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Introduction générale

Les champignons du genre Fusarium sont des moisissures largement distribuées dans
I'environnement mais ne sont pas au premier plan du point de vue des maladies infectieuses

humaines.

Les études environnementales sont pléthoriques. Du fait de leurs importantes
phytopathogénicités, leurs résistances remarquables aux traitements et leurs propriétés de
synthése de mycotoxines, les Fusarium sont des moisissures bien connues des biologistes
environnementaux. A contrario, malgré un éventail d’infection humaine assez large, allant
des simples infections unguéales a des septicémies souvent |étales, ces champignons ne
sont que peu connu sur leur versant médical, du fait principalement de leur faible prévalence

par rapport aux infections dles a Aspergillus par exemple.

Cette thése, centrée sur l'intérét médical, vise deux objectifs principaux. Outre une revue de
la littérature nécessaire a [l'actualisation des connaissances, le premier objectif est
épidémiologique : il s’agit tout d’abord de déterminer l'infectiosité locale au CHRU de Nancy
de Fusarium et son évolution sur une décennie. Ainsi nous avons pu réaliser un véritable
état des lieux des fusarioses lorraines, ceci aussi bien en termes de types d’infections que

d’espéces en cause, le tout dans une logique dynamique d’évolution sur 10 ans.

Le deuxiéme objectif est d’ordre diagnostique : il vise a évaluer et a améliorer la démarche
du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHRU de Nancy en ce qui concerne
l'identification des champignons du genre Fusarium. Un certain nombre de points de fragilité
sont pressentis dans la démarche actuelle, sans toutefois jamais avoir été formellement
étudiés. L'objectif est donc de les confirmer ou non et d’en déduire une démarche plus

robuste du point de vue de lidentification d’espéces des champignons du genre Fusarium.
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1. Revue de la littérature

1.1. Taxonomie

Le mot taxonomie provient du grec « taxis » qui signifie « placement, ordre, classement » et
de « nomos » qui se traduit par « loi, régle ». La taxonomie (ou taxinomie) est donc la
science qui a pour objectif de décrire et de regrouper en une entité cohérente (taxons) les
organismes vivants. Depuis de trés nombreux siécles, la curiosité humaine et scientifique a
poussé certains hommes a s’intéresser de prés a leur environnement et a le décrire. Les
plus anciennes traces de classification des étres vivants connues a ce jour remontent au Ve
siécle avant JC. Aristote dans son ouvrage intitulé Histoire des animaux fut le premier a
esquisser une taxonomie du régne animal tandis qu’il est généralement attribué a
Théophraste dans un atlas de botanique intitulé Histoire des plantes. Ces ouvrages furent
des références pendant de trés nombreux siécles et c’est seulement au XVIII*™ siécle que
Carl von Linné, suivi entre autres de Charles Darwin, révolutionnérent la taxonomie et la
prolongérent par la systématique scientifique en vue de hiérarchiser les taxons entre eux.
Jusqu'au milieu du XXéeme siécle la taxonomie reposait alors exclusivement sur des
caractéristiques phénotypiques. C’est alors avec I'avenement des techniques de biologie
moléculaire que la taxonomie des étres vivants fut totalement remaniée et est encore
aujourd’hui en constante évolution. La mycologie et avec elle le genre Fusarium n’échappa

pas a ce remaniement profond.

Le genre Fusarium appartient au régne des Fungi, au phylum des Ascomycota, a la classe
des Pezizomycotina, a I'ordre des Hypocreales et a la famille des Hypocreaceae [1]. Il s’agit
d’'un genre a taxonomie trés complexe et profondément remodelée par les techniques de

biologie moléculaire.

Le genre Fusarium correspond a des espéces anamorphes (formes asexuées) mais certains
complexes d’espéces possédent des formes téléomorphes (formes sexuées); c’est
notamment le cas de Fusarium solani ou de Fusarium verticillioides, ces espéces
correspondant aux genres Nectria ou Gibberella [2]. Néanmoins, certains complexes
d’especes, comme Fusarium oxysporum sont connus exclusivement sous formes
anamorphes. Deux noms différents peuvent ainsi désigner la méme espéce ou le méme
complexe selon que la classification historique repose sur la forme sexuée ou non. En 2013,
une communication du code international pour la nomenclature des algues, champignons et
plantes désapprouve cette double nomenclature [3]. Il en résulte qu’un seul nom de genre et
d’espéce doit étre choisi pour désigner un champignon. En ce qui concerne les Fusarium,

Nectria, Gibberella, et autres genres associés (Neocosmospora, Haematonectria,
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Cyanonectria, Geejayessia et Albonectria), des experts internationaux ont statué pour que le
nom de genre unique soit Fusarium [4]. Les classifications historiques basées sur des
critéres phénotypiques (sexuels, morphologiques, utilisations de substrats...) ont été
entiérement repensées par I'analyse génomique ; ces champignons sont désormais classés
en une dizaine de complexe d’espéces regroupant plus de 200 spécimens [5].
Approximativement 70 spécimens de Fusarium ont été impliqués en pathologie humaine ou

animale [6]. Ces spécimens ont été regroupés en complexe d’espéces (Tableau I).

Tableau | : Complexe d'espéces de Fusarium impliqués en pathologie humaine [6]

| . s g F. lacertarum
Complexe d’espéce F. incamatum - F. equisetii

(FIESC)

F. equisetii

18 espéces sans nom

F. armeniacum

Complexe d’espéce F. sambucinum (FSAMSC) F. brachygibbosum

F. sporotrichioides

F. acuminatum

Complexe d’espéce F. tricinctum (FTSC) F. flocciferum

2 especes sans hom

F. napiforme

F. gutifforme

F. verticillioides

F. thapsinum

F. nygamai

Complexe d’espéce Gibberella fujikuroi (GFSC) F. acutatum

F. fujikuroi

F. proliferatum

F. sacchari

F. ananatum

F. subglutinans

Complexe d’espéce F. oxysporum (FOSC) 3 espéces sans nom

3 espéces sans hom

Complexe d’espéce F. chlamydosporum (FCSC) | F. concolor

F. cf. lateritium

F. falciforme

F. lichenicola

Complexe d’espéce F. solani (FSSC) F. keratoplasticum

F. petroliphilum

17 espéces sans nom

F. delphinoides

N ) F. penzigii
Complexe d’espéce F. dimerum (FDSC)

F. dimerum

2 espéces sans nom
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1.2. Ecologie

Les Fusarium sont des champignons ubiquitaires. lls peuvent étre retrouvés sous toutes
latitudes, aussi bien tempérées que tropicales [7]. Certains d’entre eux ont été isolés dans
des climats particulierement hostiles tels que des régions polaires, montagneuses ou
désertiques [8]. Les Fusarium sont présents au sein de tous les types de matrices. lls
peuvent étre retrouvés dans les sols, a la surface des végétaux, dans la poussiére de I'air [9]
ainsi que dans les eaux, y compris dans les eaux marines [10]. Ces données expliquent ainsi
la dispersion « abiotique », parfois a longue distance, de ces pathogénes par le vent ou la
pluie [9]. En parallele de cette dissémination, il existe également une dissémination dite
« biotique », avec intervention d’'un étre vivant comme un oiseau ou un insecte. Nous
citerons ici 'exemple de Sitodiplosis mosellana (cécidomyie orangée du blé), insecte
fréquemment responsable de la dissémination de spores de Fusarium dans les cultures

céréaliéres [11].

Les Fusarium sont des étres vivants pouvant s’adapter a des environnements extrémes, par
exemple, des champignons du complexe FSSC ont été isolés a Tchernobyl, site ukrainien

pourtant hautement radioactif [12].

Ces champignons ubiquitaires ne sont pas inoffensifs pour les autres organismes vivants,
gu’ils s’agissent de végétaux ou d’animaux. En effet, de trés nombreuses espéces de
Fusarium sont phytopathogénes et sont ainsi responsables d’'importants dommages sur les
cultures céréalieres humaines aboutissant a la destruction de nombreuses récoltes [8].
Concernant Fusarium oxysporum (complexe d’espéce FOSC) en particulier, il a été montré
que ce champignon est responsable de maladies chez plus d’une centaine d’espéces
végeétales [13]. En outre, dans une récente étude classant les dix espéces de champignons
les plus pathogénes pour les plantes, Fusarium oxysporum a été classé cinquiéme ; la

quatriéme place revenant a un autre Fusarium : Fusarium graminearum [14] (Tableau Il) .
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Tableau Il : Les dix principaux champignons phytopathogénes [14]

Rang Agent pathogéne fongique

Magnaporthe oryzae

Botrytis cinerea

Puccinia spp.

Fusarium graminearum

Fusarium oxysporum

Blumeria graminis

Mycosphaerella graminicola

Colletrtrichum spp.

©| o N o G Al W N =

Ustilago maydis

-
o

Melampsora lini

A titre d’exemple nous ne parlerons ici que de la fusariose des céréales (blé, orge, mais...),
caractérisée par le flétrissement des épis et une sénescence prématurée de ceux-ci. Les
grains fusariés, sont alors petits, ridés et parfois recouverts d’un duvet blanc-rose (Figure 1)
[15].

Figure 1 : Fusariose des céréales [15]

A : épis fusarié, B : grains de blé ridés et rosés, C : grains de mais fusariés, D : épi de mais fusariés

La littérature fait également état de trés nombreuses infections animales et humaines, que
les animaux soient terrestres ou aquatiques. Une récente étude de 2016 décrit notamment la
pathogénicité de F. oxysporum chez le poisson zébre allant jusqu’a la mort de celui-Ci
(Figure 2) [16].
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Figure 2 : Infection du poisson zébre par F. oxysporum. [16]

Poisson zébre (a) Végétation fongique (b,c) Infection fongique de différents stades embryonnaires (d-f)

Dans cette thése, nous nous intéresserons plus particulierement aux fusarioses humaines,
mais il est important de garder a I'esprit qu’'un méme Fusarium peut infecter une trés grande
variabilité d’hétes. Cette diversité a été démontrée par typage moléculaire lors d’une étude
de 2006 sur le complexe F. solani (FSSC) entre hotes humains et végétaux [17]. De méme,
dans une étude belge de 2016, les auteurs suggérent un lien entre I'importation de bananes
infectées par F. musae (complexe d'espéce FFSC) et des cas de fusariose humaine

concomitamment observés [18].

D’autre part, les champignons du genre Fusarium peuvent étre des agents d’infections
nosocomiales, d’autant plus facilement que I'hépital concentre une population de patients
immunodéprimés sujets aux infections microbiennes. Dans I'environnement hospitalier, les
Fusarium posent donc également un probléme écologique majeur. Depuis plusieurs années,
le réseau d’eau hospitalier a été décrit comme un réservoir a Fusarium [19]. Ainsi, dans une
étude dijonnaise de 2012, les auteurs ont décelé la présence de F. oxysporum et F. dimerum
dans la quasi-totalité des échantillons d’eaux prélevé dans le CHRU de Dijon (en rénovation
au moment de 'étude) : 100 % des échantillons retrouvant plus de 5 UFC/L dans 2 unités de
soins d’un premier batiment et 94 % d’échantillons positif dans un second batiment distant
du premier de 3 km [20]. De surcroit, dans une toute récente publication inter- hospitaliére,
cette équipe dijonnaise associée a une équipe nancéenne, a montré la colonisation par un
méme clone de F. oxysporum, des circuits d’eaux des deux CHRU pourtant distant de
plusieurs centaines de kilomeétres [21]. Ces études posent donc le probleme de I'efficacité
des mesures de décontamination fongique des eaux hospitalieres et interrogent quant a une

dissémination de F. oxysporum.
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1.3. Parasitisme - commensalisme

Les Fusarium sont largement distribués dans I'environnement, il est donc fréquent que les
humains se retrouvent en contact avec ces champignons. Pour autant ces rencontres
n‘engendrent pas systématiquement de pathologies ; celles-ci résultent de facteurs
particuliers relatifs au parasite et a I'héte.

1.3.1. Colonisation humaine

La littérature ne fourmille pas d’études quant a la colonisation humaine par Fusarium,
cependant avec l'avénement des techniques de séquencage génomique haut débit, le

genome de Fusarium a été retrouvé dans ce qu’il convient d’appeler le « mycobiome ».

Au sein de la cavité buccale humaine, deux publications portant sur I'étude du microbiote ont
retrouvé un portage d’environ 30 % de Fusarium chez des individus sains : une étude de
2010 réalisée sur une vingtaine d’individus sains [22] ainsi qu’une étude plus récente de 2015
portant sur 12 individus sains et 12 individus infectés par le VIH. Particularité de cette

derniére publication, le génome de Fusarium a été exclusivement retrouvé (dans 33 % des
cas) chez les individus sains [23].

Concernant la colonisation du tube digestif, une étude de 2005 portant sur la flore digestive
d’'un modéle murin a rapporté la présence du genre Fusarium [24], mais c’est surtout dans
une récente étude que le genre Fusarium a été retrouvé en majorité (> 90 %) dans des

selles humaines de 16 sujets en bonne santé suivant un régime végétarien (Figure 3) [25].

Fusarium ]
Malassezia |
Penicillium ]
Aspergilius

Candida
Alternaria
Debaryomyces
Agaricus
Cladosporium
Cyberlindnera
Eurotium
Lecythophora
Neosartorya
Capnodiales
Cryptococcus
Epicoccum
Ophiocordyceps

Saccharomyces

HHHHMH' I

]

0 10 20 30 40 50 60 7O 80 90 100
Frequency (%)

Figure 3 : Fréquence de détection des genres fongiques dans des échantillons de selles humaines [25]
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Somme toute, bien que ces données suggérent un portage asymptomatique de Fusarium, il
n’existe pas a I'heure actuelle, de cas démontrés d’infections a partir de la flore digestive

endogéne.

1.3.2. Facteurs de pathogénicité liés aux champignons

La capacité d’'un agent fongique a parasiter les tissus humains est en lien avec plusieurs
caractéristiques propres du pathogéne : production enzymatique, production de mycotoxine,

capacité d’adhésion, croissance a 37°C... [2]

Plusieurs publications ont ainsi montré une adhérence particuliere des Fusarium et leur
capacité a former des biofilms sur des matiéres plastiques, matiéres entrant largement dans
la composition des dispositifs médicaux et constituant autant de points d’entrées du
pathogéne : cathéter, lentille ... Le champignon, ainsi intégré dans une matrice inorganique
endogeéne, devient alors moins accessible aux différents traitements antifongiques et aux
solutions de nettoyage du matériel meédical [2] [26] [27]. Des modélisations in vitro
d’interactions entre des Fusarium et les lentilles de contact ont été mises au point et ont
montré que F. solani est capable de s’arrimer aux lentilles de contact de maniére
suffisamment importante pour que les ringages avec les solutions de nettoyage a lentilles ne
permettent pas de I'éliminer complétement [28]. De plus il est démontré que cette capacité
d’accroche est pathogéne dépendante, tous les différents spécimens d’'une méme espeéce, et
a fortiori toutes les espéces de Fusarium ne présentant pas la méme propension a
ladhésion. En effet une étude de 2009 a montré que certains génotypes de souches de F.
solani ont une pénétration plus rapide et plus extensive que celle observée chez d’autres

geénotypes de F. solani ou que d’autres souches du complexe d’espéces F. oxysporum [29].

Les toxines produites par des champignons sont appelées mycotoxines. Il s’agit de
métabolites secondaires ne jouant pas de rdle strict dans la croissance du champignon, mais
qui vont avoir une action néfaste sur d’autres organismes vivants, végétaux ou animaux.
L’exemple le plus connu de pathologie humaine lié¢e a des mycotoxines est I'ergotisme,
pathologie mortelle en lien avec I'ingestion d’alcaloides de 'ergot de seigle via des céréales
contaminées par un champignon, Claviceps purpurea. Les mycotoxines n’induisent pas de
réponses immunitaires chez ’homme, mais peuvent étre a l'origine de toxicité aigué ou
chronique, ou bien étre mutagéne voire tératogéne. Les mycotoxines les plus fréquemment
retrouvées sont les fumonisines, les trichothécénes, la zéaralénone, les aflatoxines ou
'ochratoxine A [30]. A I'exception des deux derniéres, les Fusarium sont producteurs de
mycotoxines, en niveau variable selon I'espéce, ces toxines leurs conférant un pouvoir

pathogéne important vis-a-vis des végétaux ou des animaux [31].
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Concernant I'Homme, [l'aleukie alimentaire toxique secondaire a la consommation de
céréales colonisées par Fusarium sporotrichioides et Fusarium poae est la plus répandue
des mycotoxicoses dues a des champignons du genre Fusarium. Des troubles gastro-
intestinaux puis secondairement des symptdbmes cutanés et hématologiques avec
immunosuppression sont les signes cliniques principaux.

D’autres mycotoxicoses dues a lingestion de toxines produites par des Fusarium se
manifestent sous forme de troubles gastro-intestinaux, neurologiques ou d’ostéo-arthrose
dystrophique chronique [32].

Outre la pathogénicité directe des mycotoxines, plusieurs études suggérent que les
mycotoxines de Fusarium sont des facteurs aggravant de nombreuses autres pathologies
infectieuses : bactérienne (salmonellose, nécrose entérique par Clostridium perfringens ...),
virale (réovirus...) ou méme fongique (aspergillose pulmonaire) [33].

Une action myélotoxique et immunosuppressive par la production in vivo de mycotoxines de
Fusarium pouvant prolonger I'aplasie médullaire de patient d’hématologie a également été

évoquée [34].

La littérature n’est pas foisonnante d’étude in vivo de la virulence des Fusarium ; néanmoins
concernant spécifiquement les espéces du complexe F. solani, une ancienne étude a
démontré une virulence particuliére pour cette espece chez un modéle murin d’individu
immuno-compétent, la médiane de suivi se situait alors a 14 jours tandis que pour F.
oxysporum, F. verticilloides et F. proliferatum, la majorité des animaux était encore en vie a

la fin de la période d’observation d’un mois [35].

1.3.3. Facteurs de pathogénicité liés a I’héte

La propension d’'un Fusarium a engendrer une pathologie dépend également du terrain sur
lequel il va pouvoir se développer ; cette notion est primordiale pour les infections a agents

opportunistes tels que les Fusarium.

De nombreux facteurs locaux de I'héte vont favoriser la prolifération des champignons. Au
niveau oculaire, le port de lentille de contact, la baisse des sécrétions lacrymales ou bien
leurs concentrations en IgA jouent un réle dans les kératites a Fusarium ; au niveau cutané
l'existence préalable d’ulcération ou de traumatisme sont également des facteurs

prédisposants [34].

En ce qui concerne les fusarioses invasives ; il existe peu d’études sur les mécanismes de
défense immunitaire de I'héte, mais ces mycoses sont a rapprocher des autres mycoses

invasives a filamenteux comme l'aspergillose. Le facteur essentiel est I'immunodépression
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de I'héte, notamment via une diminution de 'immunité innée marquée par une neutropénie.
En effet seuls les patients immunodéprimés sont susceptibles de déclarer une fusariose
invasive ou disséminée [36]. Par ailleurs la profondeur et la durée de la neutropénie ainsi
gu’un traitement par corticoides sont des facteurs de mauvais pronostic [37]. Les patients
atteints d’hémopathie maligne ou allogreffés sont donc des hétes de choix pour les
Fusarium. Les traitements antifongiques empiriques, largement utilisés en hématologie

clinique, pourraient également favoriser leurs sélections [2].

Les défenses immunitaires innées jouent un réle primordial contre les infections a
moisissures [38]. Les macrophages et les polynucléaires neutrophiles vont endommager les
filaments mycéliens et phagocyter le champignon, empéchant ainsi son développement. Par
ailleurs un grand nombre de cytokines et de facteurs de croissance cellulaire interviennent
dans les défenses innées : l'interféron gamma, le GCSF (granulocyte colony-stimulating
factor), le GMCSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor), IL 15, IL 8 sont

autant de molécules favorisant I'activité des polynucléaires et des macrophages.

Au début des années 1990, un modeéle murin d’infection a Fusarium a été développé et a
montré une corrélation entre I'inoculum de champignon et sa mortalité. Ce modéle a surtout
permis de montrer que chez des souris immunocompétentes, les Fusarium étaient a 'origine
d’abcés nécrotiques localisés (caractérisés histologiquement par des filaments septés, des
polynucléaires et des macrophages) tandis que chez des souris neutropéniques, aucune
réaction inflammatoire n’est retrouvée mais l'infection est disséminée dans la quasi-totalité

des organes internes [39].

14. Infections humaines

Outre les pathologies indirectes induites par les mycotoxines, les champignons du genre
Fusarium sont responsables de diverses infections humaines : infections localisées ou

disséminées, manifestations allergiques, manifestations toxiques.

1.4.1. Espéces de Fusarium responsables d’infection humaine

Une grande variété d’espéces de Fusarium peut étre responsable de fusariose. En
préambule, afin de décrire les principaux Fusarium en cause en pathologie humaine, nous
rapportons une étude de 2011 s’attachant a lidentification de 717 spécimens clinique de

Fusarium toutes localisations confondues (Figure 4) [40].
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Figure 4 : Fréquence d'isolement des complexes d'espéces de Fusarium impliqués en pathologie
humaine [40]

1.4.2. Infections localisées

1.4.2.1. Onychomycoses

Les onychomycoses sont définies comme des infections fongiques de I'ongle. Ces infections
touchent environ un vingtiéme de la population mondiale [41]. Cette proportion varie
sensiblement selon les zones géographiques, selon les conditions climatiques (chaleur,
humidité), les modes de vie, 'accés aux soins ... Ainsi en Inde, la prévalence des
onychomycoses atteint jusqu’a 20 % de la population [42] tandis que dans les pays
développés cette proportion est de I'ordre de 2-3 % [43]. Les infections fongiques de I'ongle
représentent prés d’'un tiers des mycoses superficielles et environ la moitié des pathologies
unguéales [43]. La majeure partie des onychomycoses est imputable aux dermatophytes,
néanmoins les moisissures sont responsables d’environ 10 % des infections fongiques
unguéales [44]. Il est également a noter que d’'une fagon générale, les ongles de pieds sont

plus souvent infectés que les ongles des mains.

Les principales moisissures responsables donychopathie sont des champignons
appartenant aux genres Scopulariopsis, Aspergillus, Acremonium, Fusarium, Scytalidium,
Alternaria, Nattrassia... Leurs proportions varient considérablement selon les études. Les
différences dans la méthodologie (technique d’identification et mode de culture), les
populations étudiées (habitude de marcher pieds nus, fréquentation de piscines,
traumatisme du pied ...) et les zones géographiques étudiées peuvent expliquer
I'hétérogénéité des résultats. A titre d’exemples, 50 % de Fusarium sont retrouvés dans une
étude colombienne [45], moins de 2 % dans une étude mexicaine [44], 44 % en ltalie [46], 0%
au Canada [47]... Néanmoins, une revue de 2012 compilant plusieurs études réalisées sur

quatre continents classe les champignons du genre Fusarium a la seconde place en
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fréquence derriere Scopulariopsis, et devant Aspergillus, Scytalidium et Acremonium
(Tableau Ill) [48].

Tableau Il : Isolement des moisissures impliquées en pathologie unguéale selon différentes pays [48]
Canada Brésil Colombie Espagne Italie Grece Turquie Pakistan Thailande Total
Scopulariopsis
P P - - - 2 18 29 - 2 - 51
brevicaulis
Fusarium sp - 8 8 - 8 - 2 2 5 33
Asperqgillus sp 2 1 - - 14 2 3 2 - 24
Scytalidium
2 - 8 - - - - 1 12 23
dimidiatum
Acreminium sp 2 - - - 3 10 2 1 - 18
Nattrassia
- 4 - - - - - - - 4
mangiferae
Alternaria sp - - - - - 2 - 1 - 3
Total 6 13 16 2 43 43 7 9 17 156

S'il est déja difficile de décrire avec précision la répartition des genres de moisissures
impliqués dans des infections unguéales, il est encore plus délicat de décrire les espéces en
cause. Néanmoins nous citerons ici une étude indienne de 2016 qui a identifié par biologie
moléculaire les espéces de Fusarium impliquées dans des onychomycoses. Sur 500 patients
atteints d’'onychomycoses, la prévalence des infections a moisissures était de 28.7 %, les
Fusarium étant la principale moisissure isolée (environ 10 % des onychopathies). Il est
intéressant de remarquer que tous les spécimens de Fusarium isolés et identifiés par
biologie moléculaire appartiennent au complexe d’espece FSSC (F. keratoplasticum et F.
falciforme principalement)[42]. Cette constatation est corroborée par de nombreuses études :
les Fusarium du complexe d’espéce FSSC arrivent en téte des isolements de champignon

du genre Fusarium [46], [49].

Les moisissures, a la différence des dermatophytes, n'ont pas d’activité kératolytique, elles
ne peuvent donc se développer que dans I'espace intercellulaire non kératinisé. Ainsi, au
détour de la destruction de kératine par les dermatophytes, d’'un traumatisme ou d'une
pathologie unguéale sous-jacente, les moisissures vont en profiter pour infecter I'ongle

fragilisé [50].
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Les champignons du genre Fusarium peuvent infecter I'ongle en différents endroits ; il en

résulte des infections cliniquement différentes :

- Infection sous unguéale proximale (Figure 5 fleche A, Figure 6 A) dans laquelle des
leuconychies et/ou une inflammation péri unguéale peuvent étre associées.
- Infection superficielle (Figure 5 fleche B, Figure 6 B)

- Infection sous unguéale distale (Figure 5 fléeche C, Figure 6 C)

Figure 6 : Onychomycose a Fusarium

(A : Infection proximale, B : Infection superficielle, C : Infection distale) [43]

Comme nous l'avons vu, les Fusarium sont des champignons ubiquitaires et saprophytes.
Lorsqu’un prélévement mycologique unguéal s’aveére positif & Fusarium, la question se pose
de savoir si ce champignon est responsable de linfection ou si ce n’est qu’un contaminant

des cultures ?

Dans ce contexte d’incertitude, plusieurs éléments sont a prendre en compte : la clinique, la
qualité du prélévement, le nombre de prélevement positif, la culture (la moisissure est-elle
seule isolée ou associée a un dermatophyte ?) et 'examen direct d’'un fragment d’ongle vont
permettre de trancher en faveur ou non de l'implication de la moisissure. En outre un

examen direct révélant des filaments mycéliens septés associés a une culture pure a
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Fusarium sur plusieurs préléevements ne laissera pas de doute quant a l'imputabilité du

champignon.

1.4.2.2. Keratite et endophtalmie

Une kératite se définit comme une inflammation de la cornée. La principale cause de kératite
est infectieuse et notamment fongique. Une kératite fongique a Fusarium n’est pas
cliniquement différentiable d’'une autre kératite fongique ; elle se caractérise par une
ulcération cornéenne, souvent associée a une suppuration. Le patient infecté se plaint de
douleur oculaire, d’'une sensation de corps étranger, associée ou non a une baisse de
I'acuité visuelle [52]. Cliniquement I'ceil est rouge et certaines manifestations peuvent orienter
sur I'étiologie fongique de la kératite : présence de marges d’infiltrat en « plumes », présence
de lésions satellites, d’infiltrats en anneaux, de plaques endothéliales ou d’un hypopion (pue
s’accumulant dans la partie inférieur de I'ceil) (Figure 7) [53] [54]. Devant le risque d’évolution
en endophtalmie (infection de 'ensemble des tuniques oculaires pouvant conduire a la perte
de I'ceil) il est important d’évoquer rapidement le diagnostic. Le prélévement microbiologique
et la méthode non invasive de microscopie confocale in vivo (visualisation des filaments

fongiques directement sur la cornée) répondent a cet impératif (Figure 8) [55].

Figure 8 : Observation de filaments en microscopie confocale in vivo, au centre de l'ulcération (A) et en
périphérie (B) [55]
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Le premier cas décrit de kératite fongique, remonte a 1879, chez un agriculteur qui avait été
victime d’'un traumatisme oculaire en lien avec l'utilisation de lames pour la coupe du blé.
Aujourd’hui la kératite fongique est largement répandue a travers le monde et est causée par
une grande variété de champignon. Comme pour les onychomycoses, la répartition des
espéces fongiques en cause est trés disparate d’'une région du monde a l'autre. Néanmoins
de maniére générale, la kératite a Fusarium est 'une des causes les plus fréquentes de
kératite fongique au niveau mondial [53] [56]. Les champignons du complexe FSSC et dans

une moindre mesure FOSC sont les Fusarium les plus fréquemment en cause.

En sus des facteurs prédisposant liés a I'héte (cf paragraphe dédié), il convient ici d’évoquer
le risque d’épidémie de kératite a Fusarium chez les porteurs de lentilles de contact. En
2005-2006 une épidémie de grande envergure est survenue principalement sur le continent
ameéricain. Plusieurs centaines de cas de kératite a Fusarium furent recensées et un lien
avec les liquides de conservations des lentilles fut établi, conduisant a l'arrét de la
commercialisation de certains produits (Figure 9). L'origine exacte de I'épidémie n’est pas
connue mais plusieurs hypothéses ont été émises : perte d’activité de I'agent désinfectant,
croissance du champignon a la surface de la lentille (biofilm), microtraumatisme oculaire da

au port quotidien de lentilles, blocage de la réaction inflammatoire par les lentilles...[26].

Pré. jon des envi

is par des iSi: avec des
types variables de conidies

Champignon
dintérieur -
Produit industriel

Disper;ion aérienne de
microconidies, de

macroconidies et de

chlamydospores

rore

Figure 9 : Lien entre kératite a Fusarium, environnement et liquide de conservation de lentille d'aprés [26]
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1.4.2.3. Infection cutanée

Deux types d’infections cutanées a Fusarium peuvent étre observés. Les infections
primitivement cutanées et les infections touchant secondairement la peau : il s’agit alors de
métastases cutanées observées dans les formes disséminées de fusariose [57]. Les
fusarioses cutanées primaires peuvent affecter tous types de patients y compris les patients
immunocompétents. Néanmoins ces fusarioses sont retrouvées préférentiellement chez des
patients a risques comme les diabétiques [58], les patients greffés (Figure 10) [57], les
patients brulés [59] ou atteints d’hémopathie (Figure 11) [60]. Ces lésions sont généralement

nécrotiques et peuvent alors évoluer vers un ulcére [61].

Il est parfois délicat de différencier une véritable infection a Fusarium, d’'une simple
colonisation d’'une Iésion dermique préexistante. L’examen anatomopathologique du derme
peut alors permettre de discriminer ces deux situations. Dans la premiére situation, des
filaments seront observés dans lintégralité du derme tandis que dans la seconde, les

filaments ne seront observés qu’en superficie [62].

Figure 10 : Nodules cutanés a Fusarium, chez un patient greffé en cellules souches hématopoiétiques
[57]

Figure 11 : Lésion cutanée a F. solani chez un patient atteint de leucémie aigue myéloide [60]
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1.4.2.4. Mycétome

Un mycétome est une pathologie rare se définissant comme une pseudo-tumeur
inflammatoire localisée au niveau du tissu sous-cutané, contenant des grains fongiques ou
bactériens. Cette affection est typiquement localisée au pied et évolue lentement vers une

tuméfaction indolore avec fistule (Figure 12) [63].

Parmi les champignons impliqués dans les mycétomes, les Fusarium du complexe
d’espéces FSSC sont trés exceptionnellement en cause [64]. A titre d’exemple, une étude
mexicaine de 2014 regroupant 482 cas de mycétome, en attribue 0.41 % aux champignons

du complexe d’espéce FSSC [65].

Figure 12 : Mycétome [65]

1.4.2.5. Infections pulmonaire

Bien que beaucoup plus rare, la pathogénicité des Fusarium au niveau pulmonaire est a
rapprocher de celle des Aspergillus, en incluant les manifestions broncho-pulmonaires

allergiques [66], 'hypersensibilité pulmonaire [67] et la colonisation de cavité préexistante [68].

De plus, une dizaine de cas de pneumonie a Fusarium est rapportée dans la littérature que

les patients soient immunocompétents ou non [57].

1.4.2.6. Autres infections localisées

Dans la littérature, les Fusarium sont exceptionnellement impliqués dans diverses

pathologies.

Quelques cas de sinusite fongique a Fusarium ont été décrits. D’'un point de vue
sémiologique, les symptdmes ne sont pas distinguables d’'une sinusite bactérienne ou d’'une

sinusite aspergillaire [31]. Les Fusarium ont également été incriminés dans des infections
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urinaires, notamment en cas de stase urinaire [69]. Des manifestations d’arthrite et
d’'osteomyelite ont été attribuées a des champignons du genre Fusarium, particulierement en
cas de fracture ouverte [70]. Enfin, de pronostic extrémement défavorable, quelques cas

d’endocardites sont rapportés dans la littérature [71].

1.4.3. Infections disséminées

Une infection disséminée se définie par I'invasion d’au moins deux sites non contigus, faisant
supposer une dissémination hématogéne de I'agent infectieux (objectivée ou non par des

hémocultures).

Cliniguement une infection fongique disséminée a Fusarium se caractérise par un tableau
septique persistant malgré une antibiothérapie a large spectre. Bien que toutes les
localisations tissulaires soient susceptibles d’étre observées, latteinte cutanée est
prédominante (environ 80 % des cas), suivie par l'atteinte pulmonaire (30 % des cas).
Lorsqu’elles sont observées, les manifestations cutanées sont multiples, parfois
douloureuses et atteignent volontiers les extrémités des membres. Ces Iésions apparaissent
précocement, ce qui explique qu’il s’agisse frequemment du point d’appel diagnostique [72]
[73]. L’atteinte pulmonaire quant a elle, n'est pas distinguable cliniguement et
radiologiquement d’'une atteinte aspergillaire. La toux, la fievre, 'hémoptysie et les douleurs
thoraciques sont les principales manifestations retrouvées et il existe le plus souvent des

images pulmonaires a infiltrats alvéolaires non systématisés [74].

La premiére description de fusariose disséminée remonte a 1973, chez un enfant présentant
une leucémie aigué [75]. Depuis lors, la littérature fait état de nombreux cas de fusariose
disséminée. Les Fusarium étant des agents pathogénes opportunistes, les fusarioses
disséminées ne sont observées que chez les patients immunodéprimés. La grande maijorité
de ces infections survient chez les patients atteints d’hémopathie et principalement chez
ceux ayant bénéficié d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques. [73]. Plus rarement,
les fusarioses disséminées atteignent les patients brulés ou les patients transplantés. Une
étude internationale rétrospective montrait que les patients atteints d’hémopathie
représentent 60 % des cas de fusariose invasive, les patients greffés en cellules souches 18
% des cas, les patients en immunodépression chronique 12 % des cas et enfin les 10 %

restant correspondaient a d’autres situations [76].

La proportion d’isolement des champignons du genre Fusarium varie selon les études et la
zone géographique étudiée. A titre d’exemple, nous pouvons citer ici une étude américaine
d’envergure (1208 cas d’infections fongiques invasives, 23 centres) dans laquelle le genre

Fusarium arrive second (25 %) des cas recensés d’infection fongique non aspergillaire. Dans
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une étude brésilienne, les Fusarium représentent 20.7 % des infections a filamenteux [77], a
Taiwan et en Australie ils représentent respectivement 44.4 % [78] et 11.5 % des moisissures
non aspergillaire [79]. Au global, il est communément admis que les Fusarium sont les
seconds agents fongiques filamenteux responsables d’infections disséminées chez

'Homme, derriére les Aspergillus [80]

Concernant les espéces de Fusarium en cause, il s’agit principalement de Fusarium solani
(22 %), suivi de Fusarium proliferatum et Fusarium moniliforme (11 % chacun) puis de
Fusarium oxysporum (10 %) d’aprés I'étude rétrospective internationale [76]. Néanmoins, le
pronostic de linfection ne semble pas étre lié a I'espéce, mais reléve surtout de la

profondeur et de la durée de la neutropénie [76].

La porte d’entrée du champignon est sujette a débat. Bien que la voie respiratoire puisse
étre incriminée, leffraction cutanée semble étre la principale voie d’abord du micro-
organisme a I'h6te. La mise en place de cathéter [81] et la présence d’onychomycose [34]

pourraient en outre étre impliquées.

Point important de distinction avec les aspergilloses : les fusarioses se caractérisent par un
taux élevé d’hémoculture positive, en effet dans environ un cas sur deux, une fongémie a
Fusarium est objectivée [82]. Cette propriété s’expliquerait par I'angiotropisme des Fusarium

associé a leur capacité a former des spores in vivo en anaérobiose [83].

1.5. Diagnostic d’'une infection a Fusarium

D’une maniére générale, quel que soit le type d’infection et sa localisation, des prélévements
doivent étre pratiqués afin de mettre en évidence l'agent infectieux causal et ainsi
documenter la pathologie. Concernant les infections a Fusarium, les prélévements peuvent
étre de natures ftrés diverses: prélévement de phanéres dans [I'exploration des

onychomycoses, grattage cornéen dans le cas de kératite, biopsie cutanée ou hémoculture.

Durant 'ensemble des processus de prise en charge des prélévements, le personnel de
laboratoire doit continuellement garder a I'esprit que les Fusarium sont des champignons
ubiquitaires dans I'environnement. Il est donc primordial de s’appuyer sur un faisceau
d’arguments clinico-biologiques afin de discriminer un Fusarium agent causal d’une infection

d’un Fusarium contaminant de laboratoire.

Outre ce diagnostic mycologique, le diagnostic pourra également s’appuyer sur I'imagerie
médicale en particulier en cas d’atteinte pulmonaire. Par ailleurs, concernant le suivi des
patients a risques, des techniques d'immunodiagnostic ont été développées et seront

abordées dans ce paragraphe.

28



1.5.1. Diagnostic mycologique

1.5.1.1. Examen direct

La premiére étape du diagnostic mycologique est I'examen direct microscopique a la
recherche d’éléments fongiques. Cet examen peut relever, en France, soit d’'un laboratoire
de biologie médicale, soit d'un laboratoire d’anatomopathologie selon la nature du
prélevement. L’examen mycologique d’'un laboratoire de biologie médicale fait appel a des
colorants, tel que le noir de chlorazol ou le blankophor (Figure 13). L’examen histologique
quant a lui utilise des colorations comme I'hématéine éosine, le perodic acid schiff (Figure

14) ou la coloration argentique de Gomori-Grocott [34].

Figure 13 : Examen direct au noir de chlorazole (A-C) et au blankophor (D-F) d'un ongle d'orteil infecté par
Fusarium (photos personnelles)
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Figure 14 : Filaments de Fusarium colorés par le periodic acid schiff dans une coupe histologique de
biopsie [34]

Quels que soient l'origine du prélévement et le type de coloration, un examen direct positif a
Fusarium doit retrouver des filaments hyalins septés présentant des ramifications a angles
aigués ou droits. Un tel examen direct pose alors le diagnostic de hyalo-hypho-mycose mais
ne permet nullement de préjuger du genre fongique. En effet de nombreux autres
champignons filamenteux présentent la méme morphologie, notamment les Aspergillus. 1l est
toutefois important de noter que si une observation concomitante de spores est observée
chez un patient a risque, la fusariose peut alors étre d’emblée évoquée [31]. Néanmoins,
seule [I'utilisation en anatomopathologie d’anticorps monoclonaux spécifiques pourrait
permettre le diagnostic formel du genre fongique a cette étape, cependant cette technique

n’est que rarement utilisée en routine [84].

Méme si I'examen direct manque de sensibilité et n’est que peu spécifique d’espéce, il est un
élément important du diagnostic. Un examen direct positif a filaments est trés spécifique
d’'une hyalo-hypho-mycose et sera un argument notable pour I'imputation pathologique d’'un

Fusarium retrouvé en culture.

1.5.1.2.  Culture mycologique

En sus de I'examen direct, une culture mycologique est systématiquement réalisée. Elle
consiste en un ensemencement de milieux de culture avec le prélévement du patient. Les
Fusarium poussent rapidement (dés 48 - 72 h) sur les milieux classiques de mycologie,

notamment sur milieu de Sabouraud sans actidione (cycloheximide) a 37°C [2].

L’identification de premiére intention fait appel a I'examen des caractéeres macro et

microscopiques des colonies de champignons. Le diagnostic de genre Fusarium est
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relativement aisé mais ce n’est pas forcément le cas du diagnostic d’espéce, dont les
différences culturales sont parfois subtiles et inconstamment présentes sur milieu de
Sabouraud. A titre d’illustration, nous pouvons relever le pourcentage important de souches
non identifiées au niveau de I'espéce dans les publications scientifiques ; jusqu'a 38 % dans

I'étude rétrospective de 2010 [36].

L’identification de certitude jusqu'a l'espéce de Fusarium n’étant pas toujours aisée, il
convient de se poser la question de la pertinence de celle-ci. Outre 'aspect épidémiologique,
l'identification de I'espéce doit étre effectuée pour les infections graves, nécessitant la mise
en place d’un traitement antifongique : toutes les espéces de Fusarium ne présentant pas la

méme sensibilité aux antifongiques (cf paragraphe dédié).

Plusieurs techniques peuvent permettre lidentification d’espéce. La méthode historique
repose sur la description phénotypique du champignon. Si celle-ci est impossible sur milieu
Sabouraud, des subcultures sur milieu potato dextrose agar (PDA) ou Oatmeal agar peuvent
étre effectuées. Ces cultures sont conservées a la lumiere a 25°C et sont observées a partir

d’'une semaine voire plus tardivement [1] [2].

1.5.1.2.1.  Aspect macroscopique

Le mycélium aérien est parfois cotonneux, les colonies présentent souvent des couleurs
vives, au recto et au verso de la gélose, avec parfois des pigments diffusibles (Figure 15).
Les couleurs varient avec I'espéce et le milieu de culture, les tons blanchéatres a jaunes,

roses, rouges ou pourpres sont les plus fréquemment rencontrées [85] [2].

Figure 15 : Morphologie recto-verso d’espéces de Fusarium sur PDA [85]

A, F. poae. B, F.oxysporum. C, F. acuminatum. D, F. nelsonii. E, F. subglutinans. F, F. nygamai. G, F.
pseudonygamai. H, F. lateritium. |, F. thapsinum. J, F. decemcellulare. K, F. verticillioides. L, F. culmorum
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1.5.1.2.2.  Aspect microscopique

L’identification phénotypique est basée sur I'observation des spores de Fusarium. Quatre
types peuvent étre observés : microconidies, macroconidies, mésoconidies (encore nommée
blastoconidies) ou chlamydospores (Figure 16). Certaines espéces produisent les quatre

types de structure, d’autres non.

Les macroconidies sont caractéristiques : longs fuseaux ou faucilles plurilobées (1 a 5 septa)
(Figure 16 C). Elles signent 'appartenance au genre Fusarium mais peuvent étre rares voire
absentes. Leurs formes et dimensions varient en fonction de I'espéce. Elles sont parfois
regroupées en sporodochium, structure correspondant a un groupement de conidiophores

donnant un aspect de coussinet visible macroscopiquement.

Les conidiophores sont simples ou ramifiés, ils portent les cellules conidiogénes : les
phialides. Les phialides sont de deux types soit monophialidique, avec un seul pore de
bourgeonnement terminal (Figure 16 A), soit polyphialidique, avec plusieurs pores

subterminaux (Figure 16 B).

Figure 16 : Fructifications et modes de fructification de Fusarium (A : Monophialide, B : Polyphialides ,
C : Macroconidie, D : Microconidies, E : Chlamydospores, F : Mésoconidie) d’aprés [2]
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Les microconidies (Figure 16 D) sont de formes variables (ellipsoides, ovoides...)
geneéralement unicellulaires. Elles peuvent étre agglomeérées en boule a I'extrémité des
phialides (mono ou polyphialides) ou plus rarement en chainette. En I'absence de
macroconidies associées, il est parfois délicat de faire la distinction avec le genre

Acremonium.

Les mésoconidies (Figure 16 F) sont de tailles intermédiaires et sont produites par des

polyphialides.

Les chlamydospores (Figure 16 E) sont des spores de survies résultant d’'une transformation
directe du mycélium. Elles sont latérales ou terminales, lisses ou échinulées, isolées ou en

chainettes, abondantes ou absentes selon I'espéce de Fusarium.

1.5.1.2.3.  Algorithme d’identification phénotypique.

Afin de permettre une identification phénotypique des espéces de Fusarium des algorithmes
sont disponibles dans la littérature. Nous proposerons ici celui de I'Atlas of clinical fungi,
ouvrage de référence en mycologie. A noter que les champignons sont mis en culture sur
Oatmeal agar a 24°C (Tableau IV) [1].
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Tableau IV : Algorithme d'identification phénotypique des Fusarium d’aprés [1]

Colonies de moins de 2 cm de diamétre en 7 a 10 jours ;

1.a 2
macroconidies avec 1 a 2 septa
1b Colonies de plus de 2 cm de diametre, habituellement 4 a 8 5
' cmen7a10 jours
5 Macroconidies de plus de 55 uym de long ; chlamydospores Fusarium
.a
absentes aquaeductuum
o Macroconidies courtes généralement moins de 25 ym de 3
' long ; chlamydospores absentes ou présentes
3 Macroconidies trés incurvées avec une pointe a l'apex ; 4
.a
chlamydospores présentes
o ) ) ] Plectosporium
Macroconidies lIégerement incurvées avec une faible pointe a I'apex )
3b tabacinum
; chlamydospores absentes
4 Cellules conidiogeénes longues, étroites, souvent septées Fusarium
.a
falciforme
ab Cellules conidiogénes courtes, gonflées, unicellulaires Fusarium
' dimerum
5 Microconidies rares ou absentes ; colonies ocres a brunes ; cellules Fusarium
.a
conidiogénes polyblastiques abondantes incarnatum
5b Microconidies nombreuses 6
6.a Microconidies en chaines 7
6.b Microconidies non en chaines 10
7.a Microconidies uniquement portées sur des monophialides 8
7.b Microconidies portées sur des monophialides ou des polyphialides 9
) o ) ) Fusarium
8.a Microconidies napiformes ou en forme de citrons présentes ]
napiforme
) o ) ) Fusarium
8.b Microconidies napiformes ou en forme de citrons absentes o
verticilloides
Fusarium
9.a Chlamydospores absentes ]
proliferatum
Fusarium
9.b Chlamydospores abondantes )
nygamai
10.a Cellules conidiogénes polyblastiques fréquentes 11
10.b Cellules conidiogenes polyblastiques absentes 14
1 Colonies rouges ; chlamydospores abondantes ; blastoconidies Fusarium
.a
prédominantes chlamydosporum
b Colonies roses-violettes ; chlamydospores absentes ; 19

blastoconidies moins abondantes
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Microconidies produites par un conidiophore prolongé sur les

_ . ] Fusarium
hyphes poussant horizontalement a la surface de la gélose, )
12.a o ] o sacchari
généralement non septé, obovale avec une extrémité plus
étroite ellipsoidale
12.b Microconidies produites par un conidiophore érigé 13
) o ) ] Fusarium
13.a Microconidies pyriformes présentes ]
anthophilum
) o ) Fusarium
13.b Microconidies pyriformes absentes )
subglutinans
Microconidies sur des monophialides courtes souvent latérales ; .
o Fusarium
macroconidies orange en masses, sans cellule de
14.a ] o ] L . oxysporum
« pied » distinctes ; colonies blanches a violettes, ou ocres a oranges
lorsque les sporodochia sont présentes
Microconidies sur des monophialides longues ; macroconidies avec Fusarium
14.b cellules de « pied » indistinctes ; colonies blanches crémes ou bleues | solani

a bleues-vertes lorsque les sporodochia sont présentes

Exemple d’application :

Ainsi en suivant les points 1.b — 5.b — 6.b — 10.b — 14.b de l'arbre décisionnel,

lidentification phénotypique de Fusarium solani sera possible.

caractéristiques macro et microscopique sont illustrée en Figure 17.

Les principales

Figure 17 : Caractéristique macroscopique (A) et microscopique de F. solani (B, D : macroconidies, C :
monophialides, E : microconidies, F : chlamydospores) d’aprés [1]
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1.5.1.3. Identification par spectrométrie de masse

Depuis plusieurs années, se développe en microbiologie une technique rapide, simple et peu
couteuse (a l'usage) d’identification : la spectrométrie de masse dite MALDI-TOF (Matrix
assited laser desorpion ionisation- Time of fly). Il s’agit d’'une technique d’identification d’'un
micro-organisme réalisable aprés culture et permettant de remplacer les méthodes
phénotypiques traditionnelles. Le point de départ est une co-cristallisation avec une matrice
de I'agent biologique a identifier. L’'ensemble est ensuite irradié par un laser dont la longueur
d’onde correspond au spectre d’absorption de la matrice. Il en résulte une ionisation
« douce » (au regard des techniques traditionnelles de spectrométrie de masse) en phase
gazeuse des molécules constituants I'échantillon : les ions ainsi formés sont caractérisés par
un rapport masse/charge (m/z). lls vont ensuite étre accélérés et envoyés dans un tube de
« vol » sous vide ou ils seront séparés en fonction de leur vitesse, donc de leur rapport m/z.
L’enregistrement séquentiel de 'arrivée des ions sur le détecteur permet d’obtenir un spectre
[86] (exemple Figure 18). Cette technique permet ainsi de quantifier en quelques secondes
des molécules de masse comprise entre 2000 et 15000 Daltons, ce qui correspond aux
protéines ribosomales et de structure du micro-organisme. Sur le principe, chaque agent
biologique est constitué d’'une combinaison protéique qui lui est propre et la combinaison des
signaux produira donc un spectre qui lui est spécifique. Ce spectre pourra donc ensuite étre

comparé a une base de donnée afin d’en déduire l'identité du micro-organisme [87].

A_wan MJL JLJJ{ A

8000 000 10000 11000

Figure 18 : Exemple de spectre de masse d’une souche de F verticillioides par MALDI-TOF [88]

Cette analyse a plusieurs avantages ce qui explique son essor en biologie médicale. Il s’agit
tout d’abord d’'une technique trés rapide : quelques minutes suffisent pour l'identification
(aprés une premiére culture) la ou les techniques culturales pouvaient prendre plusieurs
jours, notamment si des repiquages étaient nécessaires. De plus, cette technique est simple
d'utilisation et nécessite un opérateur moins expérimenté que les méthodes
phénotypiques pour lesquelles une expertise microscopique est indispensable. Enfin, bien
que l'acquisition de I'appareil soit onéreuse (centaines de milliers d’euros), I'identification en
soit n’est pas trés colteuse, puisqu’elle ne nécessite que peu de consommables (plaques de

dépbts et matrice uniquement)[se]. Les inconvénients de lidentification par MALDI-TOF a
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I'heure actuelle résident principalement dans le colt d’achat de 'automate, et la nécessité de

constitutier des bases de données exhaustives.

Concernant lidentification fongique des levures, la spectrométrie de masse est largement
répandue et donne aujourd’hui de bons résultats [87]. En revanche, en ce qui concerne
l'identification des champignons filamenteux et donc des champignons du genre Fusarium,
l'identification par spectrométrie de masse n’est pas encore optimale. D’une part, I'étape de
dépo6t des champignons filamenteux, étape critique pour la qualité de l'identification est en
geénérale plus délicate que pour les microorganismes unicellulaires. D’autre part, les bases
de données disponibles en routine ne sont pas assez complétes pour permettre une bonne

identification jusqu’a I'espéce du filamenteux étudié [87].

Plusieurs études se sont intéressées a l'identification des champignons du genre Fusarium
par spectrométrie de masse. Cette approche donne dans I'ensemble de bons résultats et
semble donc étre prometteuse pour une application en routine. Deux études se sont
attachées a identifier les principaux complexes d’espéces de Fusarium pathogénes pour
’homme par spectrométrie masse, en utilisant comme référence des techniques de biologie
moléculaire [88], [89]. Ces études montrent I'intérét de la spectrométrie de masse MALDI-
TOF pour lidentification des champignons du genre Fusarium, mais il reste maintenant a
incrémenter les bases de données spectrales utilisées en routine pour une utilisation

optimale en laboratoire de biologie médicale.

1.5.1.4. Identification par biologie moléculaire

Depuis la découverte du principe de PCR (polymerase chain reaction) dans les années
1980, les techniques de biologie moléculaire se sont trés rapidement imposées dans le
quotidien des laboratoires, aussi bien de recherche que d’analyses médicales. Dans un
laboratoire de biologie médicale, les techniques de biologie moléculaire ont 'avantage de
pouvoir intervenir aux différentes étapes de l'analyse. Elles peuvent étre utilisées soit
directement sur un prélévement (pour une recherche plus ou moins orientée) soit aprés mise
en culture du prélévement, pour permettre l'identification du micro-organisme isolé en

culture.

Dans le cas de mycoses invasives, il est désormais bien établi que le délai de diagnostic et
donc de mise en place d’une thérapeutique adaptée conditionne I'évolution et le pronostic de
la pathologie [90]. || a donc été développé des techniques de PCR dites « panfongiques »
réalisables directement sur le prélévement, afin de s’affranchir du délai parfois long d’'une
culture traditionnelle. La cible génomique la plus utilisée est le géne codant la région ITS

(Internal transcribed spacer)[91]. Ce géne posséde plusieurs avantages : il présente des
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régions hautement conservées, permettant le design d’amorces universelles, et des régions
variables, permettant l'identification du champignon. De plus ce géne est multicopie (environ
une centaine) ce qui permet d’augmenter la sensibilité de I'analyse. Une fois I'amplification
geénique par PCR effectuée, le séquencage de l'amplicon est réalisé puis I'étude
bioinformatique par comparaison aux bases de données de la séquence obtenue va
permettre lidentification du champignon [92]. Cette stratégie de PCR panfongique a été
évaluée sur des prélevements histologiques (frais, fixés ou paraffinés) et donne un taux de
détection de 93.6 % des infections fongiques prouvées par culture versus seulement 64.3 %

pour les examens d’anatomopathologies [92].

Néanmoins pour les champignons du genre Fusarium le géne ITS est trop conservé, ce qui
explique que [lidentification moléculaire par séquencage de ce locus sous-estime le
polymorphisme et ne permet pas toujours lidentification de l'espéce de Fusarium [5].
Plusieurs génes alternatifs ont donc été proposés pour l'identification précise des espéces
de Fusarium. Actuellement le schéma d’identification le plus abouti a été proposé par

O’Donnell et son équipe, il repose sur le séquencgage de 3 génes : EF1 a, RPB1 et RPB2 [1]
[5].

Le géne EF1a (translation elongation factor 1 alpha) code pour une partie essentielle de la
machinerie protéique ; il présente un haut niveau de polymorphisme et est monocopie. A
noter que le géne EF1a s’est imposé comme le géne de choix dans les schémas

d’identification de Fusarium n’utilisant qu’un seul locus [93] [94].

Les génes RPB1 (largest subunit of RNA Polymerase) et RPB2 (second largest subunit of
RNA polymerase) codent pour les sous unités 1 et 2 de 'ARN polymérase IlI, enzyme

indispensable a la transcription de 'ADN [95].

L’intérét du schéma d’identification proposé par O’Donnell réside dans la richesse des bases
de données : deux bases hébergent des séquences obtenues avec ce schéma : Fusarium-ID

(http://www.fusariumdb.org/index.php) et le CBS-KNAW Fungal Biodiversity Center

(http://www.westerdijkinstitute.nl/fusarium/).

1.5.2. Immunodiagnostic

Afin de surveiller les patients a risque de développer des mycoses invasives, des techniques
d'immunodiagnostic ont été développées. Ces techniques ont 'avantage d’étre peu invasives

car elles sont réalisables sur un simple prélévement veineux.

Actuellement deux analyses permettent la détection de marqueurs d’infections fongiques a

Fusarium, les cibles étant alors des antigénes fongiques. La premiére analyse consiste a
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détecter un constituant quasi ubiquiste des parois fongiques (exception faite de
Cryptococcus neoformans et des Zygomyceétes) : le 1,3 béta-D-glucane. Cet antigéne est
libéré dans le sang lors d’infection fongique invasive et n’est pas spécifique d’'un genre
fongique ; il peut ainsi étre détecté en cas d’infection & Aspergillus, Candida, Acrenomium,
Trichosporon et bien sir a Fusarium. Ce test occupe une place de choix dans le diagnostic
des maladies fongiques invasives (il fait en outre partie des critéres biologiques de
'European Organisation for Research and Treatment of Cancer) mais souffre d’'une valeur
prédictive positive relativement faible, en lien avec un nombre important de situations

engendrant des faux positifs (bactériémie, traitement par amoxicilline ....) [96] [97].

Le deuxiéme antigéne pouvant étre détecté en cas de fusariose invasive est le
galactomannane. |l s’agit d’un polysaccharide libéré par certains champignons lors de leur
croissance. La recherche de galactomannane est principalement utilisée pour le diagnostic
d’aspergillose invasive, néanmoins le relargage de galactomannane n’est pas l'apanage
exclusif des Aspergillus. Ainsi méme si cet antigéne n’est pas largement répandu
comparativement au 1,3 béta-D-glucane, il peut étre retrouvé lors d’infection a Fusarium et

Penicillium notamment [97] [98].

1.5.3. Imagerie médicale

En cas d’atteinte pulmonaire, il est classique dans la démarche diagnostique de recourir a

des examens d’imagerie médicale.

Deux types d’examens pourront alors étre utilisés, la radiographie thoracique d’'une part et
un scanner thoracique d’autre part. Avec la radiographie, 25 % des patients atteints de
fusariose ne présenteront aucune particularité, tandis qu’avec le scanner, tous les patients

présenteront un aspect anormal [99].

L’'imagerie permettra alors d’évoquer une étiologie fongique (présence de masses ou
nodules pulmonaires (Figure 19)) mais ne permettra pas de différencier formellement une
fusariose d’'une aspergillose invasive. Néanmoins une caractéristique scannographique peut
orienter le clinicien sur une étiologie fusarienne : le signe du halo, élément caractéristique
mais inconstamment présent lors d’'une aspergillose, n’est jamais retrouvé lors de fusariose
[99].
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Figure 19 : Nodule sur le poumon gauche d'un patient atteint de leucémie et de fusariose invasive [57]

1.6. Stratégie thérapeutique

Le traitement des fusarioses est souvent difficile et décevant. La sensibilité ou la résistance
des souches de Fusarium aux antifongiques ne déterminent pas I'évolution clinique d’'un
patient, mais il existe un lien établi entre des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
élevées et une mauvaise réponse au traitement antifongique [100]. Les Fusarium sont des
champignons présentant naturellement des CMI élevés mais ces CMI sont variables selon
'espéce, d’ou 'importance d’'une identification précise (notamment par biologie moléculaire)
de l'espéce de Fusarium en cause, dans le management du traitement des fusarioses

invasives [57] [100].

Les champignons du genre Fusarium sont résistants a la majorité des antifongiques humains
disponibles : ils sont résistants in vitro a la flucytosine, aux triazolés de premiere génération
(fluconazole, itraconazole) [34] [101] et aux échinocandines [57]. Cette résistance naturelle est
bien documentée et s’explique par la mutation F639Y d’une sous unité de la B glucane
synthase, cible des échinocandines [102]. Les molécules parmi les plus actives sur les
champignons du genre Fusarium sont I'amphotéricine B et le voriconazole. Les CMI
généralement observées sont respectivement de 0.5-1 yg/mL et 4-8 pg/mL [34] [103] ; ces
molécules sont donc classées « intermédiaires » voire « résistantes » au regard des bornes
EUCAST de A. fumigatus [104] (il n’existe pas de bornes propres a Fusarium). A noter que le
posaconazole est également efficace contre les Fusarium et peut étre utilisé en deuxiéme
intention [105]. Fusarium solani présente les CMI les plus élevés, ce qui explique que cette
espéce soit considérée comme la plus résistante du genre [72] [57] [79]. Une récente revue
de 2013 [6] résume les CMI des principaux antifongiques sur les principales espéces de

Fusarium (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).
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Species (n° isolates) MIC (mg/L)y*

TBF AMB VRC P3C ABC KTC BWC ITC
F solani (27) =16 239 9.82 =16 =16 =16 =16 =16
F oxvsporum (28) 269 232 6.09 28.98 16.40 12.19 10.77 =16
F verticillioides (24) 0.24 233 219 0.83 334 324 1.77 =16
F proliferanum (9) 029 370 939 20.16 9.75 21.53 883 =16
F incarnatum (9) 10.08 0.93 370 294 16 272 933 =16
F chiamydosporum (8) 027 1.54 2.8 238 11.31 8.72 T34 =16
F nygamai (T) 0.34 328 6.56 32 9.75 21.53 883 =16
F dimerum (7T) 0.91 1.64 4 32 883 362 883 =16
F sacchari (3) 0.14 1.52 3.03 2 6.06 18.38 528 =16
F thapsinum (5) 0.44 2.64 264 =16 1838 =16 18.38 =16
F. napiforme (3) 0.12 318 1.59 32 4 8 318 =16

* Determined according to the CLSI methods, after 48 h of incubation at 35 °C

ARC albaconazole, AMB amphotericin B, ITC itraconazole, KTC ketoconazole, PSC posaconazole, RVC ravuconazole, TBF terbinafine, VRC
variconazole

Figure 20 : CMI des principaux antifongiques sur différentes espéeces de Fusarium [6]

Des associations d’antifongiques ont été évaluées pour le complexe d’espéces Fusarium
solani. Parmi les associations terbinafine et itraconazole ; terbinafine et voriconazole ;
voriconazole et amphotéricine B, seule I'association de terbinafine et de voriconazole semble

posséder une action synergique [106] [107].

1.6.1. Traitement des onychomycoses

Malgré la fréquence importante des onychomycoses, les échecs thérapeutiques sont
communs (jusqu’a la moitié des cas). Les hypothéses avancées pour expliquer ces échecs
sont un traitement long (souvent supérieur a une année) engendrant un défaut de
compliance du patient, une mauvaise pénétration de I'agent anti-infectieux au sein de la
tablette unguéale et une potentielle résistance du champignon aux antifongiques [108],

résistance particulierement importante dans le cas de Fusarium.

Dans la littérature, de nombreuses stratégies thérapeutiques antifongiques sont proposées
afin de traiter les onychomycoses a Fusarium, néanmoins ces études portent bien souvent
sur des petites cohortes et sur des populations particulieres. De ce fait, il n’existe pas
actuellement de recommandation sur le traitement des onychomycoses a Fusarium. Selon
une étude suisse, une mycose unguéale ne répondant pas a un traitement bien conduit par
terbinafine ou azolé par voie systémique est bien souvent le résultat d’'une infection par
moisissure et notamment par Fusarium ; dans cette étude il est préconisé de traiter par
amphotéricine B par voie topique associé a l'avulsion de l'ongle [109]. Selon une étude
italienne le traitement le plus efficace serait un vernis a 8 % de ciclopirox [110]. Et parfois, au

stade de leuconychie chez un patient immunocompétent, un simple grattage peut suffire [34].
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1.6.2. Traitement des kératites

Tout comme le traitement des onychomycoses a Fusarium, le traitement des kératites
souffre de l'absence de recommandations et de consensus. Les principales molécules
utilisées sont I'amphotéricine B et le voriconazole. Bien que I'amphotéricine B soit la
molécule ayant la meilleure activité in vitro, une étude in vivo sur modéle animal a montré
une évolution clinique comparable pour l'itraconazole, le voriconazole et 'amphotéricine B
dans le traitement de kératite a Fusarium solani [111]. L'efficacité in vitro des molécules
antifongiques n’est donc pas le seul paramétre a prendre en considération ; les facteurs
individuels de I'héte et les caractéristiques pharmacologiques du médicament sont
également primordiales. En effet 'amphotéricine B et le voriconazole peuvent étre
administrés par voie locale ou générale. L’association de ces deux modes d’administrations
permet d’augmenter les concentrations en principes actifs au niveau du site infectieux [112].
Par ailleurs, d’autres molécules peuvent étre utilisées, seules ou en complément : il s’agit
notamment de la natamycine [113] et de certains désinfectants comme des biguanides [114]
ou des ammoniums quaternaires [115]. Somme toute, si le traitement médicamenteux s’avere
insuffisant, il est fréquemment nécessaire de recourir a des techniques chirurgicales :

kératectomie, kératoplastie voire, a I'extréme, énucléation totale [116].

1.6.3. Traitement des fusarioses localisées

Concernant les formes localisées chez les patients immunocompétents, un traitement local
peut parfois étre suffisant. Néanmoins une intervention chirurgicale (débridement ou
détersion) peut s’avérer nécessaire. A noter qu’il est recommandé d’encadrer ce geste d’'un
traitement antifongique systémique dont la durée sera définie en fonction de I'évolution

cliniqgue du patient (voriconazole ou posaconazole)[117].

1.6.4. Traitement des fusarioses invasives

Le management des fusarioses invasives affectant 'immunodéprimé est complexe. A ce
jour, aucune étude clinique randomisée s’attachant a comparer les différentes stratégies
thérapeutiques possibles n’est disponible dans la littérature. De plus linterprétation des
résultats (succés ou échecs thérapeutiques) des études est souvent délicate : la majorité des
patients se trouvant déja sous thérapie antifongique prophylactique au moment du

diagnostic.

Les données de sensibilité in vitro aux antifongiques révélent des sensibilités différentes en
fonctions des espéces ; globalement le genre Fusarium est peu sensible aux antifongiques.

Néanmoins, les facteurs relatifs a 'héte (notamment la neutropénie) semblent primer sur la
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sensibilité aux antifongiques. Dans une étude sur 38 cas de fusarioses, seuls les patients
retrouvant une production médullaire acceptable (13 patients) répondaient aux traitements
antifongiques [118]. Ainsi, le G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) facteur de
croissance hématopoiétique de la lignée granuleuse, permet dans certaines études de

diminuer la durée d’aplasie et a ce titre d’augmenter les chances de guérison [119].

Bien que I'analyse de la littérature ne permette pas de dégager formellement une stratégie
thérapeutique optimale, en 2014 les premiéres (et uniques) recommandations de sociétés
savantes sont parues. Il s’agit des recommandations de 'TESCMID (Société européenne pour
la microbiologie clinique et les maladies infectieuses) et de 'TECMM (European confederation
of medical mycology). Chacune des thérapeutiques (chimiothérapie, chirurgie...) envisagées
sont caractérisées selon deux critéres : le degré de recommandations par la société savante,
de A (fortement recommandée) a D (non recommandée) et le degré de preuves existantes,
du niveau | (au moins une étude randomisée, n’existant pas pour les fusarioses) au niveau ll|
(opinion des autorités respectées, expérience clinique, case-report ou rapports de comités

d'experts).

A propos de la chimiothérapie antifongique, les experts recommandent a titre indicatif
(niveau C lll) la détermination des CMI, principalement pour des raisons épidémiologiques et
pour des cas particuliers de management de I'antifongithérapie. Concernant les molécules
antifongiques a utiliser, le voriconazole apparait étre la molécule recommandée en premiére
intention quel que soit le complexe d’espéce de Fusarium, suivi de 'amphotéricine B sous

forme liposomale. Ces recommandations figurent en Tableau V.
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Tableau V : Recommandations de traitement antifongique des fusarioses invasives selon
FESCMID/ECMM d’aprés [105]

Degrés de Degrés de .
. Commentaires
recommandation preuve
Premiére ligne de traitement
. Dosages sériques recommandés. Taux de réponse
Voriconazole A I . . . ) . .
fonction de la pathologie sous-jacente et du site d’infection
Amphotéricine B B ' Certaines souches peuvent étre résistantes a
liposomale 'amphotéricine B
Amphotéricine B lipide . .
C 1] Peu de cas cliniques rapportés
complex
Déoxycholate o
o D 1] Toxicité importante
d’amphotéricine B
Echinocandines D ] Intrinséquement résistant
Associations N " Peu de cas cliniques rapportés. Association non
d’antifongiques supérieure au voriconazole seul
Traitement de sauvetage
Posaconazole A 1] Taux de succés 50 %. Dosages sériques recommandés
Voriconazole A ] Efficacité substantielle. Dosages sériques recommandés

En pratique courante, une étude rétrospective multicentrique de 2010 pourtant sur 73 cas de

fusariose invasive, montrait que le voriconazole était déja la molécule la plus utilisées (78 %

des patients). Le taux de réponse constaté était alors de 47 %, sans différence significative

entre un traitement primaire ou de sauvetage par le voriconazole [76].

En sus du traitement médicamenteux, les experts recommandent fortement le débridement

des tissus infectés (A Ill) et le retrait des cathéters impliqués (A Il). A contrario dans ces

recommandations, l'intérét des facteurs de croissance hématopoiétiques n’est pas

formellement établi (niveau C Ill) (Tableau VI)[105].

Tableau VI : Recommandations de traitements adjuvants des fusarioses invasives selon PFESCMID/ECMM
d’aprés [105]

. i . Degrés de Degrés de
Population Thérapeutique .
recommandation preuve
) ) Transfusion de polynucléaire (avec
Patients d’hématologie, . .
. . prudence si greffe allogénique de cellule C 1l
neutropéniques ou cancéreux i L o
souche hématopoiétique indiquée)
o Débridement chirurgical (infection
Leucémie aigue - A Il
localisée)
Patients gréffés moelle Débridement chirurgical (infection A '
osseuse localisée)
Autre population Débridement chirurgical A 1l
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Il est intéressant de noter que ces recommandations different des propositions de Nucci et
Anaissie de 2007 qui prévalaient jusqu’alors [31]. Tout comme les recommandations de
2014, la chirurgie de débridement et le retrait de cathéter avaient une place centrale.
Néanmoins, en ce qui concerne le traitement antifongique, I'établissement des CMI était
encouragé et la molécule antifongique utilisée était dépendante du complexe d’espéce de
Fusarium (pour Fusarium solani SC et Gibberella fujikuroi SC : forte dose d’amphotéricine B,
pour les autres complexes : forte dose d’'amphotéricine B ou de voriconazole). Concernant
limmunothérapie, ce volet était central et dépendant de la neutropénie du patient (patients
neutropéniques : facteurs de croissance (G-CSF ou GM-CSF) voire transfusions de

polynucléaires ; patients non neutropéniques : interférons gamma et/ou GM-CSF).
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2. Etude épidémiologique au CHRU de Nancy de 2007 a
2016

2.1. Introduction

2.1.1. Présentation de la structure

La structure de Parasitologie-Mycologie est 'une des composantes du Laboratoire de
Biologie Médicale du CHRU de Nancy. L’intégralité de son activité est aujourd’hui située sur
le site de Brabois a Vandoeuvre les Nancy. La structure est divisée en deux unités
fonctionnelles (UF) : 'UF 3152 d'une part, regroupant les activités de dermatomycologie
(prélévements de peau et phaneres) et 'UF 3151 d’autre part, regroupant la parasitologie et
l'essentiel de la mycologie (tous types de prélévements hors dermatomycologie). La
structure de parasito-mycologie est pourvue d’'une équipe de 5 biologistes (1.7 équivalent
temps plein (ETP), partagés avec les plateformes dimmunodiagnostic (PFID) et de
geénomique microbienne (PFGM) et de 5 techniciennes de Ilaboratoire (4.1 ETP)
exclusivement affectées a la structure. L’organigramme (Figure 21) reprend l'organisation

geénérale de ladite structure.
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Figure 21 : Organigramme de la structure de Parasitologie-Mycologie du CHRU de Nancy

La subdivision en deux UF s’explique par l'organisation historique de la structure. Avant
2011, PUF 3152 était située sur le site urbain de Villemin-Maringé-Fournier, au centre-ville de
Nancy, dans le méme batiment que le service de dermatologie. Y était réalisée une activité

de prélevement ainsi que I'ensemble des processus analytiques relatif aux prélevements de
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peau et phaneéres ; qu’ils soient prélevés au laboratoire, au CHRU ou par des dermatologues
extérieurs. En septembre 2010, 'UF 3152 a suivi le service de dermatologie sur le site de
Brabois. Les activités analytiques des UF 3151 et 3152 ont fusionné et une antenne de
prélevement a été ouverte a proximité des consultations de dermatologie. L’'UF 3151 ne
présente pas d’activité de prélevements, ceux-ci étant effectués par les services cliniques et
envoyés au laboratoire pour analyse. L'UF 3151 prend en charge tous les types de
prélevements hors peau et phanére et présente de fait une grande diversité de type de

prélévement (hémoculture, digestif, oculaire ...).

2.1.2. Objectifs de I'étude :

Dans l'idée d’établir un état des lieux de I'épidémiologie de Fusarium au CHRU de Nancy,

les objectifs de cette étude épidémiologique ont été multiples :

- Décrire I'évolution du nombre d’isolements a Fusarium ; nombre brut et pondéré par
l'activité de la structure

- Décrire la représentativité de Fusarium dans les principaux tableaux cliniques ou il
est pathogéne : fongémie, atteinte ophtalmique, atteinte des phanéres

- Décrire la nature des prélévements positifs a Fusarium

- Décrire les espéces de Fusarium en cause

2.2. Matériel et méthode

2.2.1. Indicateurs

Afin d’éviter I'apparition de biais portant sur I'activité générale du laboratoire, nous avons eu
recours a trois indicateurs : le nombre de prélevements (tous types confondus) pris en
charge au laboratoire, le nombre de cultures positives (tous champignons confondus), et
lincidence du principal dermatophyte isolé (exclusivement au sein de I'UF 3152)

Trichophyton rubrum. Ces indicateurs ont permis de pondérer I'évolution des incidences de

Fusarium avec l'activité de la structure.

2.2.2. Recueil de données

Depuis 2007, un systeme d'informatique de laboratoire (SIL) commun a la plupart des
structures du laboratoire de biologie médicale du CHRU de Nancy a été mis en service.
L’intégralitt des examens réalisés par la structure de parasitologie-mycologie sont
enregistrés dans ce SIL. L’exploitation de ce logiciel a permis I'extraction des données pour

cette étude épidémiologique. Il s’agit du logiciel Glims V.8.11.6.
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L’extraction de données du SIL permet 'établissement de listes de données répondant aux
requétes émises par Il'utilisateur. Ces listes ont été ensuite transférées dans Excel pour y

étre exploitées et interprétées. Les requétes émises par l'utilisateur ont été :

- Isolement de Fusarium par espéce, par nature de prélévement, par UF et par année
- Nombre de préléevements pris en charge par UF et par année

- Nombre de cultures positives par UF et par année

- Isolement de T. rubrum au sein de 'UF 3152 par année.

- Nombre d’hémocultures positives par année

- Nombre de prélévements ophtalmologiques positifs par année

- Nombre de prélevements de phanéres (pied et main) positifs par année

2.2.3. Interprétations statistiques

Statistiques descriptives :

Pour chaque paramétre, la moyenne (m), I'écart-type (ET) et le coefficient de variation (CV)
seront calculés. Au sein d’'une série, un point qui s’écarte de la moyenne de plus de deux
fois I'écart type sera considéré comme s’écartant significativement de la moyenne (en
postulant I'hypothése d’une distribution normale, statistiquement 95 % des valeurs d’une

distribution sont comprises entre m-2ET et m+2ET).

Test statistique :

Afin de déterminer une tendance dans I'évolution d’'un paramétre, le test de Mann-Kendall
est appliqué. Il s’agit d’'un test non paramétrique permettant la recherche de tendance
identifiable dans une série temporelle. L’hypothése nulle de départ est HO : Il n'y a pas de
tendance dans la série. Le niveau de risque choisi est de 5 %. Dans un premier temps, le
test est réalisé avec 'hypothése alternative Ha : Il existe une tendance dans la série (test
bilatéral). Si une tendance est repérée, le test est alors répété en changent I'hypothése
alternative. L’hypothése est alors Ha : il existe une tendance négative (ou positive) dans la
série (test unilatéral). Pour chaque test la p-value est calculée de maniére exacte et sera
comparée au niveau de signification. Si la p-value calculée est supérieure au niveau de
signification alpha = 0.05, I'hnypothése nulle HO est acceptée, sinon la p-value calculée étant
inférieure au niveau de signification alpha = 0.05, I'hypothése nulle HO est rejetée, et

I'nypothése alternative Ha est retenue : une tendance sera donc montrée.

Par exemple une p-value de 0.90 signifie que le risque de rejeter HO alors que HO est vrai
est de 90 %, I'hypothése HO est donc retenue. Une p-value a 0.001 signifie que le risque de

rejeter HO alors que HO est vrai est de 0.1 %, dans ce cas I'hypothése Ha est retenue.
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A noter qu’une série minimale de 4 années consécutives est nécessaire afin de réaliser le
test.

L’ensemble des tests de Mann-Kendall ont été réalisé avec le logiciel XLSTAT 2017.

2.3. Résultats

2.3.1. Evolution de I'isolement de Fusarium sp
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=4—Total 94 170 89 109 88 90 92 88 67 57
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UF3152| 69 88 76 73 75 73 60 73 46 44

Figure 22 : Isolement de Fusarium sp (en bleu au sein de la structure, en rouge pour I'UF 3151, en vert
pour P'UF 3152, en pointillé les moyennes respectives)

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

- Pour 'ensemble de la structure de Parasitologie-Mycologie (SPM) : 944 Fusarium,

toutes localisations confondues, ont été isolés; m = 94.40 /an, ET = 30.21, CV =

32.00 %.

- Pour 'UF 3151 : 267 Fusarium ont été isolés ; m = 26.70 /an, ET = 21.09, CV = 78.98
%.

- Pour 'UF 3152 : 677 Fusarium ont été isolés ; m=67.70 /an, ET = 13.79, CV = 20.37
%.
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Particularité de 'année 2008 :

- Pour la totalité de la structure: seule 'année 2008, s’écarte significativement de la
moyenne annuelle (> 2 ET) la différence entre 2008 et la moyenne étant de 75.60 soit
2.50 ET.

- Pour 'UF 3151 : seule I'année 2008, s’écarte significativement de la moyenne
annuelle (> 2 ET) la différence entre 2008 et la moyenne étant de 55.30 soit 2.62 ET.

- Pour 'UF 3152 : aucune année ne s’écarte de la moyenne de plus de 2 ET.

Le pic du nombre d’isolement observé en 2008 a été étudié. Celui-ci s’expliquant
principalement par la présence au CHRU d’un patient atteint de la maladie de Wolman, alors
agé de 1 an. |l s’agit d’'une maladie congénitale rare caractérisée par une mutation récessive
du géne LIPA engendrant un déficit complet en lipase acide lysosomale. En temps normal,
cette enzyme joue un réle clé dans I'hydrolyse lysosomale du cholestérol estérifié et des
triglycérides d'origine lipoprotéinique. Ainsi dans la maladie de Wolman, il se produit une
accumulation de cholestérol estérifié et de triglycérides dans les tissus, engendrant dés les
premiéres semaines de vie des troubles digestifs (vomissements et diarrhée avec
stéatorrhée), une hepato-splénomégalie majeure et un retard staturo-pondéral associé a des
troubles du développement psychomoteur. Il est & noter que la présence de calcifications
des surrénales, révélées a la radiographie ou au scanner, est un signe quasi constant et
pathognomonique de la maladie. Le myélogramme montre l'existence d'histiocytes spumeux
et le frottis sanguin montre quant a lui, des vacuoles lipidiques intra-lymphocytaires. En
'absence de prise en charge médicale, le décés survient généralement dans la premiére
année de vie. Le seul traitement efficace a I'heure actuelle est la greffe de moelle osseuse.
En attendant, des traitements symptomatiques a base d’hypolipémiant (cholestyramine,
statine) associés a une nutrition entérale par lait pauvre en triglycérides a chaines longues
mais riche en triglycérides a chaines moyennes sont a mettre en place [120]. L’enfant en
question est né de parents consanguins, la fratrie est saine. Il a pu bénéficier le 24 janvier
2008 d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques non apparentées 10/10 aprés un
conditionnement par busiluex, fludarabine et sérum antilymphocytaire. Le premier isolement
de Fusarium remonte au 10 janvier 2008, avec une présence conjointe de Candida tropicalis,
dans un prélevement de selle. Dans le cadre du management de la greffe de moelle
osseuse, de nombreux autres prélévements mycologiques systématiques furent effectués
(digestif haut-bas et ORL). Sur 'année 2008 plus d’'une centaine de série de prélévements
ont été réalisés ; Fusarium fut de loin le genre fongique le plus fréquemment isolé et
représente en tout 56 isolats (le dernier remontant au 15 septembre 2008). A noter que
l'espéce de Fusarium en cause ne fut jamais déterminée. Pour le suivi du patient greffé, la

recherche des antigénes galactomanane est également recommandée ; ainsi au cours de
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'année 2008, 83 bilans sanguins furent effectués avec un seul prélevement faiblement positif
le 27 mars 2008. A cette méme date, seul un Fusarium fut isolé, dans un prélévement buccal
et justifia la réalisation d’un antifongigramme. Néanmoins aucun prélévement profond n’a
retrouvé la présence de Fusarium et les antigénes galactomanane du 28 mars ainsi que la
procalcitonine et la CRP étaient négative. Il ne semble donc pas y avoir eu de fusariose
disséminée chez ce patient. A ce jour, I'enfant fait I'objet d’'un suivi annuel au CHRU et a

I'exception d’'une malformation du thorax en caréne asymeétrique, I'évolution est favorable.

Correction du biais de 2008 pour la recherche de tendance :

L’année 2008 étant surévaluée par le portage chronique de Fusarium par un seul patient,
nous avons choisi ici de corriger ce biais par le retranchement du nombre d’isolat imputable
a ce patient aux isolements totaux de I'année. Ainsi pour 2008 le nombre isolat corrigé est de
170-56 = 114 pour I'ensemble de la structure et de 82-56 = 26 pour 'UF 3151. Les

isolements de I'UF 3152 demeurent inchangés.
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Figure 23 : Isolement de Fusarium sp. aprés correction de 2008 (en bleu au sein de la structure, en rouge
pour I’UF 3151, en vert pour I’'UF 3152)

Recherche de tendance sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

- Pour la SPM : Il existe une tendance négative, p-value = 0.008.
- Pour 'UF 3151 : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.525.

- Pour 'UF 3152 : Il existe une tendance négative, p-value = 0.012.
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Recherche de tendance : Période 2007-2014 :

Pour la SPM : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.212.

Pour I'UF 3151 : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.999.
Pour I'UF 3152 : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.308.

Recherche de tendance : Période 2014-2016 :

L’échantillon étant < 4, le test de Mann-Kendall n’est pas réalisable.

Pour la SPM : depuis 2014, le nombre d’isolat de Fusarium est en décroissance : 88
en 2014, 67 en 2015, 57 en 2016 soit une baisse de 35.23 %. A noter que les chiffres
de 2015 et 2016 sont les plus faibles de I'étude.
Pour 'UF 3151 : Pas de tendance observable, 15 en 2014, 21 en 2015 et 13 en

2016.

Pour 'UF 3152 : depuis 2014, le nombre d’isolat de Fusarium est en décroissance :
73 en 2014, 46 en 2015, 44 en 2016 soit une baisse de 39.73 %. A noter que les
chiffres de 2015 et 2016 sont les plus faibles de I'étude.

2.3.2. Représentativité des deux UF dans I'isolement de Fusarium

Tableau VIl : Représentativité des deux UF dans Il'isolement de Fusarium

Année 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
UF3152 | 73,40% | 51,76 % | 8539% | 6697 % | 8523% | 81,11% | 6522% | 8295% | 6866% | 77,19%
UF3151 | 26,60% | 48,24% 14,61% | 33,03% | 14,77% | 1889% | 34,78% | 17,05% | 31,34% | 22,81%

Sur la durée de I'étude, 71.72 % des Fusarium isolés l'ont été au sein de 'UF 3152. La

moyenne des pourcentages d’isolement de Fusarium au sein de L'UF 3152 est de 73.79 %

(ET = 10.78, CV = 14.61 %). Seule I'année 2008 s’écarte significativement de la moyenne :
la différence entre 2008 et la moyenne est de 22.03 % soit 2.04 ET. (Tableau VII).
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2.3.3. Evolution de I'activité de la structure de parasitologie-mycologie
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Figure 24 : Evolution du nombre de prélévements au sein des deux UF (en bleu UF 3151, en rouge UF
3152, en pointillé les moyennes respectives)

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

- Concernant 'UF 3151 : 15321.2 prélévements sont pris en charge en moyenne
chaque année (ET = 1520.84, CV = 9.93 %). Aucune année ne s’écarte de plus de 2
ET. De plus, le test de Mann-Kendal montre une tendance négative, p-value = 0.01.

- Concernant 'UF 3152 : 4023.9 prélévements sont pris en charge en moyenne
chaque année (ET = 862.18, CV = 2143 %). Seule l'année 2016 s’écarte
significativement de la moyenne. La différence entre 2016 et la moyenne étant de
1816.9 soit 2.11 ET. De plus, le test de Mann-Kendal montre une tendance négative,
p-value = 0.002.

Sur la premiére partie de I'étude :

- Pour 'UF 3151 de 2007 a 2011 : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.221.
- Pour 'UF 3152 de 2007 a 2012 : Pas de tendance identifiable, p-value = 0.707.

Sur la deuxiéme partie de I'étude :

- Pour 'UF 3151 de 2011 a 2015 : une baisse du nombre de prélévements de 23.61 %
est enregistrée. De plus il est montré une tendance négative, p-value = 0.014.
- Pour 'UF 3152 de 2012 a 2016 : une baisse du nombre de prélevements de 52.34 %

est enregistrée. De plus il est montré une tendance négative, p-value = 0.014.

53



Particularité de 2016 :

Concernant exclusivement 'UF 3151, une remonté de l'activité est observé pour I'année
2016 : 12734 prélévement en 2015, 13721 en 2016 soit une hausse de 7.75 % (Figure 24).

2.3.4. Evolution des isolements de Fusarium au regard de I’activité du

laboratoire
2.3.4.1. Concernant I’ensemble de la structure de Parasitologie-Mycologie
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== Fusarium/prélévements | 0,45% | 0,79% | 0,42% | 0,51% | 0,42% | 0,46% | 0,50% | 0,50% | 0,43% | 0,36%
=f— Fusarium/culture+ 1,12%(2,51%|1,07% | 1,35% | 1,10% | 1,22% | 1,27% | 1,29% | 1,16% | 0,84%

Figure 25 : Evolution de la proportion de Fusarium sp dans la structure au regard de I'activité (en bleu le
nombre de Fusarium/nombre total de préléevement pris en charge exprimé en pourcentage, en rouge le
nombre de Fusarium/nombre de culture positive exprimé en pourcentage, en pointillé les moyennes

respectives.)

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, en moyenne un Fusarium sera isolé dans 0.48 %

(ET =0.12, CV = 24.41 %) des prélévements pris en charge dans la structure et dans 1.29 %
(ET = 0.45, CV = 34.96 %) des cultures positives.

Seule 'année 2008 s’écarte significativement de la moyenne : la différence entre 2008 et la

moyenne est de 0.31 % soit 2.58 ET pour le ratio Fusarium/prélévements ; et de 1.22 % soit

2.71 ET pour le ratio Fusarium/ culture+.
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Correction du biais de 2008 pour la recherche de tendance :

L’année 2008 étant surévaluée par le portage chronique de Fusarium par un seul patient,
nous avons choisi ici de corriger ce biais par le retranchement du nombre d’isolat imputable

a ce patient aux isolements totaux de 'année
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2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016
== Fusarium/prélévements|0,45%|0,53% |0,42% | 0,51% | 0,42% | 0,46% | 0,50% | 0,50% | 0,43% | 0,36%
== Fusarium/culture+ 1,12%(1,68%|1,07%(1,35% | 1,10% | 1,22%|1,27%| 1,29%| 1,16% | 0,84%

Figure 26 : Evolution de la proportion de Fusarium sp dans la structure au regard de I'activité aprés
correction de 2008 (en bleu le nombre de Fusarium/nombre total de prélévement pris en charge exprimé
en pourcentage, en rouge le nombre de Fusarium/nombre de culture positive exprimé en pourcentage)

Recherche de tendance sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

Concernant le pourcentage de prélevements positifs a Fusarium: pas de tendance

identifiable, p-value = 0.371.

Concernant le pourcentage de cultures positives a Fusarium : pas de tendance identifiable,
p-value = 0.592.

A noter que 2016 est 'année de la plus faible proportion d’isolement de Fusarium dans la
structure de parasitologie-mycologie du CHRU de Nancy. Ainsi pour la premiére fois moins
de 0.4 % des prélevements pris en charge dans la structure et moins de 1 % des

prélévements positifs ont permis I'isolement d’'un Fusarium (Figure 25).

2.3.4.2. Concernant uniquement ’'UF 3152

UF 3152 étant a la fois 'UF qui permet d’'isolement de la majeure partie des Fusarium de la
structure et étant la seule qui montre une tendance négative de l'incidence des isolements,

une attention particuliére y a été apportée.
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Figure 27 : Evolution de la proportion de Fusarium sp au regard de I'activité au sein de 'UF 3152 (en bleu
le nombre de Fusarium/nombre total de prélevement pris en charge exprimé en pourcentage, en rouge le
nombre de Fusarium/nombre de culture positive exprimé en pourcentage)

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, en moyenne un Fusarium sera isolé dans 1.70 %
(ET =0.19, CV = 11.32 %) des prélévements pris en charge dans la structure et dans 4.27 %
(ET =0.46, CV = 10.80 %) des cultures positives. Aucune année ne s’écarte de plus de 2 ET

de la moyenne.

Recherche de tendance sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

Concernant le pourcentage de prélevements positifs a Fusarium: pas de tendance

identifiable, p-value = 0.721.

Concernant le pourcentage de cultures positives a Fusarium : pas de tendance identifiable,
p-value = 0.592.

2.3.5. Evolution des isolements de Fusarium au regard de I'isolement de T.

rubrum au sein de ’'UF 3152.

Tableau VIl : Evolution du nombre de Fusarium et de T. rubrum isolé au sein de I'UF 3152

Année 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Fusarium sp 69 88 76 73 75 73 60 73 46 a4
T. rubrum 604 641 760 683 527 643 547 475 366 316
ratio :
T.rubrum/Fusarium 88 7,3 10,0 9,4 7,0 8,38 9.1 6,5 8,0 7,2
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Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, le ratio T.rubrum/Fusarium est en moyenne de 8.20
(ET =1.17, CV = 14.24%). Aucun point ne s’écarte de plus de 2 ET (Tableau VIII).

Recherche de tendance sur toute la durée de I'étude 2007-2016 :

Pas de tendance identifiable, p-value = 0.283

2.3.6. Représentation de Fusarium dans les principaux tableaux cliniques
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2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 ﬁG_
== Fusarium/hémoculture+ | 0,38% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 1,37% | 2,22% | 0,00% | 0,72% | 0,00%
== Fusarium/ophtalmologie+ | 0,00% | 6,67% |12,12%|10,00%|30,00%| 5,88% |54,55%|13,33%|43,33%|40,91%

Fusarium/phanére+ 8,04% | 9,42% | 7,96% | 8,29% | 9,25% | 8,44% | 7,48% | 9,73% | 7,55% | 8,67%

Pourcentage d'isolement de Fusarium

Figure 28 : Evolution de la proportion de Fusarium sp au sein des principaux tableaux cliniques (en bleu
le nombre de Fusarium/nombre d’hémocultures positives, en rouge le nombre de Fusarium/nombre
prélévements ophtalmiques positifs, en vert le nombre de Fusarium/nombre de prélévements de
phanéres positifs, données exprimées en pourcentage)

Concernant les hémocultures positives :

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, en moyenne un Fusarium sera isolé dans 0.47 %
(ET =0.77, CV = 136.15 %) des hémocultures positives. De plus le test de Mann-Kendal ne

montre pas de tendance identifiable, p-value = 0.760

Concernant les prélévements ophtalmiques positifs :

Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, en moyenne un Fusarium sera isolé dans 21.68 %
(ET = 18.95, CV = 87.39 %) des prélévements ophtalmologiques positif. De plus le test de
Mann-Kendal montre une tendance a la hausse, p-value = 0.016

Concernant les prélévements de phanéres positifs :
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Sur toute la durée de I'étude 2007-2016, en moyenne un Fusarium sera isolé dans 8.48 %
(ET = 0.78, CV = 9.18 %) des prélevements de phanéres (pied et main) positifs. Aucune
année ne s’écarte de plus de 2 ET. De plus le test de Mann-Kendal ne montre pas de

tendance identifiable, p-value = 1.000.

2.3.7. Nature des préléevements positif a Fusarium
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Figure 29 : Nature des prélévements positifs a Fusarium. A : au sein de la structure, B : au sein de I'UF
3151, C : au sein de I'UF 3152.

L’'UF 3151 présente une plus grande variété de nature de prélevement que 'UF 3152. Les
prélevements de 'UF 3152 sont essentiellement des prélévements unguéaux ; ainsi les
ongles de pieds représentent prés de 90 % des isolements de Fusarium, suivi des ongles de
mains pour 8.6 % et enfin des prélevements cutanés pour 2.8 %. En ce qui concerne I'UF
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3151, les prélévements digestifs arrivent en premiére position 40 % suivi des prélévements
ophtalmologiques 18.4 % puis des prélévements respiratoires 17.6 %. A noter que les
prélévements profonds restent marginaux ; les hémocultures ne représentent que 3 % des
isolements de Fusarium (8 cas en 10 ans) et les prélevements articulaires, d’'os ou de

muscles que 0.37 % (1 cas en 2014).

En somme sur les 944 souches de Fusarium isolées au laboratoire en 10 ans, une large
majorité provenait de prélévements d’ongles de pieds (63.2 %), suivis en seconde position
par les prélévements digestifs (11.4 %), puis par les ongles de mains (6.1 %) et enfin par les

prélévements ophtalmologiques (5.2 %) (Figure 29).

2.3.8. Nature des espéces de Fusarium isolées
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Figure 30 : Espéces de Fusarium isolées de 2007 a 2016. A : au sein du laboratoire, B : au sein de I'UF
3151, C : au sein de I'UF 3152
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Les Fusarium sans espéces identifiées représentent prés de 95 % des isolements de 'UF
3151, tandis qu’ils ne représentent que 20 % de 'UF 3152. Sur 'ensemble du laboratoire,

Fusarium sp représente 41 % des isolements (Figure 30).

La principale espéce de Fusarium identifiée est F oxysporum pour 24.5 % des isolements,
arrive en seconde position F solani 15.5 % suivi, sur la derniere marche du podium par F
subglutinans pour 13 %. Dans de plus faible proportion F proliferatum (2.5 %), F dimerum

(1.5 %), F chlamydosporum (1.5 %) et F verticillioides (1.1 %) sont également retrouvés.

En considérant uniquement les espéces identifiées, F oxysporum représente 41 % des
Fusarium identifiés, F solani 26 %, et F subglutinans 22 %. Suivent ensuite F proliferatum
(4.3 %), F dimerum (2.3 %), F chlamydosporum (2.3 %) et F verticillioides (1.8 %).

2.4. Discussion

2.4.1. Evolution de 'incidence de Fusarium

En termes d’évolution absolue, exception faite de 2008, l'isolement de Fusarium au sein de
la structure est resté stable de 2007 a 2014. Depuis lors, le nombre d’isolat de Fusarium au
sein de la structure n’a cessé de décroitre, de sorte que I'année 2016 se trouve étre 'année
la moins propice pour l'isolement de Fusarium. Ces chiffres pourraient donc laisser croire a

une déperdition locale des infections a Fusarium depuis 2014.

Néanmoins, il ressort de cette étude que 'unité de dermato-mycologie (UF 3152) représente
la majeure partie des isolements de Fusarium et c’est cette UF qui est a l'origine de la
tendance négative d’isolement de Fusarium au laboratoire. Cette tendance a la décroissance
n'est cependant pas spécifique de Fusarium, elle n'est en réalité que le reflet de la baisse
d’activité de I'UF dans son ensemble. Les premieres années aprés la délocalisation de 'UF
3152 du site des hépitaux urbains vers le site de Brabois n’ont pas eu d’impact fort sur
l'activité, mais rapidement une diminution de l'activité s’est fait ressentir. Le départ de
cliniciens fortement prescripteurs d’examens mycologiques du service de dermatologie,
associé a un moindre rayonnement du laboratoire auprés des dermatologues libéraux,

expliquent en partie cette décroissance d’activité.

Ce constat explique donc qu’en termes d’évolution relative (pourcentage d’évolution de
Fusarium) aucune tendance n’a été statistiquement démontrée sur la décennie étudiée.
Néanmoins, il est a noter que l'année 2016 est 'année de la plus faible proportion
d’'isolement de Fusarium de I'étude. Ceci s’expliquant par l'augmentation en 2016 de

l'activité de 'UF 3151, en lien avec la fermeture du laboratoire polyvalent de la maternité
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régionale et le transfert de son activité sur les laboratoires du CHRU. Mécaniquement
l'activité de mycologie de 'UF 3151 a donc progressé en 2016, portée par l'activité de

gynéco-obstétrique, activité qui intrinséquement, ne permet pas I'isolement de Fusarium.

Concernant la représentativité de Fusarium au sein des prélévements de phanéres, il en
ressort qu'’en moyenne, ces moisissures sont retrouvées dans 8.48 % des prélévements
positifs, sans évolution notable de cette proportion au cours du temps. Il est difficile de
comparer ce chiffre aux publications en la matiére, tant la prévalence de Fusarium dans les
onychomycoses est variable a travers le monde (de 0 % a plus de 50 %). Néanmoins, ce
chiffre parait tout a fait en concordance avec certaines études récentes, notamment I'étude

de 2016 qui imputait 10 % des onychomycoses a Fusarium [42].

La proportion de Fusarium dans les hémocultures positives a champignons est de 0.48 % et
ne montre pas de signe d’évolution au cours du temps. Il s’agit donc d’'un champignon
rarement responsable de fongémie. Cette rareté s’explique principalement par le nécessaire
terrain d’'immunodépression que doivent présenter les patients pour étre atteint de fusarioses

invasives.

Enfin la part de Fusarium au sein des prélévements ophtalmiques positifs est en moyenne
de 21,6 % sur la décennie. Ce chiffre cache cependant de grandes disparités en fonction des
années (de 0 % a 55 %). Malgré ces intenses fluctuations, il est tout de méme montré une
tendance statistiquement positive pour I'isolement ophtalmique de Fusarium. Comme pour
les phaneéres, le niveau dimplication de Fusarium dans les kératites fongique varie
sensiblement entre les études scientifiques, selon la situation géographie et le terrain étudié.
Ainsi une revue de 2015 consacrée aux kératites fongiques, estime que les Fusarium sont
impliqués dans 70 % des infections avec traumatisme, dans 67 % des kératites du
diabétique et dans 38 % des kératites chez les utilisateurs récurrents de topique ophtalmique
[56]. Cette forte influence des terrains individuels, associés en plus au risque de
contamination des liquides de conservation de lentille, peut expliquer la variabilité inter

année du pourcentage d’isolement ophtalmique de Fusarium.

2.4.2. Espeéces de Fusarium en cause

A noter qu’a part de rares exceptions (contextes particuliers), les identifications d’espéces de

Fusarium ont été effectuées par méthodes phénotypiques.

De par la division historique de la structure en deux UF ; dirigées par des biologistes
distincts, des différences de pratiques ont vu le jour. Ainsi, les Fusarium de 'UF 3152 étaient

plus fréequemment identifiés que ceux de 'UF 3151. L'identification des espéces en cause
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dans les infections dermatologiques permet de pointer des particularités au regard de la
littérature actuelle. Ainsi, dans la littérature, les Fusarium les plus fréquemment retrouvés en
pathologie humaine appartiennent au complexe d’espéces FSSC (plus de la moitié des cas)
et au complexe FOSC [40]

Le principal complexe d’espéce retrouvé au CHRU de Nancy est le complexe FOSC (F
oxysporum) qui représente 41 % des Fusarium identifiés. Le second complexe d’espéce est
le GFSC (F subglutinans + F proliferatum + F verticillioides), celui-ci représente 28.1 % des

espéces de Fusarium identifiées, soit plus que les 26 % du FSSC (F solani).

En conséquence le complexe FSSC ne semble figurer qu’a la troisiéme place au CHRU de
Nancy alors qu'il est largement prédominant dans la littérature. En outre, la principale
particularité de la cohorte nancéenne réside dans la place prépondérante du complexe
GFSC, notamment via l'espéce F subglutinans. |l peut s’agir d'une particularité
épidémiologique de la région, mais il conviendra de s’assurer de la bonne identification de

cette espéce par biologie moléculaire avant de pouvoir I'affirmer.

Pour les 8 hémocultures positives a Fusarium durant cette période, les souches isolées ont
été conservées congelées. Ces 8 prélévements correspondaient a 6 patients distincts. Dans
un but épidémiologique, nous avons souhaité rétrospectivement identifier ces Fusarium par
biologie moléculaire. Seules 4 souches distinctes ont pu étre identifiées (soit 66 %): 3
Fusarium appartiennent au complexe d’espéces Fusarium solani et un au complexe

d’espéces Fusarium oxysporum.
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3. Mise en place d’un schéma d’identification d’espéce

3.1. Introduction

A I'heure actuelle, la pratique courante au sein du laboratoire pour lidentification de
Fusarium repose essentiellement sur lidentification phénotypique traditionnelle (mise en
culture et examen microscopique). En de rares occasions (contexte particulier, prélévement
profond...) une PCR panfongique suivie du séquengage du géne ITS (sur sa partie ITS1-
ITS4) peut étre effectuée. La séquence obtenue est alors comparée a une base de données
internationale « GenBank ». Cette stratégie présente plusieurs écueils potentiels.
L’identification d’espéces par les méthodes phénotypiques est difficile et parfois sujette a
caution. Concernant l'identification moléculaire par le géne ITS et son interprétation dans
GenBank, I'expérience du laboratoire montre certaines difficultés d’interprétation : en effet
les résultats obtenus ne permettent pas toujours de discriminer avec certitude les espéeces
de Fusarium en cause. De ces insuffisances a priori, nous avons voulu évaluer

pragmatiquement nos pratiques et réfléchir a de meilleures alternatives.

Tout d’abord nous avons souhaité mettre en place la technique d’identification moléculaire
d’espéces de Fusarium selon le schéma d’identification proposé par O’Donnel, basé sur
l'analyse de 3 génes : EF1, RPB1 et RPB2. Ce schéma d’identification fait référence au sein

de la communauté scientifique pour I'identification des Fusarium.

Ensuite, nous avons souhaité évaluer nos pratiques actuelles (phénotypiques et ITS) par

rapport a ce schéma ainsi que I'intérét de sa mise en place au laboratoire.

Initialement nous souhaitions ajouter une identification par MultiLocus Sequence Typing
(MLST) en combinant les 3 génes (EF1, RPB1 et RPB2) en un seul « run». Ceci est
possible grace a la base de donnée dédiée, créée en collaboration par O’'Donnel et hébergé
par le Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (anciennement nommé CBS-KNAW). Cette
base de données présente l'intérét de n’étre incrémentée qu’avec des souches de
références d’intéréts médicaux ou environnementaux. De plus la classification y est
effectuée selon les derniéres recommandations, a savoir en complexe d’espéces. Une telle
analyse en MSLT, permet en outre d’identifier les souches de Fusarium jusqu'a leurs sous

types.

Malheureusement, un « bug » informatique au moment de I'exploitation des résultats ne
permet pas I'approche MLST : le géne RPB1 n’étant pas reconnu par la base de données en
schéma combiné alors qu’il I'est lorsqu’il est utilisé seul. Nous avons fait remonter ce

probléme informatique aux gestionnaires de la base de données, mais celui-ci n’est toujours
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pas résolu a I'heure de la rédaction de cette thése. L’exploitation en MLST est donc différée

jusqu’a la résolution du probléme.

Pour I'heure nous avons choisi de comparer un a un les différents génes d’identification, afin
d’en déduire la meilleure approche possible. Les séquences de tous les génes ont été
comparées a la base de donnée dédiée aux Fusarium et les séquences du géne /TS ont été

comparées a la base « GenBank » pour se rapprocher des pratiques de routine.

3.2. Matériel et méthode

3.2.1. Sélection des souches

Pendant un an (du 1* juin 2016 au 31 mai 2017) toutes les souches de Fusarium isolées au
laboratoire quelles que soient leurs origines ont été sélectionnées. Ces souches ont été
repiquées sur milieu MALT puis congelées a -20°C dans un mélange eau/glycérol (1/1) pour

extractions ultérieures.

3.2.2. Extraction ADN

Les souches décongelées ont été mise en culture sur milieu MALT ; aprés 5 jours de
croissance, une extraction a été réalisée grace au kit « QlAamp DNA Mini Kit®» de Qiagen.

L’extraction a été réalisée selon le protocole défini par le fabricant.

3.2.3. Amorces de PCR

Les couples d’amorces utilisés ont servi a la fois pour les PCR d’amplification et pour les

PCR de séquengage. |l s’agit des amorces recommandées par O’'Donnell [5] (Tableau IX).

Tableau IX : Amorces de PCR pour les génes étudiés

Geéne Taille (paire de base) Couples d’amorces
EF1 600 EF1/EF2

RPB1 1700 Fa/R8 et F7/G2R

RPB2 1700 5F2/7CR et 7CF/11AR
ITS 400 ITS1/ITS4
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3.2.4. PCR d’amplification

Les PCR ont été réalisées selon les conditions définies dans le tableau X.

Tableau X : Programmes d’amplifications géniques pour les différents génes

EF1 et ITS RPB1 et RPB2

Dénaturation 95°C 2 min 95°C 2 min
Cycle (x40)

Dénaturation 95°C 30s 95°C 30s
Hybridation 55°C 30s 55°C 1 min
Elongation 72°C 1 min 72°C 2 min

Elongation finale 72°C 5 min 72°C 5 min

La bonne qualité de 'amplification a été vérifiee aprés toutes les PCR, par migration sur gel

d’agarose a 1.8 % et révélation sous UV.

3.2.5. Séquencgage

Les PCR de séquencgage de type Sanger ainsi que les purifications ont été sous-traitées a la

société GenoScreen® de Lille.

3.2.6. Interprétation et bases de données

L’interprétation des chromatogrammes bruts a été effectuée avec le logiciel BioEdit®.
Les séquences ont alors été comparées aux bases de données :

- base non spécifique : GenBank du NCBI
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch

- base spécifique : base de référence spécifique Fusarium

http://www.westerdijkinstitute.nl/Fusarium

3.2.7. Expression des résultats

Pour un isolat de Fusarium et un géne donné, les résultats de la comparaison de la

séquence a une base de données sont exprimés dans le Tableau XI comme suit :

- Seules les vingt premiéres occurrences sont prises en compte.
- Les pourcentages maximum, meédians et minimum de similarité de séquence sont
rapportés.

- Les correspondances du 1° ordre (correspondance avec le pourcentage maximum de
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similarité de séquence) sont quantifiées et qualifiees en terme de complexe d’espéces et de
sous type de Fusarium si possible.

- Les vingt occurrences sont qualifiées en termes de complexe d’espéces.

L’expression des résultats entre les deux bases de données n’étant pas exactement
superposable, un aménagement spécifique a été réalisé pour I'expression des résultats
GenBank : les résultats ne sont pas forcément exprimés en complexe d’espéces et les
pourcentages de similarité sont exprimés au pourcent prés (versus un dixieme de pourcent

pour la base spécifique).

De plus, pour chaque souche, figure dans le Tableau Xl lidentification phénotypique
effectuée par le laboratoire et entre parenthése le complexe d’espéce correspondant. Y
figure également lidentification moléculaire retenue compte tenu de I'ensemble des

informations.

L’ensemble des données brutes relatives a l'identification moléculaire des souches de
Fusarium figurant dans le Tableau Xl, sera synthétisé dans le Tableau XIl comme suit : pour
chaque geéne, les pourcentages maximum, médians et minimum de similarité seront
moyennés par complexe d’espéce. De plus pour chaque géne, le nombre de propositions
d’identifications différentes du 1°" ordre et des 20 occurrences seront également moyennés

par complexe d’espéces.

3.3. Résultats

3.3.1. Sélection des souches

Sur la période, 41 Fusarium ont été identifiés au laboratoire dont 33 ont pu étre extraits, soit
80 %. Les 8 souches non extraites n’ont soit pas pu étre isolées pures, soit n'ont pas poussé

en culture aprées décongélation.
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3.3.2. Identification phénotypique

8 Fusarium n’ont pas été identifiés phénotypiquement jusqu'a I'espéce soit 24 %.

25 Fusarium ont bénéficié d’une identification phénotypique soit 76 %.

La répartition des espéces identifiées est présentée dans la Figure 31.

Fusarium Fusarium
dimerum proliferatum
4% 8%

Fusarium
subglutinans
32%

Fusarium
oxysporum
32%

Figure 31 : Répartition des espéces de Fusarium isolés pendant I’étude prospective et identifiés par
phénotypie.

3.3.3. Séquencgage

Quatre chromatogrammes n’ont pas été suffisamment de bonne qualité pour étre interprétés.
Il s’agissait systématiquement de la seconde moitié du géne RPB1 (couple d’amorce
F7/G2R). Néanmoins, les comparaisons a la base de données ont pu étre effectuées sur la
premiere moiti€ du géne (couple d’amorce Fa/R8) ; cette spécificité est précisée dans le
Tableau XI.
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3.3.4.

Identification des Fusarium

Tableau Xl : Comparaison des différentes stratégies d’identification des Fusarium (FU1 a FU33) : ITS (GenBank), ITS, EF1, RPB1, RPB2 (base de données spécifiques) et
phénotypique. A I’extréme droite, I'identification consensus retenue.

ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

FU1

Réponse de 1er ordre

Fusarium sp.

Fusarium solani species

Fusarium solani species
complex type : 2-d (x5), 2-h

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type :

(complexe + sous type) Fusarium keratoplasticum complex type : 2-h (x2) x2) 2-d (x5), 2-f
X
Nombres de réponse du 1%
2 2 7 1 6

ordre
% de similarité des

i o 100 100,00 100,00 97,70 100,00
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 99 99,81 99,84 85,80 98,27
% minimal de similarité 99 99,79 98,91 84,33 96,90

Répartitions des vingt

premiéeres occurrences

Fusarium keratoplasticum
(x3)

Fusarium sp. (x11)
Fusarium solani (x5)
Nectria haematococca isolate
(x1)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species complex (x8)
Fusarium septosum species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium albidum species complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium rusci species complex

Fusarium torreyae species complex

Fusarium solani species complex (x20)

Fusarium solani

(Fusarium solani

species complex)

Fusarium solani

species complex
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

FU2

Réponse de 1er ordre

Fusarium solani (x3)

Nectria haematococca

Fusarium solani species
complex MLST type : 2-x,

Fusarium solani species

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type:

(complexe + sous type) . . (x2), 3+4-kkk (x2), 2-d (x6), 2- complex type : 2-a 2-d (x5), 2-f
Fusarium keratoplasticum .
f (x5), 2 (x2), 2-b, 2-w (x2)
Nombres de réponse du 1%
5 20 1 1 6

ordre
% de similarité des

o 100 100,00 100,00 97,63 99,87
réponses de 1° ordre
% médian de similarité 99 100,00 99,69 85,65 98,16
% minimal de similarité 99 100,00 99,23 84,26 96,69

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium solani (x5)
Nectria haematococca (x1)
Fusarium keratoplasticum

(x3)
Fusarium sp. (x11)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species
complex (x20)

Fusarium solani species complex (x8)
Fusarium septosum species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium albidum species complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium rusci species complex

Fusarium torreyae species complex

Fusarium solani species complex (x20)

Fusarium solani

(Fusarium solani
species complex)

Fusarium solani

species complex

FU3

Réponse de 1er ordre

(complexe + sous type)

Fusarium sp,
Tricholoma matsutake (x2)
Fusarium solani (x3)

Fusarium solani species

complex type : 11-c

Fusarium solani species

complex type : 11-c

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex

Nombres de réponse du 1%

6 2 1 1 1
ordre
% de similarité des
. 100 100,00 100,00 99,93 99,81
réponses de 1 ordre
% médian de similarité 99 98,88 98,07 85,81 96,95
% minimal de similarité 99 98,53 97,92 84,07 96,95

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium sp (x4)
Tricholoma matsutake (x2)
Fusarium solani (x9)
Fungal sp. (x2)
Nectria sp. (x3)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species complex (x8)
Fusarium septosum species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium albidum species complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium rusci species complex
Fusarium chlamydosporum species

complex

Fusarium solani species complex (x20)

Fusarium

subglutinans

(Gibberella fujikuroi

species complex)

Fusarium solani

species complex
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

Réponse de 1er ordre

Fusarium solani (x12)
Fusarium keratoplasticum

Fusarium solani species
complex MLST type : 2-x,
(x2), 3+4-kkk (x2), 2-d (x7), 2-

Fusarium solani species

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type :

complexe + sous type! complex type : 2-k 2-d (x4), 2-f
¢ P ype) (x8) f (x3), 2+, 2-b, 2-g, 2-v (x2), 2- prex v (x4)
a
Nombres de réponse du 1%
20 1 1 6
ordre
% de similarité des
) o 100 100,00 100,00 97,77 99,94
réponses de 17 ordre E .
usarium
% médian de similarité 100 100,00 98,61 85,76 98,23 )
subglutinans i .
Fua % minimal de similarité 100 100,00 98,46 84,23 96,88 Fusarium solani
Fusarium solani species complex (x8) (Gibberella fujikurol species complex
Fusarium septosum species complex species complex)
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Répartit des vinat Fusarium solani (x12) F . ani X E . ani . Fusarium lateritium species complex (x2)
épartitions des vin, usarium solani species usarium solani species
P . 9 Fusarium keratoplasticum P P Fusarium decemcellulare species Fusarium solani species complex (x20)
premiéres occurrences complex (x20) complex (x20)
(x8) complex (x2)
Fusarium albidum species complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium rusci species complex
Fusarium torreyae species complex
R de 1 q Fusarium oxysporum species F . .
éponse de 1er ordre usarium oxysporum species
( P | type) Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 | v tp 13’; Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
complexe + sous type complex type :
(x2)
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre F .
usarium
% de similarité des . .
100 100,00 100,00 99,48 99,76 subglutinans Fusarium
réponses de 1er ordre .
FU5 0Xysporum species
% médian de similarité 100 98,62 99,17 96,36 95,84 . N )
(Gibberella fujikuroi complex
% minimal de similarité 100 94,74 99,17 94,95 95,20

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x16)
Gibberella fujikuroi species
complex
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

species complex)
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species
. complex type : 1, 126, 202, Fusarium oxysporum species
Réponse de 1er ordre Fusarium oxysporum (x12) . . . .
. 53 (x2), 109 (x2) complex type : 191, 210, 4, Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) Fusarium sp (x8) . . i .
Gibberella fujikuroi species 196, 159, 101, 170
complex
Nombres de réponse du 1%
20 8 7 1 2
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum
100 100,00 100,00 99,93 99,82 Xysp ;
réponses de 1% ordre Fusarium
Fue % median de similarité 100 99,78 99,84 96,66 95,83 (Fusarium oxysporum species
|
% minimal de similarité 700 93,24 99,64 9512 95,07 oxysporum species compiex
. X . . Fusarium oxysporum species complex complex)
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex d)
X
complex (x15) Fusarium oxysporum species (x4) X . . .
) " . . . B . . . o . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt Fusarium oxysporum (x12) Gibberella fujikuroi species complex (x18) Fusarium nisikadoi species complex (x5) X .
. . i . . i i i Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences Fusarium sp. (x8) complex (x2) Gibberella fujikuroi species Fusarium newnesnese species complex . .
o o . . . . Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti complex (x2) Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
Nectria haematococca (x2)
) Fusarium solani (x10) . . . Fusarium solani species . . .
Réponse de 1er ordre . Fusarium solani species X . . Fusarium solani species complex type :
Fusarium sp. (x6) complex type : 1-b (x5), 18-b, Fusarium solani species complex
(complexe + sous type) complex type : 18-a, 18-b (x2) 18-b, 18-a
Fungal sp. 1-a (x2), 1-e
Trametes corrugata
Nombres de réponse du 1%
20 3 9 1 2
ordre
% de similarité des
) o 100 100,00 98,63 94,98 99,04
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,32 98,62 83,90 98,97
— — Fusarium solani
% minimal de similarité 100 99,32 97,87 82,24 96,42
- - - - Fusarium solani
FU7 Fusarium solani species species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Nectria haematococca (x2)
Fusarium solani (x10)
Fusarium sp. (x6)
Fungal sp.

Trametes corrugata

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species

complex (x20)

complex (x8)

Fusarium septosum species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium sambucinum species complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium rusci species complex
Fusarium chlamydosporum species

complex

Fusarium solani species complex (x20)

(Fusarium solani

species complex)

species complex
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
R de 1 q Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species
éponse de 1er ordre
( P | type) Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 complex type : 53, 142, 48, Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
complexe + sous type
P P (x2) 113, 256, 55, 16
Nombres de réponse du 1%
d 20 4 7 2 1
ordre
% de similarité des
réponses de 1 ordre 100 100,00 100,00 99,67 99,76 Eusarium
% médian de similarité 100 98,62 99,84 99,65 92,45 subglutinans Fusarium
Fus oxysporum species
% minimal de similarita 700 9472 99.68 95.21 95.30 yep P
(Gibberella fujikuroi complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex .
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (xa) species complex)
X
complex (x15) (x4) . o . .
o . . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X X Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
o L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
Réponse de 1er ordre . . Fusarium dimerum species Fusarium dimerum species . . . . . .
Fusarium dimerum Fusarium dimerum species complex Fusarium dimerum species complex
(complexe + sous type) complex complex
Nombres de réponse du 1%
d 20 20 20 1 1
ordre
% de similarité des
réponses de 1% ordre 99 99,62 99,83 99,73 100,00 Fusarium dimerum
FU9 % médian de similarité 99 99,62 99,83 80,55 82,43 Fusarium dimerum
Fusarium dimerum species complex
% minimal de similarite 99 99.62 99.83 79.93 82,13 ¢ P P

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium dimerum (x18)
Fusarium sp. (x2)

Fusarium dimerum species

complex (x20)

Fusarium dimerum species

complex (x20)

Fusarium dimerum species complex (x6)
Fusarium solani species complex (x8)
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium albidum species complex
Fusarium buxicola species complex
Fusarium sambucium species complex
Fusarium incarnatum-equiseti species

complex

Fusarium dimerum species complex (x6)

Fusarium solani species complex (x14)

species complex)
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification
phénotypique

Identification

retenue

Réponse de 1er ordre

Fusarium oxysporum (x2)
Fusarium proliferatum (x6)

Fusarium fujikuroi (x2)

Gibberella fujikuroi species

Gibberella fujikuroi species

Gibberella fujikuroi species complex

Gibberella fujikuroi species complex

(complexe + sous type) Uncultured endophytic fungus complex complex
genomic (x3)
Fusarium sp. (x7)
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre Fusarium
% de similarité des subglutinans
100 100,00 99,50 99,60 99,70 9 g i i
FU10 réponses de 1% ordre Gibberella fujikuroi
% median de similarité 100 98,59 91,86 94,86 96,43 (Gibberella fujikuri | PO complex
% minimal de similarité 100 91,72 91,86 93,93 95,55 species complex)
. Gibberella fujikuroi species complex Gibberella fujikuroi species complex
Fusarium oxysporum (x2) (x10) (x10)
X X
Fusarium proliferatum (x6) Gibberella fujikuroi species Gibberella fujikuroi species . o . . . o . .
" . . B . Fusarium nisikadoi species complex (x5) Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt Fusarium fujikuroi (x2) complex (x10) complex (x5) . . . .
. ) . X . Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
premiéres occurrences Uncultured endophytic fungus Fusarium chlamydosporum Fusarium oxysporum species 3) 3)
X X
genomic (x3) species complex (x10) complex (x15) X X X .
) Fusarium newnesnese species complex Fusarium newnesnese species complex
Fusarium sp. (x7) . .
Fusarium sp. Fusarium sp.
Fusarium oxysporum (x2)
Fusarium proliferatum (x6)
Réponse de 1er ordre Fusarium fujikuroi (x2) Gibberella fujikuroi species Gibberella fujikuroi species Gibberella fujikuroi species complex X N . .
. . Gibberella fujikuroi species complex
(complexe + sous type) Uncultured endophytic fungus complex complex (Uniguement sur Fa/R8)
genomic (x3)
Fusarium sp. (x7)
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des 100 100,00 99,84 100,00 99,70
FU réponses de 1% ordre ' ’ ’ ’ Fusarium sp Gibberella fujikuroi
% médian de similarité 100 98,60 91,08 96,92 96,43 species complex
% minimal de similarité 100 91,90 91,07 95,65 95,55

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x2)
Fusarium proliferatum (x6)
Fusarium fujikuroi (x2)
Uncultured endophytic fungus
genomic (x3)
Fusarium sp. (x7)

Gibberella fujikuroi species
complex (x10)
Fusarium chlamydosporum
species complex (x10)

Gibberella fujikuroi species
complex (x6)
Fusarium oxysporum species
complex (x14)

Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium oxysporum species complex
(x4)

Fusarium newnesnese species complex

Fusarium sp.

Gibberella fujikuroi species complex
(x10)

Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium oxysporum species complex
(x3)

Fusarium newnesnese species complex

Fusarium sp.
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) 2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des
i o 100 100,00 100,00 99,47 99,76
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 98,63 99,20 96,45 95,78 Fusarium
FU12 Fusarium sp. oXxysporum species
% minimal de similarita 700 9476 99,03 95,00 95.20 P yep P
complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (x4)
¢
complex (x15) (x4) . o . .
o X . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X X Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
o L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
) Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) x2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre .
Fusarium
% de similarité des X .
. 100 100,00 100,00 99,16 99,76 subglutinans Fusarium
réponses de 1 ordre X
FU13 0Xysporum species
% médian de similarité 100 99,76 99,19 96,08 95,78 . " )
(Gibberella fujikuroi complex
% minimal de similarité 100 93,02 99,03 94,73 95,20

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

species complex)
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

Réponse de 1er ordre

Fusarium solani (x12)

Fusarium keratoplasticum

Fusarium solani species
complex type : 2-x (x2), 3+4-

Fusarium solani species

complex type : 2-h(x2), 2-d

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type :

(complexe + sous type) x8) kkk (x2), 2-d (x6), 2-f (x5), 2- x5) (Uniquement sur Fa/R8 2-d (x5), 2-f
p¢ X!
(x2), 2-b, 2-w (x2)
Nombres de réponse du 1%
20 20 7 1 6
ordre
% de similarité des
) o 100 100,00 100,00 98,09 100,00
réponses de 1° ordre
% médian de similarité 100 100,00 99,84 87,11 98,26
% minimal de similarité 100 100,00 98,85 85,71 96,89

Fusarium solani species species

Fusarium solani

FU14 Fusarium sp. i
complex (x8) species complex
Fusarium decemcellulare species
complex (x2)
. . Fusarium septosum species complex
" i Fusarium solani (x12) . . i . ) . ] ) .
Répartitions des vingt . . Fusarium solani species Fusarium solani species Fusarium buxicola species complex (x2) X . .
N Fusarium keratoplasticum . ! Fusarium solani species complex (x20)
premiéres occurrences x8) complex (x20) complex (x20) Fusarium staphyleae species complex
X
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium sambucinum species complex
(x2)
Fusarium albidum species complex
Fusarium rusci species complex
| Fusarium oxysporum species . .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) x2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des .
) o 100 100,00 100,00 99,47 99,76 Fusarium
réponses de 1% ordre . .
FU15 Fusarium sp. OXysporum species
% médian de similarité 100 99,76 99,19 96,65 95,78
complex
% minimal de similarité 100 93,02 99,03 95,00 95,20

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species i .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) x2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des
i o 100 100,00 100,00 99,47 99,76
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,76 99,17 96,45 95,73 Fusarium
FU16 Fusarium sp. OXysporum species
% minimal de similarnite 700 93,01 99,00 95,00 95,20 usanum sp Xysporum spect
complex
. i . . Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (x4)
X
complex (x15) (x4) . o . .
o X . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) X .
N Fusarium oxysporum (x20) . . Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex . .
o o . . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
. . Fusarium solani species
) Fusarium solani (x12) . . . X . . X . .
Réponse de 1er ordre E . 7) complex type : 5-p (x2), 5-a, Fusarium solani species Fusarium solani species complex Fusarium solani species complex type:
usarium sp. (X
(complexe + sous type) P 5-c (x7), 5-0 (x4), 2-f (x2), 5-n complex type: 5-j (Uniquement sur Fa/R8) 5-c, 5-h
Uncultured fungus clone
(x4)
Nombres de réponse du 1%
20 20 1 1 2
ordre
% de similarité des
) o 100 100,00 100,00 98,31 100,00
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 100,00 99,23 87,28 98,26
% minimal de similarité 100 100,00 97,39 85,47 97,30 Fusarium solani
FU17 Fusarium sp.

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium solani (x12)
Fusarium sp. (x7)

Uncultured fungus clone

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species species
complex (x8)

Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium septosum species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium lateritium species complex (x2)
Fusarium sambucinum species complex
(x2)

Fusarium babinda species complex

Fusarium rusci species complex

Fusarium solani species complex (x20)

species complex
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) 2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des
) o« 100 100,00 100,00 99,48 99,65 Fusarium
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,76 99,14 96,02 95,68 proliferatum Fusarium
FU18 oXxysporum species
% minimal de similarnite 700 92,97 98,96 94,92 95,15 yep P
(Gibberella fujikuroi complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex .
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (xa) species complex)
¢
complex (x15) (x4) . o . .
o X . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X X Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
e L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
) . Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre Fusarium oxysporum (x19) Fusarium oxysporum species . . . .
. complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) Fusarium sp. x2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum )
) o 100 100,00 99,84 99,40 99,76 Fusarium
réponses de 1% ordre .
FU19 X 0Xysporum species
% médian de similarité 100 99,77 99,03 96,44 95,73 (Fusarium complex
% minimal de similarité 100 92,41 98,87 94,93 95,20 oxysporum species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x19)

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

complex)
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

Réponse de 1er ordre

Fusarium sp. (x5)

Fusarium solani species
complex type : 6-j, 6-b (x2), 6-
¢ (x2), 6-h (x2), 6-i (x2), 6-e

Fusarium solani species

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type:

complexe + sous type Fusarium solani (x15 complex type : 6-i 6-j
(comP ype) bae) (2), 64 (x2), 6-a(x2), 6-{(x), pexe :
6-g
Nombres de réponse du 1%
20 20 1 1 1

ordre
% de similarité des

) o 100 100,00 99,66 97,63 100,00
réponses de 1” ordre
% médian de similarité 100 100,00 94,91 85,71 97,37
% minimal de similarité 100 100,00 94,41 84,44 97,18

Fusarium solani species species

Fusarium solani

Fusarium solani

Fu20 complex (x8) ) ) )
(Fusarium solani species complex
Fusarium decemcellulare species .
species complex)
complex (x2)

Fusarium septosum species complex

Fusarium staphyleae species complex
Répartitions des vingt Fusarium sp. (x5) Fusarium solani species Fusarium solani species Fusarium chlamydosprorum species . . .

R . : Fusarium solani species complex (x20)

premiéres occurrences Fusarium solani (x15) complex (x20) complex (x20) complex

Fusarium buharicum species complex

(x2)
Fusarium sambucinum species complex
Fusarium albidum species complex
Fusarium lateritium species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)
Fusarium oxysporum species
complex type : 1, 126, 202, Fusarium oxysporum species
Réponse de 1er ordre . . . . .
Fusarium oxysporum 109 (x2), 53 (x2) complex type : 132, 223, 220, Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) . N . X
Gibberella fujikuroi species 144
complex
Nombres de réponse du 1%
20 8 4 2 1
ordre .
Fusarium
% de similarité des 100 100,00 100,00 99,61 99,76 oxysporum
réponses de 1 ordre ' ’ ’ ’ Fusarium
FU21 % médian de similarité 100 99,77 99,65 96,44 95,78 (Fusarium oxysporum species

% minimal de similarité 100 92,41 99,49 94,93 95,20 complex

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x4)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)
Fusarium sp.

oxysporum species
complex)
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type:237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) 2) complex type : 10
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 2 1
ordre
% de similarité des i
0 . 100 100,00 100,00 99,40 99,82 Fusarium
réponses de 1% ordre oxysporum
— — Fusarium
% médian de similarité 100 99,76 99,83 96,57 95,79
FU22 oXxysporum species
% minimal de similarita 700 9271 99.66 9479 95.20 (Fusarium yep P
X complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex oXysporum species
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex
(x4) complex)
complex (x15) (x4) . o . .
o X . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X . Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
o L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
Fusarium oxysporum species
complex type : 1, 126, 202, X X
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum 109 (x2), 53 (x2) Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) . . ) . complex type : 233
Gibberella fujikuroi species
complex
Nombres de réponse du 1%
20 8 1 2 1
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum )
) o 100 100,00 100,00 99,67 99,88 Fusarium
réponses de 1% ordre .
FU23 X 0Xysporum species
% médian de similarité 100 99,77 99,50 96,53 95,89 (Fusarium complex
% minimal de similarité 100 92,53 99,50 94,98 95,30 oxysporum species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x4)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

complex)
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) 2) complex type : 233
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 2 1
ordre
% de similarité des
) - 100 100,00 99,83 99,54 99,59 Eusarium
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,76 99,35 96,52 95,55 subglutinans Fusarium
FU24 oxysporum species
% minimal de similarita 700 9277 99.35 94,94 95,09 yep P
(Gibberella fujikuroi complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex .
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (xa) species complex)
¢
complex (x15) (x4) . o . .
o X . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X . Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
o L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
Fusarium oxysporum species
complex type : 1, 126, 202, X X
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum 109 (x2), 53 (x2) Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) . . ) . complex type : 145
Gibberella fujikuroi species
complex
Nombres de réponse du 1%
20 8 1 1 2
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum )
) o 100 100,00 99,83 99,93 99,53 Fusarium
réponses de 1% ordre .
FU25 X 0Xysporum species
% médian de similarité 100 99,77 98,70 96,78 95,61 (Fusarium complex
% minimal de similarité 100 92,25 98,70 95,20 95,03 oxysporum species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x4)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

complex)
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species
. complex type : 1, 126, 202, X .
Réponse de 1er ordre Fusarium oxysporum (x14) Fusarium oxysporum species . . . .
. 109 (x2), 53 (x2) Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) Fusarium sp. (x6) . N ) . complex type : 206, 160
Gibberella fujikuroi species
complex
Nombres de réponse du 1%
20 8 2 1 1
ordre
% de similarité des 100 99,76 100,00 99,87 100,00
réponses de 1% ordre ' ’ ’ ’ Fusarium
FU26 I rdian de similarte 100 99,77 99,66 96,54 95,61 Fusarium sp. oxysporum species
comple:
% minimal de similarité 100 92,25 99,50 95,00 94,97 plex
. X . . Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (xa)
X
complex (x15) (x4) . o . .
o X . . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des vingt Fusarium oxysporum (x14) Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. . . . Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences Fusarium sp. (x6) complex complex (x20) Fusarium newnesnese species complex . .
o o . . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x4) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
A Fusarium oxysporum (x5) . X X .
Réponse de 1er ordre ; Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium sp. Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) . N complex type : 183 (x2) complex type : 183, 62
Fusarium lateritium
Nombres de réponse du 1%
7 2 2 1 1
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum .
) o 100 100,00 100,00 99,41 99,76 Fusarium
réponses de 1% ordre .
Fu27 . oxysporum species
% médian de similarité 100 99,52 99,34 96,39 95,73 (Fusarium complex
% minimal de similarité 100 92,58 99,34 94,94 95,20 oxysporum species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x18)
Fusarium sp.

Fusarium lateritium

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

complex)
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

FU28

Réponse de 1er ordre

Fusarium lactis (x3)
Uncultured Basidiomycota

Gibberella fujikuroi species

Gibberella fujikuroi species

Gibberella fujikuroi species complex

Fusarium nisikadoi species complex

(complexe + sous type) . complex complex
Fusarium sp.
Nombres de réponse du 1%
5 8 1 2 1

ordre
% de similarité des

o 100 99,30 99,48 98,46 96,84
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 99 98,84 96,87 95,82 95,73
% minimal de similarité 99 97,68 95,48 94,80 94,85

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium lactis (x3)
Uncultured Basidiomycota
Fusarium sp. (x10)
Fusarium oxysporum
Fusarium subglutinans
Fusarium verticillioides
Fusarium temperatum
Fusarium proliferatum
Uncultured fungus isolate

Gibberella fujikuroi species
complex (x12)
Fusarium oxysporum species

complex (x8)

Gibberella fujikuroi species
complex (x20)

Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium oxysporum species complex
(x4)

Fusarium sp.

Fusarium newnesnese species complex

Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium oxysporum species complex
(x4)

Fusarium sp.

Fusarium newnesnese species complex

Fusarium

proliferatum

(Gibberella fujikuroi
species complex)

Gibberella fujikuroi
species complex

FU29

Réponse de 1er ordre

Fusarium keratoplasticum
(x3)

Fusarium solani species
complex type : 2-x (x2), 2-b,

Fusarium solani species

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type :

(complexe + sous type) Fusarium solani (x5) 2-d (x2), 2-f (x3), 2-j, 3+4-kkk complex type : 2-k 2-d (x5), 2-f
Fusarium sp. (x2),
Nombres de réponse du 1%
9 1 1 1 6

ordre
% de similarité des

) o 100 99,78 100,00 97,75 99,94
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 99 99,78 98,59 85,75 98,24
% minimal de similarité 99 99,77 98,44 84,32 96,95

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium keratoplasticum
(x3)
Fusarium solani (x16)
Fusarium sp.

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species

complex (x20)

Fusarium solani species species
complex (x8)

Fusarium decemcellulare species
complex (x2)

Fusarium septosum species complex
Fusarium staphyleae species complex
Fusarium chlamydosprorum species
complex
Fusarium buharicum species complex
Fusarium sambucinum species complex
Fusarium albidum species complex
Fusarium lateritium species complex
Fusarium buxicola species complex (x2)

Fusarium torreyae species complex

Fusarium solani species complex

Fusarium solani

(Fusarium solani

species complex)

Fusarium solani

species complex
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ITS GENEBANK

ITS

EF1

RPB1

RPB2

Identification

phénotypique

Identification

retenue

Réponse de 1er ordre

(complexe + sous type)

Fusarium petroliphilum (x11)
Fusarium solani (x5)

Fusarium solani species
complex type : 1-c, 1-b (x4),

Fusarium solani species
complex type : 1-b (x5), 1-a

Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex type :
1-a (x2), 1-b (x6)

Fusarium sp. (x4) 1-e (x2), (x3)
Nombres de réponse du 1%
20 7 8 1 8

ordre
% de similarité des

i o 100 100,00 100,00 96,51 100,00
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,78 99,68 85,75 99,71
% minimal de similarité 100 95,95 97,67 85,04 97,18

Fusarium solani species species

complex (x4)

Fusarium solani

Fusarium solani

FU30
Fusarium decemcellulare species (Fusarium solani species complex
complex (x2) species complex)
Fusarium buxicola species complex
) " X Fusarium petroliphilum (x11) . . X . . . Fusarium sambucinum species complex
Répartitions des vingt . . Fusarium solani species Fusarium solani species . . .
R Fusarium solani (x5) (x2) Fusarium solani species complex (x20)
premiéres occurrences . complex (x20) complex (x20) . .
Fusarium sp. (x4) Fusarium rusci
Fusarium babinda (X2)
Fusarium chlamydosporum (x3)
Fusarium tricitum
Fusarium sambucinum (x3)
Fusarium incarnatum-equiseti
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species
Réponse de 1er ordre . . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 complex type : 246, 155, 148, Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type)
(x2) 146, 104, 12
Nombres de réponse du 1%
20 4 6 2 1 ]
ordre Fusarium
% de similarité des oxysporum .
; o 100 100,00 100,00 99,67 99,70 Fusarium
réponses de 1% ordre .
FU31 X 0Xysporum species
% médian de similarité 100 99,76 99,02 96,39 95,78 (Fusarium complex
% minimal de similarité 100 92,77 98,85 94,94 95,14 Oxysporum species

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.

complex)
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Identification

Identification

ITS GENEBANK ITS EF1 RPB1 RPB2 3 .
phénotypique retenue
Fusarium oxysporum species X . . .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 . Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) ) complex type : 132 (Uniquement sur Fa/R8
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 2 1
ordre
% de similarité des
) - 100 100,00 100,00 99,62 99,76 Eusarium
réponses de 1% ordre
% médian de similarité 100 99,76 99.19 97,21 9573 subglutinans Fusarium
FU32 oXxysporum species
% minimal de similarnite 700 92,92 99,02 96,32 95,20 yep P
(Gibberella fujikuroi complex
. . . . Fusarium oxysporum species complex .
Fusarium oxysporum species Fusarium oxysporum species complex (xa) species complex)
X
complex (x15) (x4) . o . .
- des vinat . B . X X . X - . . Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Répartitions des ving . Gibberella fujikuroi species Fusarium oxysporum species Fusarium nisikadoi species complex (x5) . .
. Fusarium oxysporum (x20) X X Fusarium newnesnese species complex
premiéres occurrences complex (x2) complex (x20) Fusarium newnesnese species complex } )
o L i . . K Fusarium redolens species complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti Gibberella fujikuroi species complex (x9) i B . .
. . Gibberella fujikuroi species complex (x7)
species complex (x3) Fusarium sp. .
Fusarium sp.
) Fusarium oxysporum species X .
Réponse de 1er ordre . Fusarium oxysporum species . . . .
Fusarium oxysporum complex type : 237 (x2), 48 Fusarium oxysporum species complex Fusarium oxysporum species complex
(complexe + sous type) x2) complex type : 132
X
Nombres de réponse du 1%
20 4 1 1 1
ordre
% de similarité des .
) o 100 100,00 100,00 99,48 99,20 Fusarium
réponses de 1% ordre . .
FU33 Fusarium sp. OXysporum species
% médian de similarité 100 99,76 99,18 96,38 95,17
complex
% minimal de similarité 100 92,77 99,02 94,89 94,67

Répartitions des vingt

premiéres occurrences

Fusarium oxysporum (x20)

Fusarium oxysporum species
complex (x15)
Gibberella fujikuroi species
complex (x2)
Fusarium incarnatum-equiseti

species complex (x3)

Fusarium oxysporum species

complex (x20)

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Gibberella fujikuroi species complex (x9)
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum species complex
(x4)
Fusarium nisikadoi species complex (x5)
Fusarium newnesnese species complex
Fusarium redolens species complex (x2)
Gibberella fujikuroi species complex (x7)

Fusarium sp.
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3.3.5. Répartition des complexes d’espéces identifiés par biologie moléculaire

Gibberella
fujikuroi species
complex
9%
Fusarium
dimerum species
Fusarium complex
oxysporum 3%
species complex
58%

Fusarium solani
species complex
30%

Figure 32 : Répartition des complexes d’espéces de Fusarium identifiés par biologie moléculaire

Sur I'ensemble des 33 Fusarium de la période, Fusarium oxysporum species complex
représente 19 isolats, soit 58 %, Fusarium solani species complex 10 isolats, soit 30 %,

Gibberella fujikuroi species complex 3 isolats soit 9 % et Fusarium dimerum species complex
1 isolat, soit 3 %.
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3.3.6. Interét des différents génes pour I'identification

Tableau XIlI : Pourcentage de similiraté (max, médian, min) moyen et nombre de réponses différentes (du
1°" ordre et total) moyenne par type de complexe d’especes et par géne

Fusarium . . . " . . .
. Fusarium solani Gibberella fujikuroi | Fusarium dimerum
oxysporum species X R R
species complex species complex species complex
complex (n=10) (n=3) (n=1)
(n=19)
% similarité maximal 100 100 100 99
% similarité médian 100 99,6 99,67 99
ITS % similarité minmal 100 99,6 99,67 99
GENBANK | Nombre de réponses différentes 191 580 433 100
du 1% odre ! ! ! !
Nombre de réponses différentes 121 330 6,33 2,00
des 20 occurrences
% similarité maximal 99,99 99,98 99,77 99,62
% similarité médian 99,57 99,73 98,68 99,62
% similarité minmal 93,04 99,26 91,81 99,62
ITS Nombre de réponses différentes 121 1.00 1.00 1.00
du 1% odre ’ ’ ’ ’
Nombre de réponses différentes 3,00 1,00 2,00 1,00
des 20 occurrences
% similarité maximal 99,97 99,83 99,61 99,83
% similarité médian 99,33 98,71 93,27 99,83
% similarité minmal 99,21 97,91 92,80 99,83
EF1 - —
Nombre de réponses différentes
du 1 odre 1,00 1,00 1,00 1,00
Nombre de réponses différentes 105 1.00 167 1.00
des 20 occurrences ! ! ! !
% similarité maximal 99,56 97,63 99,35 99,73
% similarité médian 96,66 85,85 95,87 80,55
% similarité minmal 95,04 84,41 94,79 79,93
RPB1 - —
Nombre de réponses différentes
du 1 odre 1,00 1,00 1,00 1,00
Nombre de réponses différentes 5,00 9,90 5,00 7,00
des 20 occurrences
% similarité maximal 99,73 99,86 98,75 100,00
% similarité médian 95,54 98,24 96,20 82,43
% similarité minmal 95,14 96,93 95,32 82,13
RPB2 Nombre de réponses différentes 1.00 1.00 1.00 1.00
du 1% odre ’ ’ ’ ’
Nombre de réponses différentes 6,00 1,00 4,67 2,00

des 20 occurrences

D’aprés les données compilées dans le Tableau XII il est possible de constater que :

Les performances d’identification des génes ITS, RPB1 et RPB2 dépendent du

complexe d’espéce a identifier.

EF1 est le géne le plus polyvalent, ses performances sont les moins affectées par le

changement de complexe d’espéce.
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- Les nombres de réponses différentes du 1% ordre du géne ITS avec la base
GenBank sont élevés pour les complexes d’espéces Fusarium solani et Gibberella
fujikuroi.

- Les nombres de réponses différentes du 1° ordre de tous les génes avec la base
spécifique sont égaux ou proche de 1.

- Les nombres de réponses différentes parmis les 20 occurrences sont faibles avec
EF1 quel que soit le complexe, avec ITS GenBank pour le complexe Fusarium
oxysporum, avec ITS en base de données spécifique pour tous les complexes sauf
Fusarium oxysporum.

- Les nombres de réponses différentes parmi les 20 occurrences sont élevés pour tous
les complexes avec RPB1 et RPB2 a I'exception du complexe Fusarium solani avec
RPB2

3.3.7. Discordance entre I'identification par biologie moléculaire et

phénotypique

Huit identifications discordantes sont observées, soit 32 % : 7 concernent Fusarium
subglutinans (Fusarium oxysporum species complex ou Fusarium solani species complex
en biologie moléculaire) et 1 concerne Fusarium proliferatum (Fusarium oxysporum species

complex en biologie moléculaire).

3.4. Discussion

3.4.1. Discordance entre I'identification par biologie moléculaire et

phénotypique

Les insuffisances a priori de nos pratiques de laboratoire sont confirmées dans cette étude.
En ce qui concerne lidentification phénotypique, méme si les résultats sont globalement
bons, nous montrons une discordance notable quant a lidentification de I'espéce F.
subglutinans qui n’est pas retrouvée en identification moléculaire. Ces souches sont
identifiees sans ambiguité soit en Fusarium oxysporum species complex soit en Fusarium
solani species complex par lidentification génique. Il est intéressant de noter que ces
identifications erronées de F. subglutinans ne correspondent pas a un seul et unique

complexe d’espéce.

Au vu de ces résultats, nous infirmons ici la particularité nancéenne mise en évidence dans

la partie 2 de cette thése.
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3.4.2. Identification par biologie moléculaire

D’un point de vue moléculaire, une identification idéale par comparaison de séquence a une
base de données, se présenterait dans notre étude par 20 occurrences identiques avec des
taux de similarité trés élevés (>> 98 %). Ainsi, I'identification idéale se présenterait dans le
Tableau XIl, par des pourcentages de similarité élevés et des nombres de réponses
différentes a 1 (pour le 1°" odre et les 20 occurrences). Malheureusement cette situation n’est

pas systématique d’ou la nécessité de rechercher un schéma d’identification optimal.

3.4.2.1. Evaluation des pratiques de routine

Concernant l'identification par ITS avec la base de données universelle GenBank, nous
rencontrons ici quelques difficultés d’identifications (ex: FU 1, 2, 10, 11, 28...). Ces

difficultés sont multifactorielles.

Premiérement, nous avons pu observer presque systématiquement que les 20 premiéres
occurrences avaient un taux de similarité de séquence de 100 %, ceci étant appréciable
lorsque les 20 propositions sont identiques, mais devient trés problématique (aucune
discrimination possible) lorsque les propositions sont différentes et correspondent a des
champignons différents. Ce point est illustré dans le Tableau Xll, par des moyennes de
nombre de propositions élevées en ce qui concerne les complexes Fusarium solani et

Gibberella fujikuroi.

La deuxiéme difficulté tient a la présence de résultats incomplets ne permettant aucune
identification : uniquement le genre (Fusarium sp.) voire uniquement le régne (Fungal sp.,

Uncultured endophytic fungus genomic...).

Enfin I'expression hétérogéne des résultats d’identifications (le plus souvent en genre et
espéce, rarement en complexe d’espéce et parfois en forme sexuée) n’aide en rien

l'utilisateur.

Néanmoins il est a noter l'identification sans ambiguité des souches de Fusarium oxysporum

par cette base de données.

3.4.2.2. Evaluation de la base de données spécifique

Concernant l'utilisation de la base de données spécifique de Fusarium, certains des
avantages pressentis avant ce travail se confirment, notamment I'expression homogéene des

résultats sous forme de complexe d’espéces.
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Par ailleurs, il est a noter la bonne cohérence globale entre les différents résultats pour tous
les génes étudiés (ITS, EF1, RPB1 et RPB2), aucune divergence d’identification de
complexe n'a été relevée. Néanmoins, l'utilisation un & un des génes sans recourir a la

MLST, ne permet pas d’identifier un Fusarium jusqu'a son sous type.

En ce qui concerne les génes RPB 1 et 2, le principal probléme (exception faite du complexe
Fusarium solani pour RPB2) tient au nombre restreint d’'occurrence spécifique trouvé. En
effet il est fréquent d’avoir moins d’une dizaine d’occurrences avec de fort pourcentage de
similarité (> 98 %) et d’avoir ensuite une grande diversité de complexe d’espéces mais avec
des pourcentages plus faible. Ceci peut s’expliquer par un faible nombre de Fusarium
séquencés pour les génes RPB disponibles dans la base. Malgré tout, les pourcentages de

similarité étant sensiblement différents, I'identification peut étre réalisée.

Concernant le géne ITS, le probléme principal est, comme pour la base Genbank, le grand
nombre d’occurrences a fort pourcentage ne permettant pas toujours de discriminer les
espéces. A noter que les résultats sont toutefois globalement meilleurs dans la base

spécifique que dans la base GenBank.

Au regard de I'ensemble des résultats, le géne EF1 parait étre le géne le plus adapté a
l'identification de ces moisissures en utilisant la base spécifique. En effet les résultats pour
ce gene se rapprochent bien souvent des résultats idéaux : de fort pourcentage de similarité
avec un nombre de propositions différentes proche de 1. Les résultats d’identifications avec
EF1 sont meilleurs que ceux obtenus avec les autres génes. De plus, ce géne relativement
court (600 pb), est techniguement plus simple a séquencer que les génes RPB qui
nécessitent deux couples d’amorces. Nous corroborons donc les recommandations de
O’Donnell, a savoir que si le schéma en trois génes n’est pas réalisé, il est préférable de ne

séquencer que EF1 [5].

3.4.2.3. Solution mixte

La principale insuffisance du géne ITS, quelle que soit la base de données utilisée, est le
grand nombre d’occurrence a forte similarité. De ce fait, lorsque plusieurs espéces sont
présentées, l'utilisateur ne sait laquelle choisir. Néanmoins, il ressort de cette étude que
I'utilisation du géne ITS dans la base de données non spécifique GenBank n’est pas adaptée
sauf en cas de Fusarium oxysporum. Par ailleurs, I'utilisation du séquengage de I'l'TS dans la
base de données spécifique parait presque toujours adaptée sauf en cas de Fusarium
oxysporum. Ainsi, sur les 33 Fusarium séquencés de cette étude, I'utilisation des deux bases
de données en paralléle permet de se prononcer avec certitude sur toutes les espéces de

Fusarium isolées. Cette stratégie d’identification présente I'avantage de ne pas avoir besoin
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de recourir a des PCR spécifiques. Ainsi, lorsqu’une recherche d’infection fongique est

réalisée sur un echantillon primaire par PCR panfongique (géne ITS) et qu'il est retrouvé un

Fusarium, il ne parait pas nécessaire de recourir a une amplification spécifique. En outre, un

simple traitement supplémentaire de l'information via la banque de données spécifiques

permet d’obtenir des résultats d’identification d’espece tout a fait satisfaisant.

3.4.3. Proposition d’un logigramme pour I'identification de Fusarium au

laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHRU de Nancy

De I'ensemble des ces résultats il en resulte une proposition de logigramme :

Préléevement
primaire

Contexte particulier

Prélévement précieux,
demande du clinicien...

Non

I e

Mise en culture |4

Oui

PCRITS

Négatif ou autre
champignon

Positif a Fusarium

Négative

Positive

Autre champignon

Impossible : rendu
-

Fusarium sp

Figure 33 : Logigramme d’identification de Fusarium au laboratoire de Parasitologie-Mycologie

Prélévement Prélévement S Sequen.gage et
superficiel profond Rendu négatif comparaison avec
GenBank
I I :
||
Identification PCR EFla et .
J . . Fusarium
phénotypique séquencage
Possible : Identification avec la [dentification avec |3
=4 Identification de base de données base de données
I'espece spécifique spécifique

Rendu ID GenBank
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Conclusion générale

Les Fusarium sont des champignons mal connus et relativement peu étudiés surtout dans le
milieu médical. Néanmoins, ces champignons sont responsables de diverses pathologies
végétales, animales et humaines. La plupart du temps presque anodines, certaines
fusarioses peuvent se revéler gravissimes notamment dans un contexte
d'immunodépression. Au travers des deux axes de cette thése, nous avons souhaité faire
d’'une part un état des lieux des infections a Fusarium au CHRU de Nancy et d’autre part
évaluer ainsi qu’améliorer nos pratiques de laboratoire relatives a lidentification de ces
moisissures. |l est évident que lidentification précise (jusqu'a I'espéce) et systématique de
tous les Fusarium isolés au laboratoire quel que soit le prélevement, n’est pas indispensable,
mais dans certains cas (localisation profonde par exemple), l'identification d’espéce au

niveau du complexe est intéressante.

A posteriori de ce travail quelques conclusions se sont imposées. Ainsi d’'un point de vue
épidémiologique, le principal enseignement réside dans la stagnation des infections a
Fusarium (représentant en moyenne 0.48 % des hémocultures positives et 8.48 % des
préléevements positifs de phanéres) a I'exception notable du nombre croissant de fusarioses
ophtalmiques (en moyenne 21.6 % des prélévements ophtalmiques mais avec de fortes
disparités inter années). D’'un point de vue pratique de laboratoire, trois legons principales
sont a retenir. La premiére porte sur l'identification phénotypique, celle-ci ne se trouve pas
systématiquement bien corrélée a l'identification moléculaire, principalement en cas de F.
subglutinans. La seconde concerne le géne EF1aq, il s’agit du géne présentant les meilleures
performances pour lidentification d’espéce des champignons du genre Fusarium. La
derniére, réside dans [I'évaluation prometteuse de la base de données spécifique de
Fusarium. Celle-ci présente plusieurs avantages, elle offre une classification actualisée des
champignons en complexe d’espéce, et surtout, elle permet de suppléer aux insuffisances

de la base GenBank en matiére de séquengage ITS.

Au total, ce travail de thése s’est donc inscrit dans une démarche de meilleure connaissance
de I'épidémiologie locale ainsi qu’'une démarche d’évaluation et d’'amélioration des pratiques

au laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHRU de Nancy.
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