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!E m [ Introduction:

* Champignons contaminants : diversité morphologique et
phylogénétique.

* Leur identification était basée sur les méthodes
phénotypiques qui manquent de sensibilité.

* Les méthodes moléculaires: développées pour surmonter ces
problemes.
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Etudier 'apport de la PCR-séquencage dans I'identification
des champignons contaminants dans des prélevements
cliniques et environnementaux.

x [ Matériel & méthodes: ]

Objectif: ]

Etude 82 PCR-
rétrospective 4 souches de Iie,ntlﬂcajuon séquencage :
e moisissures, phenotypique régions ITS de
E= I’ADNr
Souches isolées de
S50 prélevements cliniques @ 43 cultures + 7 biopsies
(winusaux © 38%, sunculmres @ 34%, cutanés 6%, palats - 2%
cérébranx 4%, corndens | 6%, cavum - 2%, hémoculture ;| 2%,

préléevements o ongles - 6%)

A2 prélévements environnementaux

* 29 wouches &' dspergilius - environnement de patients
asthmatiques

* 3 souchens de Rhizopus oryzae | environnement hospitalier
(mr, wol, surfaces )

v’ Extraction de ’ADN: Protéinase K + Kit DNeasy® (QIAGEN)
v'Analyse par PCR — Séquengage:
- PCR: amorces ITS1-ITS4
- Séquencage: séquenceur ABI 310 (Applied Biosystems)
v'Analyse des résultats:
logiciels: BioEdit, Blastn, ClustalX V2.1
v'Analyse phylogénétique: MEGA 6.1, méthode UPGMA
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Résultats: ]

Phénotypique :

QIO‘% des souches 100% des souches

Pourcentage de similarité = 989%)

Moléculaire par PCR-séquengage

E Concordance entre identification phénotypique et moléculaire :
33 cas (40,2%)

E |dentification exacte de I'espéce de contaminant : 36 cas (43,9%)
F Rectification des résultats de l'identification mycologique : 13
souches (15,9%)

®» prélevements cliniques: identification de

champignons jamais identifiés auparavant dans notre pays:
Sakseneae vasiformis

=» prélevements environnementaux: identification d’ especes
nouvelles et rares d’Aspergillus : A. chevaleri
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Exemples d’amplification par PCR de la région ITS1-5,8s-ITS2 (9
souches)

(M: marqueur de taille 100 pb; 1: Alternaria alternata (TN594D/17);
2: Alternaria tenuissima (TN221D/15); 3: A.oryzae (TN602AUR/17);
4: Curvilaria spicifera (TN290D/12); 5: A. flavus (TN537AUR/17);
6: Rhizopus oryzae (TN344D/11); 7: R.oryzae (TN54D/11); 8:
Saksenaea vasiformis (TN254AUR/15); 9 : Fusarium oxysporum
(TN593Hc/13)

Analyse phylogénétique de nos souches:

*|dentification de groupes génétiques distincts parmi nos
isolats

*Grande diversité intra-espéce: Aspergillus et Rhizopus++

Arbre phylogénétique (méthode UPGMA), représentant les souches
de contaminants collectées a partir des prélevements cliniques et
environnementaux

[ Conclusion: ]

I Identification précise des champignons importante:

-déterminer |'étiologie de la maladie et détecter de nouvelles

espéeces pathogenes.

E Séquencage des régions ITS : “gold standard” (notre étude:100%

des souches identifiées)

®» Notre étude : identification de champignons jamais identifiés
auparavant dans notre laboratoire ou méme dans notre pays.




