sur le 1er brin et l'autre sur le brin complémentaire) et posséder une 

composition globale de 50 % [G+C]. Par ailleurs, ces amorces ne doivent pas 

s'hybrider sur elles-mêmes (auto-hybridation) ou entre elles, ni former de 

boucles sur elles-mêmes (structure en "épingle à cheveux"). Si c'est le cas, elles 

formeront des bandes parasites appelées dimères d'amorces. La présence de 

ceux-ci diminuera la sensibilité de la PCR. 

Les températures de fusion (Tm) des amorces doivent être voisines et 

suffisamment élevés pour empêcher les hybridations non spécifiques. 

La taille du segment amplifié sera déterminée par la distance entre les amorces. 
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c-  L'ADN polymérase et ses inhibiteurs : 

On utilise la Taq-Polymérase. Cette enzyme a été purifiée à partir d'une bactérie 

vivant à proximité de sources d'eau chaude à 80° C, Thermus aquaticus. Il s'agit 

d'une ADN polymérase ADN-dépendante possédant une activité exonucléase 5' 

� 3' mais sans activité 3'�5' (pas d'action correctrice). C'est une enzyme 

thermorésistante dont la température optimale de fonctionnement est comprise 

entre 70 et 75°C et dont la demi-vie est supérieure à 2h à 92° C et de 40 minutes 

à 95° C. Cette propriété de thermo résistance est à l'origine de son utilisation 

dans la technique d'amplification génique PCR. Depuis sa découverte cette 

enzyme a été clonée et modifiée afin d'augmenter sa résistance à la température. 

Cette enzyme possède des inhibiteurs qui sont nombreux et sont présents dans 

de nombreux échantillons biologiques tels que sang, selles et urines. 

Parmi les inhibiteurs identifiés, on peut citer: l'hème, l'héparine, le SDS (sodium 

Dodécyl sulfate), le phénol et les polyamines. 

Il existe des moyens de lever cette inhibition: par dilution de l'échantillon, par 

chauffage de l'échantillon, par purification de l'échantillon "réextraction", par 

changement d'ADN polymérase: elles sont plus ou moins résistantes à l'action 

des inhibiteurs, par utilisation de "facilitateurs" (la sérum-albumine-bovine, la 

bétaïne, alpha2-macroglobuline ...). 

d-  Les nucléotides dNTPs : 

Les quatre désoxyNucléotides-Triphosphates: dGTP, dATP, dTTP et dCTP, 

seront 

Assemblés par la Taq-polymérase et formeront le brin d'ADN complémentaire. 
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e-   Le Magnésium (Mg ++) : 

Ce cation est un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la 

polymérase et à l'incorporation des précurseurs. Il doit être apporté en 

concentration précises sous forme de MgCl2. 

Tous ces composants seront mélangés dans le même tube réactionnel. 

2.4- Notion de température de fusion ou Tm : 

Quand un ADN double brin est chauffé au-delà d'une certaine température, les 

deux brins d'ADN se séparent par rupture des liaisons hydrogènes. L'ADN 

devient simple brin. La valeur de la température correspondant à ce phénomène 

s'appelle la température de fusion ou Tm ("melting temperature"). En pratique, 

le Tm correspond à la température où 50 % de l'ADN est sous forme simple brin 

et 50 % de l'ADN sous forme double brin. 

Ce Tm dépend de plusieurs facteurs: 

- la composition en bases : Les appariements AT (deux liaisons hydrogènes) 

Sont moins stables que les appariements GC (trois liaisons hydrogène) en milieu 

salin (NaCl). 

- la composition en sels du milieu : Une diminution de la concentration en sels 

du milieu diminue la force ionique et par conséquent diminue le Tm et 

inversement. Par convention, on parle de solution stringente quand la 

concentration en sels est faible (le Tm diminue alors). 

- la quantité de mésappariements (ou mismatches) : On considère qu'il y’a une 

diminution du Tm de 1° C pour 1%  de mismatch dans l'ADN. 



25 

 

- la longueur du fragment : Cet effet est minime quand la taille des fragments 

Hybridés est supérieure à 500 Pb. 

- la présence d'agents "déstabilisants" (par exemple la formamide et l'urée). 

Le Tm est calculé par des logiciels informatiques (bioinformatique) ou approché 

par une formule plus pratique: (2°C par base nucléotidique A ou T) + (4°C par 

base G ou C) [Fig.6]. 

 

 

Figure 6 : Température de fusion moléculaire d'un fragment d'ADN.                                                   
 Joëlle Brodeur , Martin Toussaint, Projetbleu. CCDMD. 2006. 
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2.5- La réaction : 

Pour initier le processus, deux segments d'acide nucléique complémentaire du 

brin d'ADN matrice sont utilisés comme amorces (une sens et une anti sens). 

Celle-ci subira une élongation par la polymérase, une fois hybridée à l'ADN 

cible. Ceci aboutit à la synthèse d'un ADN double brin [Fig.7]. 
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Figure 7: Schéma de principe de la technique de PCR                                                                                     
ENS Lyon. 2008. 

 

 Polymérase Chain Réaction (amplification en chaîne par polymérase). Cette technique permet d'obtenir, 
à partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d'ADN 
(environ 1 million de copies en quelques heures). C'est, généralement suffisant pour une utilisation 

ultérieure. 
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a- Etape de dénaturation thermique: 

Durant cette étape de 30 à 60 secondes généralement, le milieu réactionnel est 

porté à une température élevée, avoisinant 95°C, les liaisons hydrogènes reliant 

les deux brins d'ADN sont alors rompues par la chaleur. Cette température est 

supérieure à la température de dénaturation (Tm) de l'ADN qui passe alors sous 

forme simple brin. Chaque brin servira de matrice. 

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

Les amorces délimitant la séquence d'ADN à amplifier et chacune 

complémentaire d'un des deux brins, sont ajoutées au milieu réactionnel. Le 

milieu est amené pendant environ 30 secondes à une température légèrement 

inférieure au Tm des amorces. Cette température d'hybridation est fonction de la 

séquence des amorces. Elle est le plus souvent égale à [Tm -5°C], ce qui est à la 

fois suffisamment proche du Tm pour éviter les appariements non spécifiques et 

suffisamment éloigné pour assurer une bonne hybridation sans risque de fusion 

prématurée. 

c-  Etape d’élongation : 

A partir de l'extrémité 3'OH de chaque amorce, l'ADN polymérase (Taq-

polymérase ou autre) incorpore les désoxynucléotides complémentaires du brin 

d'ADN matrice. La synthèse de l'ADN complémentaire se fait alors dans le sens 

5' �3'  à la température optimale d'activité de l'enzyme, 72°C en général. A la 

fin du cycle, deux copies de la séquence d'ADN cible sont obtenues. 

A la fin du premier cycle, un deuxième cycle thermique comprenant les mêmes 

étapes est effectué, puis un troisième etc. jusqu'au dernier cycle. Le nombre de 
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cycles varie suivant la cible que l'on amplifie et le protocole choisi. En 

moyenne, 30 à 35 cycles sont réalisés au cours d'une PCR classique. 

A chaque cycle correspond le doublement du nombre de copies de la séquence 

d'origine. Ainsi au bout de 30 cycles de PCR on obtient théoriquement 2³⁰ 

Copies de la cible; en réalité ce chiffre n'est pas atteint car le rendement de 

chaque cycle n'est jamais de 100%. 

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

rendement moyen d'amplification de l'ordre de 85% (0 < R ≥ 1). 

La réaction a lieu dans un thermocycleur. Il s'agit d'un appareil programmable 

réalisant automatiquement et très rapidement les changements de température 

nécessaire aux cycles d'amplification. Celui-ci peut chauffer jusqu'à 100°C par 

une résistance et être refroidi à 0 °C par effet Peltier en moins de 2 minutes. La 

PCR comprend une succession de cycles (au moins 30) de trois étapes [Fig.8].  

 

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 être représentée par une courbe dont 

l'allure est celle d'une sigmoïde.  

Cette courbe peut être divisée en trois phases [Fig.9]: 

               - Phase d’initiation;  

               - phase exponentielle : cette deuxième phase correspondant à une 

amplification exponentielle qui est modélisable.  

              - phase de plateau : elle correspond à un ralentissement de 

l'amplification qui peut être du à l'épuisement des différents réactifs de la PCR 

comme les amorces. 

 

 

Figure 9 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR.                                                                                                  
C. Tse, J. Capeau, Hôpital Tenon, Laboratoire de biochimie et d’hormonologie 2003,  
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Plusieurs raisons expliquent l'existence de cet "effet plateau" : 

• L'épuisement des substrats (amorces, désoxyribonucléotides [dNTPs]). 

• La dégradation des désoxyribonucléotides [dNTPs] consécutive à la 

température élevée. 

• L'inactivation thermique progressive de l'ADN polymérase. 

• La concentration limitant de l'enzyme et/ou l'inhibition progressive de 

l'enzyme par les pyrophosphates générés au cours de la PCR. 

• La réhybridation des produits formés gênant l'accès des différents réactifs 

aux séquences cibles. 

2.6- Migration électrophorétique et révélation : 

Les fragments d'ADN amplifiés peuvent être visualisés sur des gels d'agarose 

après électrophorèse. 

Le gel forme des mailles au sein des quelles les acides nucléiques sont piégés. A 

pH= 7, leur migration se fait vers l'anode. En parallèle des fragments étudiés, on 

fait migrer un marqueur de poids moléculaire contenant des fragments de taille 

connue.  

Pour visualiser le front de migration, le produit amplifié est mélangé à un 

colorant, le bleu de bromophénol qui présente également l'avantage d'alourdir 

l'échantillon afin qu'il sédimente au fond des puits de dépôt creusés dans le gel. 

La visualisation des acides nucléiques se fait après addition de bromure 

d'éthidium (BET), agent intercalant qui se glisse entre les bases des acides 

nucléiques (à manier avec précaution car cancérigène). Le BET contenu dans le 
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gel, quand il est intercalé entre ces bases, va présenter une fluorescence orangée 

sous lumière ultraviolette (U.V. de longueur d'onde 312 nm). 

Un gel peut aussi être visualisé après coloration au nitrate d'argent ou à l'acridine 

orange ou après ajout de SYBR®Green, agent intercalant plus sensible que le 

BET. Ce colorant donnera une fluorescence vert -pomme. 

L'empreinte de la migration est ensuite obtenue par autoradiographie 

(fluorescence). 

2.7- PCR-RFLP polymorphisme de longueur des 

fragments de restrictions : 

L'approche PCR-RFLP conduit à comparer la longueur des fragments de 

restriction d'une région choisie du génome et préalablement amplifiée par PCR, 

afin de déterminer le polymorphisme. Cette région est utilisée comme substrat 

pour les enzymes de restriction. Les enzymes de restriction sont des 

endonucléases qui reconnaissent spécifiquement une séquence courte (4 à 8 

bases) et coupent la chaîne d'ADN chaque fois qu'elles reconnaissent cette 

séquence élémentaire. L'ADN se retrouve ainsi fragmenté en morceaux de 

différentes longueurs séparés en fonction de leur taille par électrophorèse sur un 

support physique. Un fragment va migrer d'autant plus loin qu'il est court. Un 

polymorphisme de la longueur des fragments de restriction est ainsi mis en 

évidence. Les profils observés permettent l'analyse de la diversité des souches. 

Cette méthode permet d’évite l'étape d'hybridation et l'utilisation de sonde 

radioactive.  

2.8- Avantage de la PCR : 
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• Sensibilité : La PCR est une technique très sensible car capable de générer 

une très grande quantité d’acide nucléique à partir de quelques copies de 

la séquence recherchée. 

• Rapidité : Aussi elle permet un important gain de temps par rapport aux 

autres techniques comme la culture (élimination des temps de cultures et 

d’incubation). 

• Spécificité.  

 

2.9- Limite de la PCR : 

La PCR reste une technique parfois délicate à réaliser et à interpréter du faite : 

• des risques d’inter contamination lors des prélèvements. 

• de la possible dégradation des acides nucléiques en particulier de l’ARN 

ainsi que de la présence d’inhibiteurs de PCR lors de certains 

prélèvements. 

• de la contamination facile du milieu réactionnel lors de l’analyse au 

laboratoire. 

• Des faux positifs dus à la sensibilité extrême de la technique. 

• 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 de la PCR, il est possible d'effectuer 

deux PCR successives. 

La « nested PCR » permet une meilleure spécificité: le produit issu de la 

première PCR est de nouveau amplifié au cours d'une deuxième PCR [Fig.10]. 

Dans cette technique, deux couples d'amorces différents sont successivement 

utilisés: 

• un couple d'amorces externes : Ce couple d'amorces permet tout d'abord 

d'obtenir un premier fragment d'ADN amplifié, selon une PCR classique. 

Les fragments d'ADN obtenus servent alors de matrice pour une seconde 

PCR. 

• un couple d'amorces internes : Ce couple d'amorces délimite borne une 

région située à l'intérieur (ou nichée) du fragment nucléotidique obtenu 

avec le 1er couple d'amorces, et donnera des fragments de taille 

inférieure à ceux obtenus avec la 1ère. 

Cette méthode est très sensible : après une première PCR de 30 cycles, on 

obtient théoriquement 2³⁰ cibles amplifiées (pour un rendement de 100%). La 

deuxième PCR de 30 cycles permettra d'obtenir [2³⁰]³⁰ soit [2⁶⁰] cibles en 

théorie. Deux couples d'amorces étant utilisés, la spécificité de la réaction est 

accrue.  

Cependant, les résultats de cette PCR sont à interpréter avec prudence dans la 

mesure où cette méthode associe deux PCR classiques successives et permet 

certes d'augmenter la sensibilité et la spécificité; cependant elle est difficilement 

utilisable pour un usage de routine sur des grandes séries car elle nécessite 

beaucoup de temps de manipulation. Cette technique reste très exposée aux 

risques de contaminations (du fait des deux PCR successives). 
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Figure 10 : Principe de la PCR Nichée (ou Nested PCR). 

 

 

3.2- PCR  « Multiplex » : 

PCR « Multiplex » : consiste à amplifier, dans un tube unique, avec plusieurs 

couples d’amorces spécifiques et différents, une partie du gène à étudier (il 

s’agit souvent de gènes avec de nombreux exons), les produits d’amplifications 
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doivent avoir chacun une taille différente de manière à pouvoir les différencier 

lors de l’analyse électrophorétique.  

4- La RT-PCR : 

a- Principe : 

La PCR repose sur des cycles successifs de réplication d’une séquence 

spécifique d’ADN matrice par une ADN polymérase. Les ADN polymérases 

thermostables utilisées pour la PCR sont ADN dépendantes. Lorsqu’on 

recherche à amplifier des ARN messagers, il est impératif d’introduire une étape 

préalable de transcription inverse (reverse transcription ou RT). On parle alors 

de la RT-PCR. L’étape de RT va consister à synthétiser le brin complémentaire 

(ADN) des ARN à partir d’une amorce oligonucléotidique, grâce à une enzyme 

à activité ADN polymérase ARN dépendante, la transcriptase inverse (reverse 

transcriptase ou RTase). 

b- Réalisation pratique :  

La RT-PCR se déroule en deux phases : Une première phase correspond à la 

copie d’ARN messager en ADN complémentaire (ADN) et une seconde phase 

correspond à une réaction PCR classique sur l’ADN synthétisé. Dans la 

première phase, l’ARN messager à étudier est repéré en utilisant une sonde 

oligonucléotidique spécifique (amorce 1 qui s’hybride à l’extrémité 3’ du seul 

ARNm auquel on s’intéresse), puis la transcriptase inverse (ou 

rétrotranscriptase) permet la synthèse du brin complémentaire (sous une forme 

d’ADN simple brin), une seconde amorce oligonucléotidique spécifique (amorce 

2) permettra la synthèse du second brin par extension. 



37 

 

L’ADN complémentaire synthétisé servira ensuite de matrice pour une réaction 

PCR classique [fig.11]. 

 

Figure 11 : principe de la RT-PCR. 

 

c- Limites de la technique : 

Si la technique de la RT-PCR ne présente pas de difficulté technique 

particulière, elle est, cependant, rendue délicate  par le caractère extrêmement 
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labile de l’ARN, ainsi que la contamination possible des échantillons d’ARN par 

de l’ADN, ce qui impose de prendre un certain nombre de précautions dans la 

réalisation de l’analyse, surtout lorsque l’on souhaite l’utiliser pour le diagnostic 

clinique.  

1.4 PCR en temps réel : 

Les techniques classiques d'amplification génique (PCR) sont utilisées en 

routine depuis plus d'une dizaine d'années par les laboratoires de biologie pour 

identifier des micro-organismes pathogènes. Ces techniques dites "classiques" 

nécessitent, comme nous l'avons vu précédemment plusieurs étapes 

expérimentales, parfois complexes et difficiles à mettre en œuvre dans des 

laboratoires de routine (PCR puis détection du produit amplifié). 

De plus, en raison de la multiplicité des procédures, ces tests requièrent les 

mêmes délais, voir des délais supérieurs à ceux des méthodes de diagnostic 

conventionnels, auxquels s'ajoutent les risques de contamination. Cette dernière 

décennie, des automates réalisant dans un seul mélange réactionnel ("système 

fermé") à la fois la réaction de PCR et la détection du produit amplifié 

(amplicon) ont été développés. Ces appareils sont à la fois des thermocycleurs 

extrêmement performants (vitesse de thermocycling très rapide) et des 

fluorimètres qui détectent spécifiquement en temps réel l'amplicon formé. 

                    

1.4.1- Principes : 

La technique de PCR en temps réel est directement inspirée de la PCR classique. 

Les cycles de PCR successifs induisent une augmentation exponentielle du 
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produit d'amplification, et par conséquent de la fluorescence émise. Pour la 

détection des amplicons, cette PCR utilise soit l'agent intercalant SYBR®Green 

[fig.12], soit elle fait appel à des amorces spécifiques du gène à amplifier 

associées à un système de sondes fluorescentes qui se fixent spécifiquement sur 

le brin amplifié. On distingue trois grands types de sondes: les sondes 

d'hydrolyse TaqMan®, les sondes d'hybridation FRET (Fluorescent Resonnance 

Energy Transfert) et les molecular beacons (balises moléculaires).  

 

 

Figure 12 : Cycle PCR utilisant CYBER GREEN ®. 

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

Le temps de détection du signal est directement proportionnel à la quantité 

d'ADN cible présente dans le mélange réactionnel. Durant  les premiers cycles, 

la fluorescence reste à son niveau de base. Le" Threshold cycle"  (Ct) 

correspond au cycle à partir du quel la courbe de fluorescence croise la droite 



40 

 

correspondant au seuil de détection. Il est inversement proportionnel à la 

quantité d'ADN cible présente dans l'échantillon biologique avant la réaction. 

Dès lors, un Ct précoce correspond à une réaction très positive et une 

concentration initiale d'ADN élevée, un Ct tardif reflète une quantité d'ADN 

moindre, en fin un Ct égal au nombre de cycles réalisés correspond à une 

réaction négative, dans ce cas la fluorescence mesurée au cours de la réaction ne 

dépasse pas le seuil de détection [Fig.13] .Cette possibilité de quantification est 

à la base des techniques développées en virologie qui permettent la 

détermination des charges virales. 

 

Figure 13 : Courbe PCR en temps réel.                                                                                              
http://www.roche-applied-science.com/lightcycler-online 
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1.4.2-  Intérêts de la PCR en temps réel : 

 

1. Pour la PCR classique, 2 heures sont nécessaires pour réaliser 30 à 

40 cycles alors que 20 à 30 minutes sont nécessaires pour le même nombre de 

cycles pour la plupart des appareils de PCR en temps réel. 

 

2. Pour les techniques classiques, la détection du produit amplifié se 

fait, selon différentes méthodes évoquées plus haut qui sont fastidieuses et 

nécessitent l'utilisation éventuelle de produit cancérigène (BET). De plus, elles 

favorisent les contaminations avec l'ouverture nécessaire des tubes pour 

l'électrophorèse et imposent des locaux séparés pour les étapes d'amplification 

et de post-amplification. A l'inverse, les techniques de PCR en temps réel, 

permettent une détection spécifique et immédiate de l'amplicon au cours de la 

réaction de PCR. 

 

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

cible détectée dans l'échantillon biologique. 

 

1.4.3- Applications : 

La PCR en temps réel est utilisée pour de nombreuses applications telles 

l’analyse d’expression de gènes, de mutations, de génotypage, de détection et 

quantification rapide d’agents pathogènes, de quantification d’ADN et d’ARN, 

d’essais d’expression et de distribution pour la thérapie génique. 

9999999 
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II-  Identification moléculaire en mycologie et cible utilisée 

1- Concept de la PCR fongique :  

En principe, un système PCR parfait doit fournir une sensibilité ultime sans 

compromettre la spécificité En effet, la charge fongique peut être très limitée 

dans les échantillons, donc le seuil de détection de l'essai doit être à un niveau ne 

compromettant pas la spécificité. 

Dans la pratique, les dosages ultrasensibles génèrent toujours des résultats 

faussement positifs, et un équilibre entre la détection précoce des infections et 

un faible taux de contamination est nécessaire. 

La performance d'une méthode PCR dépend de la conception et l'utilisation 

d’oligonucléotides optimaux ainsi que l'optimisation minutieuse des analyses 

expérimentales. L'efficacité de système d'amplification PCR peut-être même 

limitée par le protocole d'extraction d'acide nucléique, qui par conséquent sera 

influencée par la nature de l’échantillon prélevé et les cibles fongiques possibles 

dans cet échantillon. En outre, le traitement antifongique peut réduire la charge 

fongique dans l'hôte et peut également modifier la cible de champignons en 

endommageant la paroi / membrane cellulaire fongique, libérant l'ADN et 

fournissant un ADN libre en circulation plutôt que d'un ADN associé aux 

cellules [26]. Si l’ADN ciblé est libre, alors des simples systèmes de purification 

d’acides nucléiques commercialisés peuvent être utilisés, alors que si l’ADN 

ciblé est associé aux cellules, des mesures pour la lyse des cellules fongiques 

doivent être appliquées [27]. 

Les résultats faux positifs restent une préoccupation majeure, ils peuvent être 

dus à La contamination des échantillons par l'air au cours de l’extraction ou par 
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l'utilisation de certains réactifs de biologie moléculaire (zymolase par exemple) 

[27]. Ces sources de contamination d'échantillons demeurent un problème 

presque impossible à déterminer. Les faux résultats peuvent également être 

générés par l'utilisation d'oligonucléotides inappropriés qui se lient à l'ADN 

humain ou ayant des réactions croisées avec d’autres microorganismes [27]. 

 Dans la conception d'un test PCR, les régions conservées du gène cible sont 

généralement utilisées pour amplifier les régions variables où les sondes peuvent 

fournir la spécificité de l’essai. Pour les tests utilisant d’oligonucléotides ciblant 

le complexe ADNr, les régions conservées peuvent également partager des 

similarités significatives avec des complexes de gènes humains homologues, de 

faux positifs peuvent alors survenir [28]. 

2-  Echantillon utilisé : 

Un grand nombre d’IFI survient après l'inhalation de spores fongiques. Tester 

les échantillons respiratoires peut offrir une occasion pour détecter l'agent 

pathogène dans l'hôte le plus tôt possible, ce qui permet l'instauration d'un 

traitement empirique ou préventif dans les groupes de patients «à haut risque». 

Ceci doit être mis en balance avec le caractère invasif de l'obtention des LBA et 

la possibilité de résultats faussement positifs en raison de la détection de la 

contamination ou la colonisation des champignons dans les voies respiratoires. 

Comme le nombre de prélèvements LBA pris par patient est susceptible d'être 

limité, leur utilisation n'est pas adaptée à un système de dépistage à haute 

fréquence. 

Tester les échantillons respiratoires permet la détection de tous les champignons 

qui peuvent causer une infection pulmonaire ou une sinusite, y compris les 
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espèces d'Aspergillus, les Mucorales, espèces endémiques, Penicillium 

marneffei, Pneumocystis jiroveci, Scedosporium sp. et Fusarium sp. Les espèces 

de Candida peuvent aussi être ciblées, mais elles représentent habituellement des 

organismes commensaux dans les voies respiratoires. 

De nombreuses études ont utilisé des échantillons de sang comme source de 

d’ADN pour la PCR fongique. Ce qui peut fournir le type d'échantillon optimal 

pour une analyse à grande fréquence.  

La situation est compliquée par l'utilisation de sérum / plasma pour le test PCR 

des IFI. En choisissant le sérum / plasma, l’ADN fongique libre en circulation 

est ciblé, comme toute source d'ADN cellulaire sera perdue au cours de la 

séparation des constituants du sang. En utilisant du sang total, l'ADN libre sera 

décanté avec le surnageant pendant les premiers stades de la procédure 

d'extraction. Même si l'ADN devait être sédimenté, il serait peu susceptible à 

survivre aux procédures d’extraction vigoureuse utilisées pour cibler des cellules 

fongiques [27].  

Des échantillons de liquide céphalo-rachidien (LCR) peuvent être utilisés pour 

améliorer le diagnostic de la méningite fongique ou une encéphalite. Ce sont des 

infections rares et il est difficile de déterminer la procédure d'extraction idéale, 

même si les deux sources d'ADN libres et associés aux cellules ont été ciblées 

[26]. Le caractère invasif de prélèvement rend son application difficile chez des 

patients en soins intensifs.  

Plusieurs études ont effectué la PCR sur l'ADN fongique extrait de biopsies de 

tissus. Lors de l'utilisation des tissus, il est préférable d'utiliser des échantillons 
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frais plutôt que des échantillons en paraffine et il est essentiel de digérer le tissu 

totalement pour améliorer l'accès aux champignons envahissant [29]. 

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

3- Cible utilisée : 

Le principe consiste à amplifier des régions d'acide désoxyribonucléique  (ADN)  

présentes chez  tous  les  champignons et dont  les séquences sont suffisamment 

différentes entre espèces pour permettre de les  identifier précisément. 

Classiquement,  les gènes de I'ADN ribosomique constituent la cible de choix : 

présents chez tous les micro-organismes,  ils sont  connus  pour accumuler des 

mutations à  un  taux constant.  II  s'agit d'une famille de gènes  répétés  en 

tandem plusieurs dizaines de  fois. Chaque  unité  comprend  des régions  

codantes et non codantes (les espaceurs). Chaque unité comprend une copie d'un 

gène codant pour  l’ARN 18 S  (petite  sous-unité), d'un gène codant pour le 5,8 

S,  d'un gène codant pour I'ARN 28 S (grande  sous-unité) et deux espaceurs, 

ITS ou espaceur  interne  transcrit et IGS  ou espaceur  intergénique  [fig.14].  
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Figure 14: Représentation schématique des différentes régions de l’ADN ribosomique. 

Les rectangles indiques les régions codantes. Les amorces et les positions d’hybridation sont illustrées par 
des flèches bleues [29]. 

 

 Une partie de ces molécules est hautement conservée et utilisée  comme  

support pour  l'étude de la divergence entre espèces. Les  régions  conservées 

alternent  avec les  régions  variables. Les  régions ayant la vitesse d'évolution la 

plus rapide sont celles qui séparent les gènes codant pour les ARN 

ribosomiques, à savoir les  ITS et les IGS [32].  Les  séquences des régions ITS 

et IGS  des différentes espèces  appartenant  à un même genre ne sont donc pas 

strictement  identiques  et, de ce  fait, leur polymorphisme peut être utilisé 

comme support pour  l'identification moléculaire  des espèces fongiques [33,34]. 

D’autres gènes ont été également utilisés pour la PCR fongique par certaines 

études, comme les gènes codant pour le cytochrome P450, protéine de choc 

thermique pour la détection d’Aspergillus [47], ou Les gènes codant pour les 

protéines de biosynthèse de la capsule CAP59, CAP1, GEF1 pour la 

Cryptococcus [124, 111, 123] ou le gène FKS1 pour Candida [92].  
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Exemple d’amorces ITS consensus, leurs séquences et les régions qu'elles 

encadrent sont rapportées  dans  le tableau III. 

 

Tableau III : Amorce universelles ITS et régions amplifiées [29]. 
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Chapitre III : 

Applications de la biologie 

moléculaire dans le diagnostic de 

certaines infections fongique 
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Les infections fongiques invasives sont des infections à divers types d'espèces 

fongiques et représentent souvent un sérieux danger pour la vie. Les IFI les plus 

rencontrées en milieu médical incluent les aspergilloses, les candidoses, et 

les cryptococcoses. Leur incidence a augmenté sensiblement pendant les deux 

dernières décennies, car les populations des patients à risque n’ont cessé 

d’augmenter.  

Les infections aux moisissures de type Aspergillus et celles dues aux levures du 

genre Candida représentent  plus  de 80  %  des IFI [39], et sont essentiellement 

d'origine nosocomiale [fig.15].  
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Figure 15 : Incidence des Infections fongique invasives.                                                                                
Neofytos D. coll. CID 2009. 

 

 

L’épidémiologie des IFI est toutefois bien différente. Le risque d'infection à 

levures concerne, à l'instar des infections  bactériennes, la plupart des patients  

hospitalisés.  Les  infections  à Aspergillus, ne sont, elles, observées que  chez  
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les  patients  profondément  immunodéprimés comme par exemple en cas de 

greffes d'organes ou de chimiothérapies  très aplasiantes. 

 Ces  infections  fongiques sont graves, à l'origine d'une mortalité  élevée, de 

l'ordre de 30  à 50  %  pour les CI et de 70 à 90  % pour les AI [40]. 

Actuellement, le diagnostic mycologique  classique qui repose  majoritairement  

sur la mise en évidence directe ou après culture des champignons dans les 

prélèvements biologiques n'est pas satisfaisant,  car il manque de sensibilité et 

ne permet pas d'assurer un diagnostic précoce  des IFI. Or, la précocité  du 

diagnostic qui conditionne, en partie,  celle du traitement antifongique,  est un 

élément clé en termes de pronostic de ces infections. C'est pourquoi  le 

développement de méthodes de biologie moléculaire  plus sensibles, est un enjeu  

important et une préoccupation  constante des mycologues.  

Par la suite nous verrons l’application de la biologie moléculaire pour le 

diagnostic de certaines IFI les plus rencontrées, à savoir l’aspergillose, la 

candidose et la cryptococcose. 

I-  Aspergillose : 

Avec un taux de mortalité de 70% à 90% [40], Les infections fongiques par l’AI 

opportuniste essentiellement Aspergillus fumigatus est une cause majeure de 

mortalité chez les personnes immunodéprimées. Les patients qui ont plus de 

risque sont ceux qui présentent une longue période de neutropénie, par exemple 

pendant le traitement de leucémie aigue ou la transplantation des cellules 

souches hématopoïétiques de la moelle osseuse (HSCT)  ou après greffe 

d'organes solides [41].  
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L’A. fumigatus est un saprophyte moisissure ubiquitaire qui forme des conidies 

aéroportées. Les êtres humains inhalent, en moyenne, chaque jour des centaines 

de ces conidies Fongiques qui ont une gamme de tailles allant du 1-3 µm et se 

propagent facilement dans l'environnement par de nombreuses voies, y compris 

l'air.  Chez les hôtes immunocompétents, les conidies sont tuées et effacées par 

les cellules du système immunitaire pulmonaire. 

Cependant, les patients immunodéprimés peuvent développer une aspergillose 

pulmonaire invasive, une infection potentiellement mortelle, causée 

principalement par A. fumigatus. La réussite du traitement de l’AI chez ces 

individus dépend non seulement de renverser  l'immunité compromise, en 

réduisant par exemple la dose ou l'arrêt des immunosuppresseurs, mais aussi sur 

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

La détection précoce d’AI est cruciale pour le rétablissement du patient. 

L'incidence croissante des AI, chez les patients immunodéprimés, met l'accent 

sur la nécessité d'améliorer les outils de diagnostic actuellement limités. Les 

tests classiques de diagnostic, tels que la culture du sang ne sont pas très utiles 

pour la détection d'Aspergillus. [42-43]. Il ya eu quelques Progressions dans le 

diagnostic de l’AI ces dernières années, principalement en raison de l'utilisation 

de scan haute résolution CT-scan et d'autres techniques d'imagerie. Pourtant, 

l’AI établie est difficile à traiter avec un taux de mortalité de 80 - 90% [44 - 45]. 

D’autres méthodes non-culture basées sur la détection d’antigènes fongiques 

systémiques ont été développées. Le dosage du galactomannane (Platelia®, 

BioRad) et de β-1-3-glucane [47], sont commercialement disponibles et 

approuvés par la FDA, ainsi qu’ils ont été inclus en Europe dans les critères de 
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l'Organisation européenne pour la recherche et le traitement du cancer / Mycoses 

Study Group (EORTC-MSG) [46, 48]. 

Plus récemment, des protocoles de PCR pour le diagnostic des infections 

fongiques dues à Aspergillus ont été décrits [49]. Une gamme de différentes 

PCR (classique, niché, en temps réel) ont été développés, en ciblant les régions 

de gènes différents (cytochrome p450, protéines de choc thermique, 18S, 5.8S, 

28S).  L’essai PCR qui est le plus approprié dépend des exigences du procédé. 

La PCR peut être utilisée comme moyen pour le diagnostic précoce de l'AI 

idéalement avant l'apparition des symptômes cliniques et comme outil pour 

surveiller la thérapie antifongique préventive. Selon l'objectif de l'essai, les 

différents aspects techniques doivent être envisagés, y compris les types 

d'échantillons, l'extraction des acides nucléiques, les cibles d'ADN fongique et la 

fréquence de l'échantillonnage. 

Ces tests moléculaires offrent un potentiel élevé en terme de sensibilité et de 

spécificité, mais varient beaucoup dans leur faisabilités et sont jusqu'à présent 

non normalisés. 

Types d'échantillons : 

Un nombre limité d'essais préliminaires pour la normalisation ont été réalisés 

même si plusieurs questions restent sans réponse. Le premier facteur est 

l’échantillonnage. La plupart des études publiées préconisent l’utilisation du 

sang ou du sérum, tandis que d'autres utilisent différents prélèvements tels que le 

LBA [50], LCR [51], ou une biopsie tissulaire [52]. Toutefois, l'obtention de tels 

échantillons nécessite des procédures invasives qui sont rarement adaptées aux 

patients gravement malades. Bien que le LBA a l'avantage de cibler le site 
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primaire de l'infection, cette procédure est sujette à la contamination sous forme 

de spores d'Aspergillus qui peuvent être présentes dans les voies respiratoires 

supérieures ce qui rend difficile, voire impossible, de distinguer entre la 

présence de conidies étrangères et l'invasion tissulaire réelle [53].  

Le choix de l'échantillon a une grande influence  sur la méthodologie 

d'extraction, le sang est l’échantillon le plus souvent testé car il est facile à 

obtenir et offre la possibilité à l'analyse prospective. Ce qui le conduit à devenir 

l'échantillon de choix [54]. 

A propos de la meilleure fraction du sang qui doit être choisie pour le test 

(composant cellulaire, plasma ou sérum), aucun consensus n'a encore été atteint 

[55]. 

Le test sur les échantillons de sérum par PCR repose sur la détection de l'ADN 

circulant libre d’Aspergillus, tandis que l'utilisation de l’échantillon l'EDTA-

sang totale permet de détecter l’ADN associé aux conidies ou fragments 

mycéliens et l'ADN libre en circulation. 

Loeffler et al. ont constaté que le sang total est le meilleur prélèvement pour une  

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

En 2011 Une étude comparative pour analyser la performance de la PCR pour la 

détection de l’ADN d’A. fumigatus dans le sang et le sérum a été effectuée sur 

des patients atteints d'AI. Un total de 711 séries d’échantillons (356 sur sang 

total et 355 échantillons de sérum) de 38 patients adultes ont été analysés. Les 

résultats positifs de PCR ont été observés dans 93,5% des cas pour lesquels le 

sérum a été analysé contre 93,9% des cas dont l’échantillon de sang total a été 
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analysé. Les performances de ce test basé sur la PCR en temps réel ont été 

similaires pour les deux échantillons de sérum et de sang [75].  

Le  « UK–Irish fungal PCR consensus group » a recommandé l'utilisation de 5 

ml de l’ensemble du sang prélevé dans l’EDTA [70], afin d'avoir accès à la fois 

à l'ADN libre et associé aux cellules. En outre, l'EDTA est connu pour inhiber 

les DNases qui sont naturellement présentes dans le sang sans interférer avec la 

PCR qui se produit souvent en présence de citrate, l’héparine doit être évitée en 

raison de Taq-inhibition [59]. 

Méthodes d’extractions : 

Il n’y a pas de consensus atteint sur la méthode de choix pour l'extraction et la 

purification d’acide nucléique d’Aspergillus. L'ADN est généralement considéré 

comme une cible de choix en raison de sa relative stabilité et la facilité 

d'extraction (comparé à l'ARN) [59]. Les prélèvements tels que le plasma et le 

sérum, dans lequel l'ADN serait libre en solution, permettent des protocoles plus 

rapides et moins complexes (Tampon pour la lyse des globules rouges et des 

globules blancs ne sont pas nécessaires) pour l'extraction de l'acide nucléique 

par rapport au sang total [47]. Si des éléments mycéliens ou conidies sont 

présents dans les échantillons, les protocoles doivent compter un processus plus 

long et plus complexe. Cela est dû au fait que la paroi cellulaire du champignon 

est difficile à briser, afin de libérer l'ADN. Pour le sang total Des tampons 

hypotoniques de lyse cellulaire de globules rouges et blancs sont souvent 

utilisés. 

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

généralement sur la digestion enzymatique, comme la  lyticase recombinant 
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[60], ou la perturbation mécanique par broyage à billes [61]. Si la lyse 

enzymatique est effectuée, la lyticase recombinant doit être utilisée à la place de 

zymolyases [61]. 

Il est constaté que la méthode d'extraction d'ADN fongique est cruciale car 

l'ADN extrait à partir de différents fluides corporels ne contient pas seulement 

l'ADN humain, mais peut également contenir l’ADN fongique, bactérien, viral 

et parasitaire. La quantité totale d'ADN peut varier considérablement d'un 

échantillon à l’autre. [47]. 

Acide nucléique Fongique cible pour le dosage : 

Le troisième élément clé à convenir est la cible moléculaire. L’ADN plutôt que 

l'ARN est généralement considéré comme le cible de choix en raison de sa 

relative stabilité et la facilité d’extraction [59, 62]. 

Plusieurs gènes du génome d'Aspergillus, tels que les opérons ribosomiaux, sont 

présents dans de multiples copies, Le ciblage de ces gènes offre l'avantage 

d’augmenter les chances que l'amplification d'ADN permet  d’atteindre des 

niveaux détectables. Au cours de ces dernières années, la région d'ADN 

ribosomiaux composée de gène de la 18S (1800pb), le gène de la 5.8S (159pb) 

et le gène 28S (3396pb) constituent des cibles prometteuses. Jusqu'à présent, de 

nombreuses études ont porté sur les différentes composantes, 18S [63,64], 28S 

[65], ITS1 [66] et ITS 2 [49]. 

Une étude a révélé que le dosage de 28 S est plus précis que le dosage de 18 S, 

en particulier depuis que la 18 S a été utilisée pour amplifier une partie du gène 

humain ADNr [57]. 
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D'autres gènes cibles tels que ceux de la mitochondrie ne sont pas véritablement 

des gènes multi-copie, mais peuvent en fait être considérés comme tel car il a été 

estimé qu'il ya 12 copies du génome mitochondrial pour chaque copie de 

génome d'Aspergillus [67]. 

Il est également important de considérer la nature environnementale 

d'Aspergillus. Ces hyphes et ces spores sont omniprésents dans l'environnement 

et constitue une source de contamination, ce qui représente un défi pour les 

scientifiques à tous les niveaux [68].  

Réaction en chaîne de la polymérase (PCR) : 

Une multitude de techniques PCR ont été utilisées pour amplifier l’ADN 

fongique, il ya eu peu de standardisation des procédures et très peu d'études de 

validation inter-laboratoires.  

Les techniques le plus souvent décrites sont la technique de la PCR 

conventionnelle, la PCR nichée (nested-PCR), et la PCR en temps réel avec 

révélation directe de l’ADN amplifié par des sondes fluorescentes [71]. 

Une étude a été publiée par White et al. qui ont utilisé une approche PCR nichée 

avec des amorces ciblant la région 28S des opérons ADN ribosomiaux pour 

enquêter sur un groupe de 203 patients à risque sur une Période de 1 an [63,69]. 

Les auteurs ont rapporté une bonne sensibilité 92,3% et une spécificité de 

94,6%. L'approche PCR nichée est sensible à la contamination croisée entre les 

échantillons, et aussi rend toute quantification précise de l'agent infectieux 

impossible.  
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White et ses collègues ont publié une étude multicentrique utilisant l’approche 

PCR en temps réel, comparant l'utilisation trois machines (LightCycler (Roche), 

Applied Biosystems 7500  Real-time PCR system avec des sondes d'hydrolyse, 

et enfin Rotor-Gene (Corbett Research). Les plates-formes se sont révélées avoir 

une influence importante sur le dosage [57] 

L'introduction des Contrôles pour la contamination de la PCR fournit la preuve 

de la cohérence des essais et leurs Performances. Les contrôles doivent être 

inclus pour détecter la présence d'inhibiteurs de la PCR. Ceci est réalisé par 

dopage d’échantillons cliniques avec un acide nucléique cible alternatif 

(plasmide) qui est amplifié dans les mêmes conditions mais n'interfère pas avec 

la spécificité de l'épreuve. À ce jour, un grand nombre d’études entreprises n'ont 

pas inclus tous ces contrôles stricts [55].  

Cependant, le manque de standardisation des techniques est une des principales 

raisons pour lesquelles l'EORTC / MSG n'a pas encore inclus la PCR dans la 

liste qui a  été publiée sur les critères pour le diagnostic de l'AI. 

Tentatives de Standardisation de la détection  d’Aspergillus par 

PCR : 

L'amplification de l'ADN Aspergillus par PCR a été décrite depuis le début des 

années 1990, et beaucoup d’études sur le sujet ont été publiées. Toutefois, 

comme il est mentionné précédemment, les protocoles varient largement en 

fonction de la sélection des prélèvements cliniques appropriés (échantillons de 

sang total,  sérum,  LCR ou LBA), les Procédés d'extraction d'ADN (lyse 

enzymatique ou procédures mécanique), et la sélection de la séquence cible 
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adéquate, y compris les amorces, sondes et les systèmes PCR. Ce qui a conduit à 

des résultats contradictoires.  

Ce manque de standardisation des techniques a conduit à des tentatives pour 

définir un consensus pour une PCR destinée au diagnostic d’AI.  

White et al. ont réalisé la première étude multicentrique des méthodes de 

détection d'espèces d'Aspergillus par PCR utilisées au Royaume-Uni et en 

Irlande, par la distribution et l'analyse de plusieurs panneaux d'échantillons [72]. 

Le groupe était composé de 10 laboratoires différents. Ils ont fait la comparaison 

entre deux ensembles d'amorces (28S et 18S) et de trois plates-formes 

(LightCycler [Roche], Rotor-Gene [Corbett Research, Mortlake, NSW, 

Australie], et TaqMan [Applied Biosystems, Foster City, CA, États-Unis]). Dans 

cette étude, le dosage 28S a été jugé plus spécifique que le dosage 18S. Se fut 

principalement dû au fait que l'ensemble amorce / sonde utilisée pour amplifier / 

détecter l'amplicon 18S a été trouvé pour amplifier et détecter une partie du gène 

humain ADNr en l'absence d'ADN d’A. fumigatus. Ce phénomène était 

responsable d’une diminution de la sensibilité. Dans l'ensemble, la sensibilité et 

la spécificité, étaient plus élevées en utilisant l’amorce 28S qu’avec l'amorce 

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

Un autre consensus de collaboration australo-allemande impliquant six 

laboratoires a également été créé pour évaluer les méthodes d'extraction de 

l'ADN et de la PCR utilisées. Il semblerait que la PCR en temps réel utilisée 

pour les essais en combinaison avec lyse efficace de la paroi cellulaire fongique 

présentent une forte reproductibilité. Néanmoins, le groupe consensus EORTC-

MSG  pour définir les IFI a conclue malheureusement qu’il n’y a que trop peu de 
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progrès pour permettre l'inclusion de la PCR dans les définitions révisées des IFI 

[73]. 

Un groupe de travail de la Société internationale de Mycologie humaine et 

animale (ISHAM) a été formé. Ils ont mis en place une fondation appelée  

«European Aspergillus PCR Initiative" (EAPCRI). Son objectif est d'établir une 

standardisation pour Aspergillus PCR pour qu’il soit validé en tant qu’outil de 

dépistage. 

Depuis la fondation de ce Groupe de travail, des panneaux d’extraction d’ADN 

et des échantillons dopés de sang ont été distribués aux 24 laboratoires 

participants. Les résultats préliminaires montrent que l'extraction de l'ADN 

semble être le majeur obstacle plutôt que les différentes techniques de PCR 

utilisées. Le groupe a pu démontrer que la lyse mécanique des conidies d’A. 

fumigatus est supérieure à la lyse enzymatique, et qu’un volume de sang  ≥ 3 ml 

offre un meilleur rendement, de plus, la PCR en temps réel est supérieure à la 

PCR conventionnelle [74]. 

II-  Candidose : 

Les candidoses invasives sont des infections provoquées par des levures 

appartenant au genre Candida. Ces appellations recouvrent les candidémies et 

les candidoses viscérales profondes [76,77]. Au cours de ces trois dernières 

décennies, la prévalence des candidoses systémiques a augmenté 

considérablement en raison d’une part, de l’augmentation de la population à 

risque (transplantation d’organes, alimentation parentérale, chirurgie 

cardiaque…) et d’autre part, des progrès en réanimation qui prolongent la survie 

de cette population [77]. Les candidoses systémiques se situent au quatrième 
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rang des infections nosocomiales avec un pourcentage de 10 à 15 % [78,79]. 

Elles se rencontrent surtout dans les unités de soins intensifs de réanimation 

chirurgicale digestive et cardiovasculaire, de brûlés et de réanimation médicale, 

dans les unités de greffes d’organes, dans les services d’oncohématologie et 

dans les services de néonatologie [79,80]. Candida albicans est l’espèce la plus 

fréquemment incriminée (60 %), suivi de C. glabrata (20 %) dont l’incidence a 

augmenté ces dernières années sous la pression des antifongiques azolés, puis de 

C. tropicalis (10 %) et de C. parapsilosis (5 %) [77, 78, 81, 82].  

Une nouvelle espèce de Candida ayant des caractéristiques phénotypiques 

similaires à celles de C. albicans a été identifiée en 1995 et a été nommée C. 

dubliniensis [83]. La majorité des isolats de C. dubliniensis ont été découverts 

au niveau de la cavité buccale des sujets infectés par le virus VIH. Cependant, 

cette espèce a été isolée récemment au niveau d’autres sites incluant le poumon, 

le vagin, le sang…aussi bien chez des sujets infectés par le virus VIH que des 

sujets non infectés par ce virus [84]. 

Le taux de mortalité attribué aux candidoses systémiques est de 40 à 60 % [78, 

80, 85]. La difficulté d’établissement d’un diagnostic rapide et spécifique est la 

raison principale de ce taux élevé de mortalité. En effet, le diagnostic des 

candidoses systémiques est difficile et tardif devant la non-spécificité des signes 

cliniques et les difficultés du diagnostic biologique [77]. La symptomatologie 

est polymorphe et n’est pas spécifique. Elle se présente habituellement par une 

fièvre isolée, persistante et ne répondant pas à une antibiothérapie à large 

spectre. Des localisations viscérales pouvant être présentes, doivent être 

recherchées [79,80, 86],  
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Le diagnostic biologique se heurte à de nombreuses difficultés vu le manque de 

sensibilité et/ou de spécificité des techniques utilisées, d’où le retard du 

diagnostic aggravant le pronostic de la maladie. Pour cela, de grands efforts sont 

effectués pour la détection d’une méthode de diagnostic rapide et spécifique. 

Durant les dernières années, plusieurs publications ont montré l'intérêt de la 

PCR pour le diagnostic des candidoses. Elles ont précisé la bonne sensibilité de 

la méthode, la spécificité semble également être excellente. 

Types d'échantillons : 

Les techniques d'amplification génique ont été adaptées à plusieurs types de 

prélèvements: des tissus humains biopsiés de foyers infectieux, des 

hémocultures ensemencées avec du sang total de patient, du sérum ou du sang 

total. A l'heure actuelle, il n'existe pas de consensus en ce qui concerne la nature 

du prélèvement le mieux adapté. 

Lorsque les conditions sont requises pour passer du stade de colonisation à celui 

d'invasion-infection, Candida constituent de véritables foyers mycosiques dans 

certains organes. Des techniques PCR ont été développées mais elles sont 

invasives et nécessitent de ponctionner ou de biopsier l'organe suspecté [174]. 

Outre le fait que la biopsie puisse être en zone saine, les localisations organiques 

sont déjà tardives dans l'évolution clinique de la CI. Pour ces raisons ce type de 

prélèvement ne  parait pas adapté à un diagnostic précoce de CI. 

Actuellement les échantillons les plus testés sont le sang total et le sérum [94].  

Le premier test PCR  en temps réel qui a été disponible dans le commerce est 

(SeptiFast) [95], il est réalisé directement sur un échantillon de sang, mais la 
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présence d'inhibiteurs de la PCR peut conduire à des résultats faussement 

négatifs. Des résultats faussement positifs peuvent également survenir en raison 

de la contamination des échantillons par l’air [96]. 

Une étude récente pour l’évaluation clinique des analyses par PCR en temps réel 

sur des échantillons de sérum a rapporté des sensibilités et des spécificités > 

90% pour la détection des espèces Candida  dans les échantillons de patients de 

réanimation [96]. 

Une autre étude a révélé que la PCR sur sérum donne des résultats mieux que 

sur le sang total [97].  

Acide nucléique Fongique cible pour le dosage : 

A ce jour, les techniques publiées concernant la PCR Candida sont nombreuses, 

mais seules quelques séquences cibles ont été testées. 

Les molécules qui ont fait l'objet du plus grand nombre d'analyses 

phylogénétiques sont comme pour l’Aspergillus les ADN ribosomiques [Fig.16]. 

Les premières études pour Candida ont ainsi été réalisées en séquençant 

directement les ADN ribosomiques. 

 

Figure 16 : Les différentes régions de l’ADN ribosomique fongique.                                                                                   
Olivier Béréziat. 2004 
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Les premières publications utilisant la PCR pour la détection de CI ont été 

réalisées en 1995 par Williams et al. [87], ils ont développé cette technique en 

ciblant les espaceurs internes transcrits ITS1 et ITS4. Il s'agissait d'une 

technique longue, peu sensible et peu spécifique dont l'application est limitée 

[88]. 

Dans la littérature, la partie du génome de Candida la plus couramment 

amplifiée est celle qui code pour la sous unité ARNr 18S. Cette séquence est 

commune à de nombreux champignons dont Candida sp. Ainsi Reiss et al. ont 

pu démontré que la PCR classique amplifiant 18S DNAr était plus sensible que 

les hémocultures [89]. 

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

Ils ont démontré une excellente sensibilité. 

En 2003 Korabecna M et al. ainsi que Ferrer et al. ont amplifié le gène 

ribosomal 5.8S et sa région immédiatement contiguë ITS2 [91].  

Une étude comparative en 2011 a utilisé deux cibles différentes, le gène FKS1 et 

le 5,8S, ce qui a montré une concordance de 100 % entre les résultats des deux 

cibles [92]. Une autre étude paru la même année a utilisé la cible 28S pour 

l’amplification par PCR-REA (PCR- restriction enzyme analysis) a démontré 

une sensibilité de 100% [93]. 

Réaction en chaîne de la polymérase (PCR) : 

Les techniques couramment utilisées comprennent la PCR classique [98], semi-

nichées et la PCR nichée [101, 104], la  PCR immuno-enzymatique [96, 
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92], différentes variantes de PCR en temps réel [102, 103, 104, 105] et la PCR 

multiplex [99, 100, 105]. Historiquement, la PCR classique est la technique la 

plus utilisée mais d'autres méthodes plus récentes ont été développées. 

Huang et al [98] ont repris le travail sur la cible fongique ADNr 5,8S par PCR 

classique et sont parvenus à une sensibilité de 103 à 104 cellules de C. albicans 

/ml de suspension de culture. Par la suite certains auteurs ont développé diverses 

techniques de diagnostic sur deux ou plusieurs espèces de Candida 

simultanément: technique multiplex mais sans améliorer la sensibilité [99, 100]. 

Divers travaux de PCR-EIA (PCR-Immuno Enzymo Assay) ont été développés. 

Dans cette méthode, le produit d'amplification obtenu par PCR a été révélé par 

immun-enzymologie sur plaque, cette méthode est robuste et hautement 

reproductible [92]. L’inconvénient c’est qu’elle prend beaucoup de temps et de 

possibles problèmes de digestion enzymatique peuvent se produire [92]. 

De meilleurs résultats sont obtenus avec la PCR nichée. La révélation se fait en 

utilisant des sondes radioactives ou des sondes à révélation 

immunoenzymatique. Selon la cible amplifiée, la sensibilité de la méthode varie 

de 1 à 500 levures/ml de sang. La PCR nichée est caractérisée par une bonne 

spécificité (98 %) [101].  

Les études d'évaluation cliniques des analyses de la PCR en temps réel ont 

rapporté des sensibilités et des spécificités > 90% [104, 105]. Dans une étude 

évaluant la PCR en temps réel chez 122 patients ayant une candidose 

systémique, la sensibilité était de 100 % et la spécificité de 97 % [103].  
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Le premier test PCR  en temps réel qui a été disponible dans le commerce est 

(SeptiFast), conçu pour détecter les 25 pathogènes microbiens les plus 

fréquemment isolés en circulation sanguine, dont cinq espèces   Candida, a été 

introduit par Roche Diagnostics [95]. Le test est réalisé par PCR en temps réel, 

et il est Achevé en environ 6h [95]. 

Le tableau suivant regroupe quelques tests PCR pratiqués et leurs performances 

[96]. 

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

 

 

III-  Cryptococcose : 

La cryptococcose est une maladie opportuniste et cosmopolite due à une levure 

Cryptococcus neoformans. Sa contamination se fait essentiellement par voie 

respiratoire [117]. C. neoformans infecte surtout les patients immunodéprimés.  

Dans les pays développés, l'incidence de la cryptococcose a augmenté chez les 

patients infectés par le VIH à la fin du 20ème siècle [116]. L'introduction de la 

thérapie antirétrovirale hautement active a permis de réduire l'incidence, mais 

pas la mortalité associée à la cryptococcose méningée [118]. Ces dernières 

années, d'autres facteurs tels que la transplantation d'organes ont été associés à 

un risque accru de contracter la cryptococcose [110]. En outre, son incidence est 
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encore importante dans les régions en développement, comme en Afrique, où la 

cryptococcose est la cause d’environ 650.000 de morts par an [118]. C. gattii a 

attiré l'attention de la communauté scientifique, car il touche des personnes sans 

déficit immunitaire [113], il a été identifié comme l'agent causal de l'épidémie 

qui s'est produite dans l'île de Vancouver, en Colombie-Britannique, Canada 

[115], et qui semble se répandre dans le nord-ouest des États-Unis [114]. 

C. neoformans existe sous 3 variétés :  

• C. neoformans var. neoformans (sérotype D): cosmopolite. Infecte les 

sujets  immunodéprimés.  

• C. neoformans var. gattii (sérotypes B – C) : régions subtropicales 

(majoritaire en Afrique sub-saharienne).  

• C. neoformans var.grubii (sérotype A) qui infecte le plus souvent les 

sujets  immunodéprimés VIH. 

Le test sérologique précédemment utilisé pour différencier les différents 

sérotypes Cryptococcus a été interrompu par le fabricant. Actuellement, la 

classification correcte des différentes variétés repose principalement sur 

l'analyse de séquence d'ADN [119]. 

 Le diagnostic des cryptococcoses est établi facilement pour une méningo-

encéphalite cryptococcique par coloration de LCR avec l'encre de Chine, par 

détection de l'antigène, ou par culture, mais il peut être plus difficile pour les 

autres échantillons cliniques tels que les liquides de LBA, des biopsies ou de 

sang. Bien que la détection d'antigène est un outil de diagnostic sensible et 

spécifique, de faux-positifs, ainsi que des tests faussement négatifs ont été 
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décrits, et il n'est pas fiable pour surveiller l'efficacité du traitement antifongique 

d’où l’importance de l’approche moléculaire.  

Des protocoles PCR ont été mis en place pour détecter les espèces de 

Cryptococcus [128, 129, 130]. Ces tests moléculaires peuvent se faire dans 

divers échantillons cliniques, tels que le sang, sécrétions, LCR, LBA et l'urine. 

Le LCR semble être l’échantillon qui a donné les meilleurs résultats [121, 125]. 

Pour l’extraction de l’ADN plusieurs techniques existent.  L'extraction d'ADN 

simple avec des billes de verre, l'extraction d'ADN avec des méthodes à iodure 

de sodium, avec le thiocyanate de guanidine, et des méthodes plus complexes 

faisant intervenir des enzymes [127], toutes les méthodes sont efficaces pour 

l'extraction de l'ADN à partir de cultures de Cryptococcus. Une étude a été 

réalisée ayant pour but de déterminer la meilleur méthode d'extraction d'ADN, 

prenant en compte l'efficacité de l'extraction, la vitesse, la simplicité de la 

manipulation, la facilité d'obtention des matériaux et le coût bas, étant donné que 

ces exigences sont indispensables pour s'assurer que la méthode est applicable 

pour une utilisation de routine au laboratoire. L'extraction avec du thiocyanate 

de guanidine  s’est révélée être rapide, permet une exécution facile, peu coûteuse 

et beaucoup plus efficace pour l'extraction dans les échantillons de LCR. Cela a 

été démontré pour être la seule technique efficace pour l'extraction ADN de C. 

neoformans à partir d'échantillons cliniques, même avec des petites quantités de 

levure [127]. 

Une multitude de Cibles ont été utilisées. Les gènes codant pour les protéines de 

biosynthèse de la capsule CAP59 [124, 111] CAP1, GEF1 [123]. Les gènes 

hautement conservés codant pour les ARN ribosomiques 23S, 16S et 5,8S ont 

permis d’atteindre un seuil de détection de 1 cellule / ml [127]. Les éspaceurs 
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internes transcrits ITS1/ITS2 ont été également ciblés [125, 127, 112]. Cette 

dernière étude a donné une sensibilité et une spécificité de 100% [112]. 

La détection peut également prendre comme cible l’ARNm du gène CAP10 

codant pour la capsule en utilisant la RT-PCR, ce qui permet d’atteindre un seuil 

de détection de 1-10 CFU/ ml¯¹ [126]. 

La plupart des études utilisent comme technique pour l’amplification de l’ADN 

cryptococcique la PCR nichée. Les résultats de cette PCR indiquent une bonne 

sensibilité avec une limite de détection rapportée de 10 cells ml¯¹ [122]. Une 

autre étude comparant la PCR classique à la PCR en temps réel a montré la 

supériorité de cette dernière [tab.V] [120]. La PCR-REA est une approche facile 

à utiliser et ne nécessite que des matériaux moléculaires communs, Cette 

méthode permet une identification rapide et fiable de tous les serotypes de 

 Cryptococcus neoformans [124], une étude récente a démontré la rapidité et la 

sensibilité plus élevée de la PCR-REA, par apport aux autres méthodes de 

diagnostic classique [111]. 

 

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

 

 

 



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre IV  : Discussion 
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Les progrès qu’ont connus les interventions médicales ont fourni un nombre 

croissant des patients immunodéprimés qui sont confrontés aux risques 

d’infections fongiques opportunistes. L'utilisation prophylactique des 

médicaments antifongiques a conduit à l'émergence d'un nombre croissant de 

souches fongiques résistantes. Les tests de diagnostic classiques, comme la 

culture de sang montrent une faible sensibilité pour la détection des Candida et 

Aspergillus spp. Les fournisseurs de soins de santé assument également des frais 

supplémentaires, le coût annuel du traitement des infections fongiques en 

Europe en cours est évalué en millions d'euros [132]. En outre, les patients 

diagnostiqués avec des IFI ont souvent besoin de soins prolongés à l'hôpital, 

entraînant des coûts supplémentaires, ce qui souligne l'importance médicale et 

socio-économique d’un diagnostic efficace des IFI [132]. 

 Il est donc nécessaire d’élaborer et évaluer des méthodes non-culture basées sur 

la détection des acides nucléiques pour les infections fongiques profondes. 

L'utilisation de la PCR pour la détection d'une infection fongique systémique a 

été largement étudiée et offre un potentiel en termes de sensibilité et de 

spécificité. 

On discutera par la suite, l’utilité de diagnostic moléculaire pour les IFI les plus 

communes à savoir l’aspergillose, la candidose et la cryptococcose,  et sa 

comparaison avec les méthodes de diagnostic les plus utilisées. 

 L’une des infections fongiques qui a fait l’objet de plus grand nombre 

d’études visant à évaluer l’utilité de l’application de la PCR dans son diagnostic 

est l’AI. Malgré une meilleure connaissance et capacité à la diagnostiquer, le 

diagnostic définitif de l'AI reste difficile et la mycologie classique est rarement 
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utile. Sans un diagnostic précis, les cliniciens ont souvent recours à un 

traitement antifongique empirique, exposant les patients à des traitements 

inutiles et une  toxicité élevée et des effets secondaires associés. 

L'introduction des techniques non culture a renforcé la capacité de diagnostiquer 

l’AI chez les patients à haut risque. Des anomalies pulmonaires compatibles 

avec l’AI tels que des nodules entourés par un "signe halo" peuvent être 

détectées par tomodensitométrie à haute résolution [134]. Cependant, le signe du 

halo est transitoire et n'est détectable que durant le début de l’infection, après 

quoi les signes radiologiques deviennent non spécifiques ou semblent trop 

tardifs pour être thérapeutiquement utiles [133]. Actuellement, la technique 

commercialisée la plus performante est la recherche par méthode ELISA d’un 

antigène, le galactomannane, composant de la paroi cellulaire spécifique du 

genre Aspergillus (Platelia ®Aspergillus, Biorad, France), mais il présente des 

caractéristiques de performance variables et elle est influencée par : la 

prévalence de la maladie, l'âge, un traitement en parallèle par certains 

antimicrobiens, et même la consommation de certains aliments [135, 136, 137, 

138]. 

Une étude comparative réalisée en 2011 sur 158 échantillons de LBA a rapporté 

un taux de sensibilité et spécificité de la PCR respectivement de (94,1% - 

98,5%), contre (94,1% - 97,1%) pour la détection de l’antigène galactomannane 

[tab.VI], ce qui montre une spécificité légèrement plus élevée de la PCR [163]. 
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Tableau VI : Performance des tests de diagnostic de l’AI pour 158 échantillons de LBA [163]. 

 

 

En 2012 une revue systématique des études qui compare entre les performances 

de la PCR et la détection d’antigène galactomannane a été réalisée, la PCR 

semble avoir une sensibilité et une spécificité légèrement plus élevée [164].  

Malgré les résultats encourageant de la performance de la PCR, l'acceptation 

généralisée du diagnostic de l’AI par PCR a été entravée par un manque de 

standardisation, aggravée par une connaissance limitée du processus de la 

maladie.  

L’United Kingdom Fungal PCR Consensus Group a publié une méthodologie 

convenable pour assister au diagnostic par PCR des AI au Royaume-Uni et en 

Irlande  [139]. Ces rapports ont poussé un groupe d'experts, principalement 

européens pour la formation de l’European Aspergillus PCR Initiative 

(EAPCRI)  groupe de travail de la Société Internationale pour les mycoses 

humaines et animales (ISHAM), auquel ont participé plus  de 60 centres à 

travers l'Europe et incluant également des centres en Australie et au Moyen-

Orient. L’EAPCRI a accepté de collaborer pour le développement des normes 

pour une méthode de diagnostic de l’aspergillose par PCR, et de les valider dans 

les essais cliniques afin que la PCR puisse être incorporée dans des futures 
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définitions consensuelles pour le diagnostic des IFI. EAPCRI se compose de 

laboratoire, cliniques et statistiques, des groupes de travail et un comité de 

pilotage chargé de concentrer la direction générale du groupe, assurant un lien 

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

 Ils ont publié en 2010 un travail qui semble être l’une des études les plus 

complètes réalisées pour le diagnostic de l’AI par PCR. Le processus, les 

résultats et la méthodologie recommandée par le groupe de travail EAPCRI  

pour une PCR réalisée sur des échantillons du sang sont comme suivant:   

Les résultats de cette étude ont montré que la plupart des systèmes 

d’amplification PCR évalués (90%) détectent efficacement l'équivalent de 50 

conidies de Aspergillus fumigatus par échantillon, et que (45%) étaient capables 

de détecter l'équivalent de 5 conidies de A. fumigatus. Cependant, la moitié des 

centres subissent des réductions spectaculaires de seuils de détection quand ils 

ont testé le panneau WB 2007 comparé au panneau WB 2008  (différence dans 

le protocole d’extraction entre les deux panneaux), mettant en évidence l'impact 

des procédures utilisées dans  l'extraction d'ADN de sang total. En effet, la 

procédure d'extraction semble être l'étape facteur limitant. Une évaluation 

détaillée des méthodes d'extractions utilisées avec les deux panneaux a montré 

que les protocoles utilisant le spécimen entier  et le broyage à billes ont été 

associés aux meilleures performances (panneau WB 2008) et sont recommandés 

comme procédure d'analyse, entraînant une amélioration des taux de positivité.  

Les sensibilités pour les centres conformes étaient > 80% [tab.VII], supérieurs à 

celles des centres non conformes (classés non conformes pour ne pas avoir suivi 
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les recommandations). Un seul centre conforme (centre 15) a généré des 

sensibilités pauvres.  

Les spécificités pour les centres conformes étaient > 79% [tab.VII], supérieurs à 

celles des centres non conformes. Un seul centre conforme (centre 16) avait une 

faible spécificité. 

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

 

 

Un degré élevé de sensibilité analytique est essentiel, car la charge fongique 

circulante dans le sang est faible [140, 141]. L'utilisation de volumes 

d'échantillons plus importants permet la détection de faibles concentrations de 

charge fongique parce que la quantité générale de la cible et la possibilité pour la 

récupération sont augmentées [142]. Paradoxalement, trop d’ADN extrinsèque 

peut inhiber le processus de la PCR, il est donc essentiel qu'un contrôle interne 

soit utilisé pour empêcher la survenue de résultats faussement négatifs. 

L'analyse statistique entre la sensibilité et les autres covariables a montré que les 

recommandations (utilisation du spécimen entier, le broyage à bille, et le 

contrôle interne de la PCR) et l'étape de lyse des cellules blanches ont été toutes 

positivement associées à la sensibilité. En revanche, les corrélations négatives 
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ont été associées aux volumes importants d’élution (>100 µL), ce qui a réduit la 

concentration finale d'ADN. 

Il n'y avait pas de corrélation significative entre la sensibilité et la cible PCR.  

Recommandations de l’EAPCRI.  

Puisque les analyses statistiques entre la sensibilité et la spécificité et les autres 

covariables ont montré que l’extraction et l'étape de lyse des cellules blanches 

ont été toutes positivement associées à la sensibilité, les recommandations 

portent surtout sur cette étape. 

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

l’utilisation d’échantillon de sang total-EDTA. 

Il est recommandé que l'EDTA soit l'unique anticoagulant utilisé pour les 

échantillons de sang, puisque l'héparine et le citrate de sodium ont été 

respectivement associés à l'inhibition et à la contamination [145]. Les volumes 

de sang relativement élevés (≥ 3ml) sont nécessaires, et il est important de bien 

lyser à la fois les globules rouges et blancs avant de pratiquer le broyage à billes 

pour perturber les cellules fongiques. La lyse fongique par digestion à la lyticase 

recombinante devrait être remplacée par le broyage à billes, ce qui supprime des 

dépenses considérables et un temps de traitement supplémentaire (30 à 60 min). 

Après que les Cellules fongiques soient lysées, les protocoles commerciaux 

peuvent être utilisés pour purifier, isoler et éluer l'ADN. La contamination du 

réactif peut être problématique lorsque la PCR fongique est réalisée [146]. Il est 

recommandé de tester les réactifs pour la contamination en utilisant les contrôles 

négatifs d'extraction, mais aussi des contrôles positifs d'extraction avec des 

charges fongiques uniformes et représentatives pour surveiller les performances 
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de la procédure d'extraction. L'utilisation des volumes d'élution d'ADN 

supérieurs à 100 µl doit être évitée. 

Les résultats obtenus dans cette étude confirment la validité analytique de la 

PCR Aspergillus pour le dépistage et la détection d'Aspergillus et constitue un 

premier pas vers sa standardisation. Mais jusqu'à l’heure actuelle en raison de la 

grande disparité des tests et des résultats publiés, la technique ne pourrait être 

utilisée comme technique de référence pour le diagnostic de routine de l’AI au 

laboratoire, la stratégie de diagnostic de cette infection fongique repose encore, 

chez les patients à risque, sur l’association des éléments cliniques, de 

l’apparition d’images radiologiques sur le scanner, de la recherche du 

champignon par les méthodes classiques, et de la détection du galactomannane 

sérique par méthode ELISA. 

 Si on a essayé une standardisation de la PCR pour l’Aspergillus, et un groupe 

international a été crée pour ce but, ça n’était pas le cas pour les autres infections 

fongiques comme la CI, Le principal problème confrontant les études menées 

était de savoir comment évaluer la précision d'un test en l'absence de règles 

standard.  

 

La norme de référence actuelle pour le diagnostic de la CI est la culture du sang, 

une analyse systématique de 54 études (incluant 4694 patients) évaluant la 

précision de diagnostic de la PCR dans des échantillons de sang chez les patients 

cliniquement suspects pour une probable CI, a révélé que la sensibilité de la 

PCR était de 85% beaucoup plus élevée que celle des hémocultures 35% [148]. 

Ces résultats sont compatibles avec la conclusion que la PCR permet une plus 

grande sensibilité que les hémocultures pour le diagnostic de la CI, avec une 
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spécificité supérieure à 90% [148]. En plus de la sensibilité médiocre, la culture 

du sang prend 24 à 48 h pour devenir positive [149, 154]. Les études démontrent 

qu'un délai de 12 à 48 h dans un traitement antifongique approprié est associé à 

une augmentation significative de mortalité [150, 151]. A l'inverse, l'utilisation 

d'un traitement antifongique empirique pour les patients à risque est très 

répandue, conduisant à une augmentation des coûts et des effets écologiques 

néfastes [148]. Les méthodes non culture, telles que la détection de l'ADN par 

PCR, ont été développées afin d'aider dans le diagnostic rapide des infections, ce 

qui permet l'initiation de la thérapie ciblée sur les espèces 6 h après le début de 

la septicémie [152].  

Plusieurs autres tests pour la détection des antigènes et anticorps candidémiques 

sont commercialisés, Une étude publiée en 2012 [154], a comparé les 

sensibilités et les spécificités de la PCR en temps réel avec :  

 

- Platelia Candida Ag test (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, 

France), pour la détection d’antigène Mannan.    

- Fungitell (Associates of Cape Cod Inc, East Falmouth, MA, USA), pour 

la détection de l’antigène 1,3-β-D glucan. 

- Platelia Candida Anticorps (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, 

France), pour la détection des anticorps anti-mannan. 

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

combinée à la détection de l’antigène Mannan. 
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Tableau VIII: Les performances des différents tests pour le diagnostic de la CI [154] 

 

 

Les résultats montrent une excellente sensibilité et spécificité de la PCR 

comparé aux autres techniques de diagnostic non culture [tab.VIII]. Ces résultats 

sont confirmés par une autre étude qui rapporte des sensibilités et des 

spécificités > 90% pour la détection des espèces Candida  dans les échantillons 

de sérum de patients de réanimation [155]. La PCR offre alors une alternative 

intéressante pour améliorer le diagnostic en temps opportun chez les patients à 

haut risque.  

Malgré le potentiel élevé des tests basés sur la PCR, la détection de l'acide 

nucléique Candida dans les fluides corporels peut avoir quelques difficultés en 

raison de la faible charge pathogène et la dure paroi cellulaire des champignons 

qui fait obstacle à une lyse efficace pour la libération de l'ADN, conduisant à des 

résultats faussement négatifs [159]. Des résultats faussement positifs peuvent 

également survenir en raison de la contamination des échantillons par l’air. En 

outre, comme de nombreuses espèces Candida sont des colonisateurs de la peau 

de l'homme, des muqueuses ou des surfaces d'autres sites anatomiques, la 

détection des acides nucléiques cibles correspondant à quelques 
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cellules Candida  dans les échantillons cliniques provoque des difficultés à 

distinguer la colonisation de l'infection [153].  

Des techniques commercialisées pour la détection de la CI sont récemment 

devenues disponibles. Le premier test PCR  en temps réel qui a été disponible 

dans le commerce est SeptiFast (Roche Diagnostics), conçu pour détecter les 25 

pathogènes microbiens les plus fréquemment isolés en circulation sanguine, dont 

cinq espèces Candida [156]. L'évaluation initiale de l'essai SeptiFast en a été 

prometteuse car elle présentait 83% de concordance avec les résultats de culture 

du sang et les résultats discordants étaient en faveur de SeptiFast étant donné 

que des échantillons provenant de patients cliniquement suspects étaient positifs 

à la PCR, mais testés négatifs par la culture. Des évaluations subséquentes, 

employant des populations de patients plus importantes et plus diversifiées, y 

compris les nouveau-nés et des enfants, ont donné des résultats similaires [157, 

158].  

Compte tenue de ces résultats, la PCR est capable de poser le diagnostic des 

candidoses systémiques d’une façon précoce et spécifique. Elle permet ainsi, 

d’instaurer un traitement le plus rapidement possible et de l’adapter selon 

l’espèce. Bien que les méthodes de PCR soient développées depuis longtemps, 

elles restent non standardisées et non disponibles en routine pour la détection 

des CI. 

 Pour la cryptococcose, son diagnostic au laboratoire est basé sur la 

démonstration directe, la culture et la détection de l'antigène par test 

d'agglutination au latex (LAT). Les méthodes microscopiques et de culture, bien 

qu’ils soient spécifiques, montrent une sensibilité modérée de 50-80% [160]. En 
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outre, la culture prend du temps et nécessite des volumes plus grands 

d'échantillons et de la main-d'œuvre. Le LAT est plus sensible, mais a 

l’inconvenant de générer des faux positifs [162] ainsi que des taux élevés de 

faux négatifs [160]. La subjectivité apparente de la lecture et d’interprétation de 

la réaction LAT pose des problèmes supplémentaires, en particulier dans les cas 

limites. Le Test immuno-enzymatique (EIA) est une autre méthode pour la 

détection des antigènes polysaccharidiques capsulaires de C. neoformans dans 

les échantillons cliniques. Des études ont démontré la faible réactivité croisée de 

cette technique [160].  

La PCR offre alors une excellente alternative pour le diagnostic précoce de la 

cryptococcose comparativement aux méthodes conventionnelles, car elle est 

rapide, permet de détecter une faible charge fongique, et peut être utilisée pour 

un échantillon de petite taille [161]. 

Une étude comparative des méthodes conventionnelles (examen direct, culture), 

LAT, EIA et PCR a été réalisée sur un total de 359 échantillons provenant de 82 

patients [160]. L'évaluation comparative a été effectuée séparément sur des 

échantillons de LCR,  sérum et urine. Les résultats sont regroupés dans les 

tableaux suivant.  

Tableau IX: Sensibilité et spécificité des différents tests de diagnostic pour LCR [160] 
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Tableau X: Sensibilité et spécificité des différents tests de diagnostic pour le sérum [160] 

 

 

Tableau XI : Sensibilité et spécificité des différents tests de diagnostic pour l’urine [160] 

 

 

Tableau XII : Variations de résultats de tests sur des intervalles de temps après le début de traitement 
antifongique (nombre d’échantillon positif / nombre total d’échantillon) [160] 
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Selon ces résultats, il y avait concordance de 100% entre l’EIA et la PCR dans 

tous les échantillons avant traitement antifongique, ce qui démontre que les deux 

tests sont comparables. Après l’initiation de traitement, lorsque l'EIA est négatif, 

tous les autres tests l’étaient également, à l'exception de la PCR. Ceci affirme 

que la PCR est le test le plus sensible. En outre, la PCR n'a pas détecté de l'ADN 

dans aucun des échantillons de contrôle, ce qui démontre sa spécificité.   

Pour les échantillons obtenus après le début du traitement (suivi des 

échantillons) [tab.XII], la durée de la positivité de la LAT, EIA et la PCR dans 

le LCR était plus longue (> 90 jours), suivie par le sérum (~ 65 jours), puis 

l'urine (~ 45 jours). Bien que la charge fongique dans l'urine fût faible, la 

présence de l'antigène cryptococcique dans l'urine était suffisante pour être 

détectée. Par conséquent, la détection dans l'urine, en particulier par PCR et EIA 

peut être utile lorsque l'obtention des échantillons invasifs telles que la LCR et le 

sérum se révèle difficile. 

Ainsi, en conclusion, il a été démontré que LAT, EIA et la PCR ont une 

sensibilité plus élevée que les méthodes microscopiques directes. Celle-ci ont 

été positives, même si la culture était négative, la PCR a la meilleure sensibilité 

puisqu’elle donne des résultats positifs lorsque tout les autres tests donnent des 

résultats négatifs.  

 Une autre étude pour La détection de C. neoformans dans le LCR par la PCR a 

été réalisée [161]. Les résultats démontrent que la technique PCR a une 

sensibilité et une spécificité élevée (92,9% et 100%, respectivement), supérieure 

à la culture (85,7% et 100%) et l’encre de Chine (76,8% et 100%) [Tab.XIII]. 

En plus la PCR pouvait détecter 1 cellule / ml de LCR. 
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Tableau XIII : Comparaison des résultats obtenus par la méthode PCR, culture et test à l'encre de Chine 
dans les échantillons de LCR de 72 de patients [161] 

 

 

L’analyse comparative des trois méthodes, encre de Chine, la culture et la PCR a 

démontré que cette dernière est beaucoup plus sensible et spécifique, et peut être 

utilisée comme technique dans le diagnostic au laboratoire de la cryptococcose 

[161]. 

Sur la base de ces données, l'utilisation de la PCR est recommandée, car elle est 

sensible, et offre une aide spécifique et précieuse dans l'établissement d’un 

diagnostic de cryptococcose et  dans sa détection précoce, réduisant ainsi la 

morbidité et la mortalité surtout que l'incidence de la maladie augmente de façon 

alarmante. 

 

Questions à aborder : 

 

Si la PCR doit être utilisée en routine dans les laboratoires, il existe des facteurs 

de grande importance. Par exemple Le volume de sang à traiter doit être compris 

dans le champ des volumes qui sont habituellement prélevés chez un patient. 

Encore une fois, un écart important existe entre les études, avec des volumes 

d'échantillons sanguins allant de 200 microlitres [165] à 10 ml [166]. Sachant 
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que la charge fongique dans la circulation d'un patient peut être inférieure à un 

génome par ml, il est recommandé d'utiliser entre 3 et 5 ml, ce qui correspond au 

volume de sang en charge par la plupart des tubes de prélèvement EDTA dans 

les hôpitaux. Un volume sanguin plus grand augmente la sensibilité de l'essai en 

raison de l'augmentation du nombre de cellules fongiques [167]. Une autre 

considération cruciale dans le développement d'un test de diagnostic en 

laboratoire des IFI serait le potentiel pour l'automatisation de la méthode. 

La plupart des études récentes qui font usage de la PCR en temps réel pour le 

diagnostic des IFI ont ignoré l’aspect quantitatif de la PCR. En fait, peu d'études 

rapporte la quantité d'ADN trouvée dans l'échantillon clinique traité, ils utilisent 

simplement la PCR en temps réel comme critère d'évaluation, les échantillons 

sont décrits comme étant soient positifs (franchissement du seuil de fluorescence 

avant un certain nombre de cycles) ou négatifs. Or l’étude quantitative de 

l’ADN peut être nécessaire  dans le suivi des réponses thérapeutiques. La PCR 

en temps réel pourrait être utilisée quantitativement afin de permettre une 

surveillance plus étroite des réponses de l'IFI à la thérapie. 

L'amplification d'une séquence d'ADN cible par PCR n'indique pas la viabilité 

des organismes sources. La détermination de la viabilité de l'agent pathogène est 

importante pour  déterminer si l'infection est encore active ainsi qu’à l'évaluation 

de l'efficacité d'un traitement particulier. L'amplification et la détection de 

l'ARNm par RT-PCR peut donc être un moyen de suivi de l’efficacité du 

traitement antifongique. 

Certaines études utilisent des échantillons provenant de donneurs sains dopés 

par des cellules fongiques pour évaluer la performance de la PCR [168], ceci 
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peut ne pas refléter la sensibilité de l'essai clinique lorsque des échantillons 

provenant de personnes malades sont analysés. 

Une présence transitoire d’ADN fongiques dans le prélèvement clinique pourrait 

être possible, mais une infection ne peut être exclue. L'interprétation d'un seul 

test PCR positif doit être mise en relation avec les facteurs de l'hôte, les facteurs 

de risque individuels, les signes cliniques du patient et la spécificité de la PCR 

[169]. A titre d'exemple, dans un état critique, de neutropénie chez un patient à 

haut risque, un seul test PCR Aspergillus positif indiquerait le lancement 

immédiat d'un traitement antifongique. 

Il ya également certaines questions à aborder lors de l'utilisation de ces tests, tels 

que le risque de contamination (qui peut être minimisé par l'utilisation de dosage 

PCR en temps réel). La fréquence d'échantillonnage éventuel. La fréquence des 

tests PCR nécessaires chez les patients à haut risque pour détecter l’IFI assez tôt 

pour parvenir à une réduction de la mortalité par le lancement immédiat d'un 

traitement. 

Outre l'utilisation de la PCR pour le diagnostic des IFI chez les patients 

symptomatiques, cette technologie hautement sensible peut également être 

effectuée à titre préventif pour surveiller les patients à risque de développer des 

IFI, une stratégie utilisée avec succès pour contrôler les infections virales 

opportunistes. Chez ces patients, les sensibilités maximales et Les spécificités 

élevées sont obligatoires afin de minimiser le risque de résultats faussement 

négatifs. 
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Les techniques de la biologie moléculaire sont des techniques prometteuses qui 

offrent une meilleure sensibilité et spécificité et un gain de temps considérable 

comparées aux méthodes de diagnostic conventionnelles. Le  diagnostic des IFI 

par PCR seul, ou combiné à d’autres testes convient comme test de dépistage 

simple et rapide avec des sensibilités élevées et des délais d'exécutions rapides. 

Ainsi, elle peut contribuer à réduire le traitement antifongique empirique et peut-

être un outil précieux pour l'initiation précoce et le suivi de la thérapie 

antifongique. Néanmoins, comme toute technique à grande sensibilité le risque 

de contamination est important et donc de faux positifs, des résultats faux 

négatifs peuvent également subvenir à cause de la sensibilité aux inhibiteurs de 

la PCR.  

Malgré tout les avantages qu’offre la biologie moléculaire, elle n’a pas encore sa 

place dans le diagnostic de routine en mycologie médicale à l’inverse d’autres 

domaines comme la virologie et la bactériologie. Le manque de standardisation 

est la cause de l’absence d’un test de diagnostic des IFI approuvé par les 

instances concernées (FDA, EORTC-MSG..). 
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Résumé 

Titre :  Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des infections 

fongiques invasives 

 

Auteur :  REDOUANE TELLAA. 

 

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

Les infections fongiques invasives représentent un réel danger pour la vie 

humaine, elles sont graves et à l'origine d'une mortalité  élevée, Leur incidence a 

augmenté sensiblement pendant les deux dernières décennies. 

Actuellement, le diagnostic mycologique  classique qui repose  majoritairement  

sur la mise en évidence directe ou après culture des champignons dans les 

prélèvements biologiques  n'est pas toujours satisfaisant et parfois ne permet pas 

un diagnostic précoce. Or, la précocité  du diagnostic conditionne la qualité de la 

prise en charge thérapeutique.  

Les méthodes moléculaires ont le potentiel de fournir à la fois des taux de 

détection élevée, une identification spécifique et un gain de temps dans le 

diagnostic des infections fongiques. En outre, plusieurs questions doivent être 

abordées avant que les méthodes basées sur la détection d’acide nucléique 

fongique soient adaptées à un diagnostique de routine. 

Nous rapportons dans ce travail les derniers progrès réalisés ainsi qu’une 

évaluation des techniques de la biologie moléculaire dans le diagnostic des 

infections fongiques comparées avec les méthodes conventionnelles. 
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Abstract 

 

Title:  Contribution of molecular biology in the diagnosis of invasive fungal 

infections. 

Author: REDOUANE TELLAA. 

 

Keywords: infection; fungal; invasive; molecular biology; diagnostic. 

Invasive fungal infections are a real danger to human life, they are serious and 

cause high mortality, their impact has increased significantly over the past two 

decades. 

Currently, conventional mycological diagnosis based mainly on direct evidence 

or after culturing fungi in biological samples is not always satisfactory and 

sometimes does not allow early diagnosis. However, early diagnosis determines 

the quality of the therapeutic management. 

Molecular methods have the potential to provide both high detection rate, 

specific identification and saves time in the diagnosis of fungal infections. In 

addition, several issues must be addressed before the methods based on the 

detection of fungal nucleic acid can be adapted to the diagnostic routine. 

We report in this work the recent progress and an evaluation of molecular 

biology techniques in the diagnosis of fungal infections compared with 

conventional methods. 
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  SSeerrmmeenntt  ddee  GGaalliieenn  
  

    JJee  jjuurree  eenn  pprréésseennccee  ddeess  mmaaîîttrreess  ddee  cceettttee  ffaaccuullttéé  ::  

--    DD’’hhoonnoorreerr  cceeuuxx  qquuii  mm’’oonntt  iinnssttrruuiitt  ddaannss  lleess  pprréécceepptteess  ddee  
mmoonn  aarrtt  eett  ddee  lleeuurr  ttéémmooiiggnneerr  mmaa  rreeccoonnnnaaiissssee  eenn  rreessttaanntt  
ffiiddèèllee  àà  lleeuurr  rreennsseeiiggnneemmeenntt..  

--    DD’’eexxeerrcceerr  mmaa  pprrooffeessssiioonn  aavveecc  ccoonnsscciieenn²²ccee,,  ddaannss  ll’’iinnttéérrêêtt  
ddee  llaa  ssaannttéé  ppuubblliicc,,  ssaannss  jjaammaaiiss  oouubblliieerr  mmaa  rreessppoonnssaabbiilliittéé  eett  
mmeess  ddeevvooiirrss  eennvveerrss  llee  mmaallaaddee  eett  ssaa  ddiiggnniittéé  hhuummaaiinn..  

--  DD’’êêttrree  ffiiddèèllee  ddaannss  ll’’eexxeerrcciiccee  ddee  llaa  pphhaarrmmaacciiee    àà  llééggiissllaattiioonn  
eenn  vviigguueeuurr  aauuxx  rrèègglleess  ddee  ll’’hhoonnnneeuurr,,  ddee  llaa  pprroobbiittéé  eett  dduu  
ddééssiinnttéérreesssseemmeenntt..  

--  DDee  nnee  ppaass  ddéévvooiilleerr  àà  ppeerrssoonnnnee  lleess  sseeccrreettss  qquuii  mm’’aauurraaiieenntt  
ééttéé  ccoonnffiiééss  oouu  ddoonntt  jj’’aauurraaiiss  eeuu  ccoonnnnaaiissssaannccee  ddaannss  ll’’eexxeerrcciiccee  
ddee  mmaa  pprrooffeessssiioonn,,  ddee  nnee  jjaammaaiiss  ccoonnsseennttiirr  àà  uuttiilliisseerr  mmeess  
ccoonnnnaaiissssaanncceess  eett  mmoonn  ééttaatt  ppoouurr  ccoorrrroommpprree  lleess  mmœœuurrss  eett  
ffaavvoorriisseerr  lleess  aacctteess  ccrriimmiinneellss..  

--  QQuuee  lleess  hhoommmmeess  mm’’aaccccoorrddeenntt  lleeuurr  eessttiimmee  ssii  jjee  ssuuiiss  ffiiddèèllee  àà  
mmeess  pprroommeesssseess,,  qquuee  jjee  ssooiiss  mméépprriisséé  ddee  mmeess  ccoonnffrrèèrreess  ssii  jjee  
mmaannqquuaaiiss  àà  mmeess  eennggaaggeemmeennttss..  
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  أن أراقب االله في مهنتي أن أراقب االله في مهنتي   --

أن أبجل أساتذتي الذين تعلمت على أيديهم مبادئ مهنتي وأعترف لهم أن أبجل أساتذتي الذين تعلمت على أيديهم مبادئ مهنتي وأعترف لهم   --
  بالجميل وأبقى دوما وفيا لتعاليمهم.بالجميل وأبقى دوما وفيا لتعاليمهم.

أن أزاول مهنتي بوازع من ضميري لما فيه صالح الصحة العمومية، وأن     أن أزاول مهنتي بوازع من ضميري لما فيه صالح الصحة العمومية، وأن       --
  لا أقصر أبدا في مسؤوليتي وواجباتي تجاه المريض وكرامته الإنسانية.لا أقصر أبدا في مسؤوليتي وواجباتي تجاه المريض وكرامته الإنسانية.

أن ألتزم أثناء ممارستي للصيدلة بالقوانين المعمول بها وبأدب السلوك أن ألتزم أثناء ممارستي للصيدلة بالقوانين المعمول بها وبأدب السلوك   --
  والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع.

أن لا أفشي الأسرار التي قد تعهد إلى أو التي قد أطلع عليها أثناء القيام أن لا أفشي الأسرار التي قد تعهد إلى أو التي قد أطلع عليها أثناء القيام   --
بمهامي، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتي لإفساد الأخلاق أو تشجيع       بمهامي، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتي لإفساد الأخلاق أو تشجيع       

  الأعمال الإجرامية .الأعمال الإجرامية .

لأحضى بتقدير الناس إن أنا تقيدت بعهودي، أو أحتقر من طرف زملائي لأحضى بتقدير الناس إن أنا تقيدت بعهودي، أو أحتقر من طرف زملائي   --
  إن أنا لم أف بالتزاماتي.إن أنا لم أف بالتزاماتي.

"          "          شهيدشهيد        "واالله على ما أقول "واالله على ما أقول   
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