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Le nombre théorique des différentes espèces de champignons sur la Terre a été estimé 

à environ 1 500 000 espèces (Hawksworth, 2004), et environ 120 000 (soit 8%) seraient 

décrites, parmi lesquelles, plusieurs milliers de moisissures (Garon et al., 2015). Ce sont des 

organismes ubiquistes retrouvés dans tous les écosystèmes et dont l’importance est 

considérable. Ils ont un intérêt particulier dans l’industrie alimentaire (fermentation 

alcoolique…), dans l’industrie biotechnologique (ADN recombinant…) ou encore dans 

l’industrie pharmaceutique (antibiotiques : pénicillines, streptomycines…). En revanche, 

certains peuvent avoir des effets néfastes sur la santé de l’homme ou la qualité des produits 

fabriqués dans ces industries (Botton et al., 1990). 

Ainsi, l’industrie pharmaceutique est soumise à un certain nombre de contraintes afin 

d’assurer la qualité et l’efficacité des médicaments produits ainsi que de garantir la sécurité du 

patient. L’une de ces contraintes est la maîtrise de la biocontamination dans l’environnement 

de production. Cette biocontamination est caractérisée par « la présence de microorganismes 

indésirables pouvant entrainer, chez l’homme ainsi que sur les médicaments, des 

perturbations qualitatives ou quantitatives, immédiates ou différées » (EudraLex - Volume 4 - 

Good Manufacturing Practice (GMP) Guidelines - European Commission). Les moisissures 

appartiennent donc à cette catégorie de microorganismes indésirables. 

Les données sur la biocontamination, et plus précisément la contamination fongique, 

dans l’environnement industriel pharmaceutique, sont extrêmement pauvres. Bien que cette 

biocontamination soit connue des différents acteurs de ce milieu, elle reste cependant peu 

décrite jusqu’à présent pour des raisons évidentes de confidentialité et d’image de marque de 

cette industrie. Un site, spécialisé dans le médicament stérile injectable, a néanmoins accepté 

de communiquer un bilan annuel de ces identifications d’espèces fongiques.  

Ce bilan dénombre un total de 57 identifications pour l’année 2015. Les champignons 

les plus fréquemment rencontrés sur ce site appartiennent aux genres, Penicillium à hauteur de 

37%, Cladosporium à hauteur de 26% et Aspergillus à hauteur de 11%. Ces trois genres sont, 

par ailleurs, connus pour être des producteurs de mycotoxines. Ainsi, ce bilan met en lumière 

la problématique de la contamination fongique dans l’environnement industriel 

pharmaceutique. 

Ce travail, non exhaustif, a donc pour objectif d’initier une réflexion sur la 

contamination fongique dans l’environnement pharmaceutique. Il permet également de 

s’interroger sur les méthodes actuelles mises en œuvre pour l’identification des champignons 
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non désirés dans cet environnement. En outre, le laboratoire de contrôle qualité de cette 

industrie pharmaceutique s’est vu exprimer ces dernières années un nouveau besoin ; celui de 

recourir à des méthodes d’identification des souches environnementales en routine à la fois 

fiables, robustes et peu coûteuses.  

Ainsi, l’objectif de ce travail a consisté à répertorier les méthodes actuelles 

d’identification des champignons filamenteux puis de comparer leurs intérêts et leurs limites 

respectifs. 

Les textes et les normes réglementaires évoluent chaque année et occupent une place 

de plus en plus prépondérante dans le quotidien d’un industriel pharmaceutique. C’est 

pourquoi, je présenterai, dans un premier temps, le contexte réglementaire du suivi 

environnemental dans ce milieu industriel afin d’en comprendre les contraintes.  

Nous avons mis en évidence dans les paragraphes ci-dessus qu’un site peut dénombrer 

jusqu’à 57 contaminations d’origine fongique. Mais d’où proviennent ces contaminations ? 

Quels sont les risques ? Ainsi, dans un deuxième temps, je présenterai les principales 

caractéristiques des champignons filamenteux contaminants cet environnement 

pharmaceutique.  

Afin de réduire cette contamination, il faut connaître son « ennemi » et cette 

connaissance commence par l’identification du champignon filamenteux mis en cause. C’est 

pourquoi, dans un troisième et dernier temps, je présenterai les différentes méthodes 

d’identification fongique en insistant sur les intérêts et les limites de chacune d’entre elles et 

leur application dans le cadre du suivi environnemental dans l’industrie pharmaceutique. 
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Partie I : Contexte réglementaire du suivi 
environnemental dans l’industrie 

pharmaceutique 
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1. Zones à atmosphère contrôlée 

1.1. Définition 

Une zone à atmosphère contrôlée (ZAC), également appelée salle blanche ou salle 

propre est « une salle dans laquelle la concentration des particules en suspension dans l’air est 

maîtrisée, et qui est construite et utilisée de façon à minimiser l’introduction, la production et 

la rétention de particules à l’intérieur de la pièce, et dans laquelle d’autres paramètres 

pertinents, tels que la température, l’humidité et la pression sont maîtrisés comme il 

convient » (norme ISO 14644-1, 1999). Toutes ces terminologies peuvent être rassemblées 

autour du terme plus générique d’environnement maîtrisé. Celui-ci correspond, d’après la 

norme ISO 14698-1, à une « zone définie où l’on maîtrise les sources de contamination à 

l’aide de moyens spécifiés » (norme ISO 14698-1, 2003). Ainsi, la classification de ces zones 

repose sur la contamination particulaire, traitée dans la norme ISO 14644, et sur la 

problématique de la biocontamination traitée dans la norme ISO 14698. Ces normes ont été 

reprises pour la mise à jour du référentiel américain, la pharmacopée USP 36 chapitre <1116> 

«Microbiological control and monitoring of aseptic processing environnements » et adaptées 

dans le référentiel européen, l’European Good Manufacturing Practice Annex 1 (euGMP) « 

Manufacture of sterile medicinal products ». 

1.2. Classification des salles propres 

Les ZAC destinées à la fabrication des médicaments stériles sont classées « selon les 

qualités requises pour leur environnement » sur la base de la contamination particulaire. Quel 

que soit le référentiel, il existe deux états de fonctionnement d’une salle propre. L’état « au 

repos », est l’état où les locaux sont opérationnels avec le matériel de production en place, 

sans que les opérateurs soient à leur poste. L’état « en activité », est l’état où les locaux et les 

équipements fonctionnent selon le mode opératoire défini et en présence du nombre prévu 

d’opérateurs (GMP Guideline EU GMP Annex 1, 2008). Chaque opération de fabrication 

requiert un niveau approprié de propreté de l’environnement « en activité » de façon à réduire 

au minimum le risque de contamination particulaire ou microbienne des produits ou des 

substances manipulés.  

L’annexe 1 des euGMP distingue quatre classes de ZAC. Les opérations à haut risque 

doivent être réalisées en classe A, classe la plus élevée en termes de propreté. Les activités de 

remplissage, les bols bouchons, les flacons ouverts ou encore les postes de travail sous flux 
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d’air laminaire en sont des exemples. La classe B constitue l’environnement immédiat d’une 

zone de travail de classe A. Les classes C et D sont destinées aux étapes moins critiques de la 

fabrication du médicament stérile comme son conditionnement secondaire : étiquette, notice, 

boîte par exemple. Les limites recommandées de la contamination particulaire en fonction de 

la zone classée, de son état d’activité ainsi que du diamètre des particules sont présentées dans 

le Tableau 1.  

Tableau 1 : Limites recommandées de contamination particulaire dans les euGMP (d’après euGMP Annex 1) 

 

Les limites recommandées de la contamination microbiologique en fonction de la zone 

classée et du type de prélèvement sont présentées dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Limites recommandées de contamination microbiologique dans les euGMP (d’après euGMP Annex 1) 

 

L’environnement de la ZAC classée A, en contact direct avec le médicament, a des 

normes microbiologiques plus restrictives que l’environnement de la ZAC classée D où a lieu 

le conditionnement secondaire. En effet, alors que les euGMP autorisent 200 unités formant 

des colonies (UFC) /m3 dans l’air de la ZAC classée D, celle classée A doit dénombrer moins 

d’une UFC /m3, c'est-à-dire qu’aucun microorganisme ne doit être présent dans cette zone. Il 

en est de même pour les autres types de prélèvement : un total de 100 UFC par période de 4 

heures est autorisé sur les boîtes de sédimentation pour un environnement classé D alors 

qu’aucun microorganisme n’est permis dans l’environnement classé A. Un total de 50 UFC 

par boîte contact est autorisé pour un environnement classé D alors qu’aucun microorganisme 

n’est permis dans l’environnement classé A. Enfin, les empreintes de gants ne sont 

monitorées uniquement dans les environnements les plus critiques classés A et B. L’objectif 
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de ces normes dégressives de la classe D vers la classe A est évidemment de protéger le 

médicament stérile.  

La pharmacopée américaine, quant à elle, reprend les quatre classes ISO pour le 

nombre de particules totales. Elles sont nommées ISO 8, ISO7, ISO6 et ISO5, la plus élevée 

en termes de propreté. Les activités rencontrées dans ces classes sont similaires aux 

recommandations européennes mais les spécifications en sont différentes. Les limites 

recommandées de la contamination particulaire en fonction de la zone classée sont présentées 

dans le Tableau 3.  

Tableau 3 : Limites recommandées de contamination particulaire dans l'USP 36 <1116> (d’après l’USP 36 chapter 1116) 

 

Les limites recommandées de la contamination microbiologique en fonction de la zone 

classée et du type de prélèvement sont présentées dans le Tableau 4. 

Tableau 4 : Limites recommandées de contamination microbienne dans l'USP 36 <1116> (d’après l’USP 36 chapter 1116) 

 

1.3. Exemple d’une ligne caractéristique d’un site de production de 
médicaments stériles injectables 

Une unité de production pharmaceutique, qui produit des médicaments stériles 

injectables sous forme sèche ou liquide dans un flacon, est composée d’un flux produit. Il 

débute par un article de conditionnement (ADC) et notamment le contenant du médicament, à 

savoir le flacon, pour aboutir au produit fini (PF), à savoir le flacon dosé avec un principe 

actif (PA) solide ou liquide, bouché avec un bouchon (BC) en caoutchouc, serti avec une 
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capsule, étiqueté avec une étiquette et mis en boîte. Ce type de ligne de production est 

généralement divisé en quatre zones présentées en Figure 1. 

 

Figure 1 : Schéma d'une ligne caractéristique de répartition aseptique 

La première zone de ce flux de production est appelée machine à laver. A ce stade, les 

modules de flacons palettisés sont ouverts et les flacons sont présentés à l’entrée de la 

machine à laver. Ils sont, à ce niveau, non bouchés et donc à la merci de tous les 

microorganismes présents dans l’environnement. Ils seront ensuite retournés et nettoyés, 

intérieur et extérieur, dans la machine à laver à l’aide d’eau et d’air comprimé stériles. Cette 

zone nécessite un environnement maitrisé de type ZAC classée D, représentée en vert dans la 

Figure 1. Les flacons entrent, ensuite, dans le tunnel de stérilisation présent dans cette zone. A 

ce stade, la stérilisation est réalisée par la chaleur sèche, à une température d’environ 350°C, 

et un flux d’air laminaire stérile est assuré par des filtres afin d’écarter toutes nouvelles 

contaminations des flacons. Le tunnel de stérilisation doit donc répondre aux critères d’un 

environnement maîtrisé de type ZAC classée A, représentée en bleu dans la Figure 1. 

La deuxième zone de ce flux de production est appelée bloc. Il est composé d’un ou 

plusieurs postes de dosage et d’un ou plusieurs postes de bouchage. Les flacons évoluent dans 

un environnement de type ZAC classée A, représentée en bleu dans la Figure 1, alors que les 

opérateurs évoluent dans un environnement de type ZAC classée B, représentée en rouge dans 

la Figure 1, afin d’alimenter la ligne en PA (principe actif) et BC (bouchons) au travers de 
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gants. La technologie barrière utilisée peut être soit de type restricted access barrier system 

(RABS), soit de type isolateur. 

La troisième zone de ce flux de production est appelée conditionnement. Elle débute 

par le poste de sertissage classée A. Le flacon, une fois bouché et serti, est considéré comme 

hermétique. Il évoluera alors dans un environnement de type ZAC classée D, représentée en 

vert dans la Figure 1, sur les postes de lavage, mirage, étiquetage et mise en boîte.  

La quatrième et dernière zone qui compose cette unité de production est composée de 

sas personnel, sas PA et sas ADC. Il s’agit d’évoluer de la ZAC classée D, représentée en 

vert, vers la ZAC classée C, représentée en orange, puis vers la ZAC classée B, représentée en 

rouge dans la Figure 1. Pour cela, les opérateurs sont amenés à changer de tenue à chaque 

étape alors que les ADC et les fûts de PA subiront des décontaminations successives. 

2. Suivi environnemental 

Afin de répondre au mieux aux exigences réglementaires, un programme de suivi 

environnemental doit être mis en place. Je m’intéresserai dans la suite de cet exposé 

uniquement au monitoring de la biocontamination.  

2.1. Rationnel 

Le suivi environnemental doit être conduit sur la base d’un rationnel déterminé par 

une analyse de risque documentée par l’industriel pharmaceutique. Les points de prélèvement 

sont définis aux endroits où le produit est exposé à l’environnement, où des manipulations de 

l’opérateur sont effectuées à proximité du produit, et où le matériel et les surfaces qui seront 

amenés à être en contact avec le produit sont manipulés. La classification des salles propres 

aide à établir le niveau de contrôle mais elle n’implique pas que toutes les salles de la même 

classification aient le même niveau de contrôle avec la même fréquence. Le monitoring doit 

refléter les exigences microbiologiques en fonction de l’activité de la zone (Microbiological 

Control and Monitoring of Aseptic Processing Environnements, 2013).  

2.2. Moyens de prélèvement 

Il existe deux catégories de prélèvements regroupant au total quatre tests indépendants. 

Pour le prélèvement de l’air, la méthode par impaction et la méthode par sédimentation sont 

recommandées. 
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La méthode par impaction ou échantillon volumétrique d’air, présentée en Figure 2, 

peut quantifier les bactéries et champignons en suspension dans l’air à proximité immédiate 

du produit.  

 

Figure 2 : Préleveur Air IDEAL (BioMérieux) 

Cette méthode d’échantillonnage active peut détecter des suspensions de 

microorganismes homogènes dans l’air mais n’est pas adéquat pour des contaminations 

sporadiques qui interviennent au cours de la fabrication.  

Les boîtes de sédimentation, quant à elles, peuvent détecter les bactéries et les 

champignons qui descendent dans la colonne d'air au-dessus de la boîte. Bien que la 

sensibilité dépende à la fois de la taille de la plaque et de la vitesse de sédimentation des 

microorganismes, cette technique est la seule méthode qui permette la surveillance en continu 

des micro-organismes pendant les opérations de fabrication (Microbiological Control and 

Monitoring of Aseptic Processing Environnements, 2013). 

Pour les prélèvements des surfaces et les empreintes des gants opérateurs, les géloses 

contacts ainsi que les écouvillons sont recommandés. En effet, la surface des gants est la zone 

susceptible d'entrer en contact avec la contamination microbienne sur les surfaces de travail, 

sur les matériaux, ou provenant de l’opérateur lui-même. Elle pourra, ensuite, être transférée 

au produit lors d’une intervention. C’est pourquoi, l’empreinte des gants, comprenant les cinq 

doigts doit être réalisée. Cet échantillonnage sera effectué avant la désinfection de routine des 

gants avec l’alcool, ou avant de changer les gants extérieurs dans les cas où une double paire 

de gants est utilisée (Microbiological Control and Monitoring of Aseptic Processing 

Environnements, 2013). 



 

21 

2.3. Fréquence de prélèvement 

La fréquence de l’échantillonnage dépend du processus de fabrication et de son 

environnement. Les ZAC utilisées pour assurer une faible biocontamination dans les zones de 

fabrication de médicament non stérile requièrent un suivi environnemental peu fréquent car 

celui-ci est non critique. De même, les ZAC dans lesquelles des opérations de fabrication sont 

conduites dans un système fermé comme par exemple, un bioréacteur, requièrent un nombre 

de points de prélèvement et une fréquence moindre. En effet, le risque de contamination 

microbienne du milieu environnant est comparativement faible. A contrario, un processus 

aseptique comme, par exemple, la répartition d’un médicament stérile dans des flacons ou des 

seringues possède un risque de contamination plus élevé. Le monitoring microbiologique 

appliqué à cette zone sera donc plus important en termes de fréquence et de points de 

prélèvement de par sa nature critique. Un exemple de fréquence de prélèvement pour le suivi 

microbiologique d’un site de répartition de vaccin est présenté dans le Tableau 5 (WHO | 

Environmental Monitoring of Clean Rooms in Vaccine Manufacturing Facilities, 2012). 

Tableau 5: Exemple de fréquence de prélèvement pour le suivi microbiologique d'un site de répartition de vaccin (d’après 

WHO, 2012) 

 

Les campagnes de suivi environnemental s’adaptent donc en fonction de la classe de la 

salle propre ainsi que de la criticité du médicament fabriqué. Pour une zone de classe A où le 

suivi doit être renforcé, le prélèvement par impaction, les boites de sédimentation et les 

empreintes de gants doivent être réalisés à chaque changement d’équipe. Il est, cependant, 

laissé à la discrétion du fabricant, le choix du nombre de prélèvement au début, au milieu et à 

la fin de chaque campagne de production. Par ailleurs, un groupe d’intérêt commun de 

l’Association pour les Produits Propres et Stériles (A3P) a travaillé en 2016 sur ce sujet afin 

qu’une révision de l’annexe 1 des euGMP comporte plus de détails sur la surveillance 

microbiologique des ZAC en accord avec l’ISO 14698-1, notamment pour les fréquences, le 

moment de réalisation, les durées et le délai entre le prélèvement et la mise en incubation. 

L’importance des analyses de tendances devrait également être renforcée en complément des 

spécifications pour chaque classe. 



 

22 

2.4. Exemple d’un plan d’échantillonnage des contrôles 
microbiologiques d’une ZAC A dans B 

Un exemple d’un plan d’échantillonnage des contrôles microbiologiques est présenté 

en Figure 3. Il s’agit d’un focus sur la partie bloc d’une ligne caractéristique d’un site de 

production de médicaments stériles injectables possédant une ZAC classée A dans B (cf. 

Partie I §1.3). 

 

Figure 3 : Exemple d'un plan d'échantillonnage des contrôles microbiologiques 

Les contrôles de type boîte de sédimentation, représentés en orange dans la Figure 3, 

sont répartis dans chaque zone cartérisée classée A. Ils doivent se situés au plus prêt du 

convoyage des flacons, à hauteur du col de ces derniers et à proximité de chaque activité 

critique (dosage, bouchage, convoyage) afin de refléter au mieux l’environnement classé A 

dans lequel évolue les flacons. Ainsi, la boîte B1 sera située à hauteur des flacons sur un 

support autoclavé sur la zone comportant la table tournante d’accumulation des flacons en 

sortie de tunnel de stérilisation. La boîte B2 sera située à hauteur des flacons sur un support 

autoclavé en face des postes de dosage. La boîte B3 sera située à hauteur des flacons sur un 

support autoclavé en face des postes de bouchage. Enfin, la boîte B4 sera située à hauteur des 

flacons sur un support autoclavé sur la zone de sortie du bloc. Ces 4 boîtes de sédimentations 

seront ouvertes en début de chaque lot de médicaments puis remplacées toutes les quatre 

heures et en fin d’équipe jusqu’à la fin de la répartition de ce lot. 

Les contrôles de type prélèvement volumétrique d’air, représentés en vert dans la 

Figure 3, doivent refléter au mieux les deux environnements de ce bloc. Ils sont donc situés au 



 

23 

niveau des activités critiques de la ZAC classée A ainsi que celles de la ZAC classée B. Ainsi, 

le prélèvement V1 sera réalisé sur la table de travail de l’opérateur située dans la ZAC classée 

B. Il est à réaliser une fois par équipe. Le prélèvement V2 sera réalisé en ZAC classée A entre 

les postes de dosage sur le devant du tapis de convoyage. Il est à réaliser à chaque début 

d’équipe, au début de chaque lot de médicaments ainsi qu’après chaque remontage. 

Les contrôles de type prélèvement volumétrique d’air, représentés en vert dans la 

Figure 3, permettent d’évaluer la qualité microbiologique de l’air lors des opérations de 

production. Ils sont donc situés au niveau des activités critiques de la ZAC classée A ainsi que 

celles de la ZAC classée B. Ainsi, le prélèvement V1 sera réalisé sur la table de travail de 

l’opérateur située dans la ZAC classée B. Il est à réaliser une fois par équipe. Le prélèvement 

V2 sera réalisé en ZAC classée A entre les postes de dosage sur le devant du tapis de 

convoyage. Il est à réaliser à chaque début d’équipe, au début de chaque lot de médicaments 

ainsi qu’après chaque remontage. 

Les contrôles de type gélose contact, représentés en violet dans la Figure 3, permettent 

d’évaluer la qualité microbiologique des surfaces lors des opérations de production. Ils sont 

donc situés au niveau des zones d’activités de l’opérateur. Ce dernier n’est pas censé 

intervenir carters ouverts dans la ZAC classée A lors des opérations de production ; il n’y a 

donc pas de prélèvement de ce type représenté sur la Figure 3. En revanche, le prélèvement 

C1 sera réalisé sur la table de travail de l’opérateur située dans la ZAC classée B. Il est à 

réaliser une fois par équipe et avant tout nettoyage.  

Les contrôles de type « empreintes de gants » n’apparaissent pas sur la Figure 3. Ils 

sont réalisés en classe B sur la table de travail de l’opérateur. Toute personne intervenant dans 

cette ZAC doit effectuer au minimum un contrôle de gants sur boîte de Pétri avant chaque 

sortie ou à la fin d’un lot de médicaments ou avant chaque nettoyage. 

3. Identification des microorganismes 

Il arrive, parfois, que le fait de savoir que le microorganisme soit un coque Gram 

positif est suffisant. Par exemple, la plus part des coques Gram positif sont issus de la flore 

commensale de la peau. Les bacilles Gram négatif, quant à eux, ont souvent pour origine une 

source d’eau. Dans d’autres cas, une identification plus précise est nécessaire afin de 

comprendre l’origine du microorganisme. La connaissance de l’espèce, par exemple, peut 

fournir des informations essentielles quant à son origine, son habitat et, par conséquent, la 

potentielle source de contamination (Microbiological Control and Monitoring of Aseptic 
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Processing Environnements, 2013). Ainsi, ces caractéristiques aideront à déterminer la cause 

d’une contamination en répondant à un certain nombre de questions comme : la 

contamination provient-elle des surfaces en contact avec le produit intermédiaire ?, provient-

elle de l’intervention d’un opérateur ?, l’échec du test de stérilité est-il dû à la contamination 

du produit ou tout simplement à un faux positif ? 

Afin de comprendre l’origine d’une contamination microbienne, il est donc 

recommandé que tout microorganisme prélevé dans la classe A ainsi que dans la classe B 

entourant immédiatement la classe A soit identifié au niveau de l’espèce (PHSS Technical 

Monograph No 20 Bio-Contamination, 2014). De même, les colonies représentatives 

excédant le niveau d’action dans les zones support de classe B et C doivent être identifiées à 

l’espèce. De plus, dans le cas d’investigations sur la cause racine éventuelle d’un échec de test 

de stérilité ou de simulation de processus aseptique (media fill test), un typage du 

microorganisme doit être réalisé afin de vérifier si la souche, retrouvée dans l’environnement 

et le test de stérilité ou le media fill test, est identique ou différente. Enfin, tout organisme 

atypique doit être identifié à l’espèce. Un organisme atypique se définit comme un 

microorganisme dont la présence dans une zone aseptique de classe B est non désirée. C’est le 

cas, par exemple, des espèces pathogènes, des bacilles Gram négatif ou encore des 

moisissures. Pour rappel, aucun microorganisme ne doit être présent dans une zone classée A. 

Dans le cas contraire, une investigation systématique est alors obligatoire. En outre, l’analyse 

des tendances microbiennes peut mettre en évidence un potentiel problème émergeant dans 

l’environnement de la salle propre telle que la réduction de l’efficacité du nettoyage ou de la 

désinfection par exemple.  

Les méthodes d’identification des champignons filamenteux, organismes atypiques par 

définition, seront développées dans la Partie III de ce manuscrit. 

4. Synthèse 

Le suivi environnemental réalisé sur un site de production pharmaceutique, 

comportant des ZAC, engendre un nombre considérable d’échantillons que le laboratoire de 

contrôle qualité doit analyser en parallèle de ces nombreuses autres activités (études de 

stabilité, identifications, recherche de potentielles impuretés, tests de stérilité par exemple). 

De plus, la réglementation exige dans de nombreux cas qu’une identification à l’espèce des 

microorganismes rencontrés soit réalisée. Ces résultats seront essentiels lors de la revue du 

dossier de lot du médicament stérile afin de statuer sur la libération de ce produit fini. 
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Alors que l’identification à l’espèce des bactéries est aujourd’hui largement maîtrisée, 

celle des champignons filamenteux reste périlleuse. Or, dans le cadre d’une contamination de 

la ZAC classée A par un champignon filamenteux, il n’est plus acceptable d’identifier ce 

microorganisme par l’appellation générique « moisissure » : une identification au minimum 

au genre est dorénavant demandée par les inspecteurs de l’ANSM. 

Dans la suite de ce manuscrit, je me suis donc intéressé plus particulièrement aux 

champignons filamenteux. En effet, cette catégorie de microorganismes n’a, jusqu’à présent, 

pas - ou très peu - été décrite dans ce contexte de l’environnement industriel pharmaceutique 

que ce soit dans la littérature scientifique ou dans les référentiels réglementaires. Mon travail 

a donc consisté à réaliser un état des lieux des genres de champignons filamenteux les plus 

fréquemment retrouvés dans l’industrie pharmaceutique. 
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Partie II : Champignons filamenteux et 

environnement industriel pharmaceutique 
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1. Champignons filamenteux 

1.1. Définitions 

Les champignons, également appelés mycètes, sont des organismes eucaryotes uni- ou 

pluricellulaires incluant des espèces macroscopiques, également appelées « macromycètes », 

et microscopiques, appelées « micromycètes », d’aspect filamenteux ou levuriforme. C’est à 

ce second groupe qu’appartiennent les moisissures et les levures, qui peuvent se révéler 

pathogènes pour l’Homme, détériorer la qualité des médicaments mais qui s’avèrent aussi être 

indispensables pour produire certains ingrédients pharmaceutiques actifs. En effet, à la 

différence du métabolisme primaire qui intervient directement dans les processus vitaux tels 

que la reproduction et la croissance, le métabolisme secondaire est impliqué dans des 

stratégies de survie et de communication qui permettent aux champignons de s’adapter à leur 

environnement en produisant de très grandes variétés de métabolites secondaires, également 

appelés aujourd’hui métabolites spécialisés (Garon et al., 2015). A titre d’exemple, l’industrie 

pharmaceutique utilise certaines moisissures pour la synthèse de médicaments comme la 

pénicilline, un antibiotique produit à partir de Penicillium chrysogenum, la griséofulvine, un 

antifongique produit à partir de Penicillium griseofulvum, la lovastatine, un hypolipidémiant 

produit à partir d’Aspergillus terreus ou encore des facteurs de croissance tels que 

l’érythropoéitine (EPO) ainsi que des hormones telles que l’insuline produits selon la 

technique de l’ADN recombinant à l’aide de levures (Garon et al.,2015). 

Les champignons filamenteux peuvent devenir visibles lorsque leur développement est 

important. Le terme « moisissure » est couramment utilisé pour désigner les champignons 

filamenteux microscopiques. Ils sont dépourvus de chlorophylle et sont donc qualifiés 

d’organismes hétérotrophes. Ainsi, une source de carbone est nécessaire à leur 

développement. Les champignons se nourrissent par absorption des matières organiques ou 

minérales et sont donc qualifiés d’organismes absorbotrophes. Enfin, les champignons 

filamenteux sont ubiquistes et généralement saprotrophes, même si certaines espèces peuvent 

également se révéler pathogènes voire opportunistes. 

1.2. Caractéristiques morphologiques générales 

Les champignons filamenteux sont des organismes dont l’appareil végétatif est appelé 

thalle. Le thalle fongique est formé d’un enchevêtrement de filaments tubulaires de 2 à 10 µm 

de diamètre, également connus sous le terme d’hyphes. Ces hyphes comprennent les organites 
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classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie, cytoplasme et vésicules. Ils peuvent être 

coenocytiques, c'est-à-dire non cloisonnés, ou septés, comprendre cloisonnés, et leur 

enchevêtrement forme le mycélium (Figure 4). Les champignons coenocytiques sont 

également connus sous le nom de « champignons inférieurs » et les champignons septés sous 

le nom de « champignons supérieurs ». 

 

Figure 4 : Structure de l’hyphe. (A) Hyphe coenocytique. (B) Hyohe septé. (Roland, Roland, and El Maarouf-Bouteau 2008) 

Les champignons filamenteux possèdent une paroi constituée essentiellement de 

polysaccharides, de glycoprotéines et de mannoprotéines (Figure 5).  

 

Figure 5 : Schéma de la structure de la paroi fongique (Lecellier 2013) 

Parmi les polysaccharides, la chitine et les glucanes sont les deux molécules 

majoritairement observées. La chitine est un polymère de molécules de N-acétylglucosamine 

liées entre elles par une liaison de type β-1,4. Les glucanes sont des polymères de molécules 

de D-glucose liées entre elles par des liaisons β (Bowman et Free, 2006). Leur fonction est 

d’assurer la protection des moisissures vis-à-vis des agressions du milieu extérieur. La chitine 

joue également un rôle dans la rigidité de la paroi cellulaire. Les glycoprotéines jouent, quant 

à elles, un rôle dans l’adhérence. Enfin, les mannoprotéines forment une matrice autour de la 

paroi (Bouchet et al., 2005). 
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1.3. Classification 

Différents rangs taxonomiques sont utilisés pour la classification des êtres vivants. Ces 

rangs hiérarchiques sont : le règne, la division, également appelée embranchement ou phylum, 

la classe, l’ordre, la famille, le genre et l’espèce. Il existe des rangs intermédiaires comme, par 

exemples, la sous-division, la sous-famille, le sous-genre ou la sous-espèce. La nomenclature 

binomiale est utilisée pour déterminer le nom scientifique des espèces. Elle fait référence au 

genre et à l’espèce. Cette nomenclature suit les règles énoncées par le naturaliste Carl Von 

Linné en 1753. 

Linné propose une première classification du monde vivant répartie en deux groupes : 

les plantes d’une part, et les animaux, d’autre part (Linné, 1735). Cette classification 

traditionnelle, établie en fonction d’un simple critère de ressemblance, plaçait les 

champignons dans le groupe des végétaux. Elle a évolué progressivement au cours des années 

pour atteindre cinq règnes du vivant et placer, ainsi, les champignons dans un règne à part 

chez les Eucaryotes, plus proche du règne des animaux que celui des végétaux (Whittaker, 

1969).  

La constitution de six règnes du vivant, basée sur l’analyse des séquences d’ARN 

ribosomique et répartie en trois domaines - (1) les Archéobactéries, (2) les Eubactéries et (3) 

les Eucaryotes - a, ensuite, été proposée (Woese et Fox, 1977). Cette classification des 

organismes vivants a, enfin, été révisée et modifiée sur la base de la génomique pour obtenir, 

aujourd’hui, un consensus sur deux empires : (1) les Procaryotes d’une part et (2) les 

Eucaryotes d’autre part (Cavalier-Smith, 1998 ; Ruggiero et al., 2015). Cette révision a 

permis l’exclusion d’un groupe d’organisme fongiforme, nommé oomycètes, du règne 

fongique donnant lieu à la redéfinition des champignons vrais (Baldauf, 2003). Une 

classification phylogénétique des Eucaryotes est présentée Figure 6. 
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Figure 6 : The Eucaryotes tree of life (adapté d’après S. L. Baldauf 2003) 

Ainsi, les champignons représentent, aujourd’hui, un règne à part au sein des 

Eucaryotes, bien distinct du règne des animaux et de celui des plantes auquel ils appartenaient 

autrefois. Les classifications les plus récentes font apparaître les Fungi ou champignons vrais, 

encore appelés Eumycètes dans un groupe particulier des Eucaryotes, celui des Opisthocontes 

(Adl et al., 2005 ; Simpson et Roger, 2004 ; Baldauf, 2003). La Figure 7 présente les grands 

groupes du règne des Eumycètes. 

 

Figure 7: Les grands groupes des Eumycètes (adapté d'après Hibbett et al. 2007) 

On y retrouve les quatre divisions ou embranchements principaux. Les 

Chytridiomycètes représentent les champignons archaïques qui auraient gardés un stade 

flagellé. L’ensemble, anciennement connu sous le nom des Zygomycètes, correspond à des 
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champignons inférieurs. Au contraire, les Ascomycètes et les Basidiomycètes, regroupés 

aujourd’hui dans le sous-règne des Dikaria, représentent les champignons les plus évolués. La 

distinction entre les Zygomycètes, Ascomycètes et Basidiomycètes repose également sur leur 

mode de reproduction sexuée produisant respectivement des zygospores, ascospores ou 

basidispores.  

D’une manière générale, deux modes de reproduction peuvent être observés dans le 

cycle de vie d’un champignon : la reproduction sexuée et la multiplication végétative 

(asexuée). La Figure 8 illustre le cycle de vie d’une espèce d’ascomycète, Eurotium rubrum, 

qui a la particularité de posséder ces deux modes de reproduction.  
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Figure 8 : Cycle de vie de l'espèce Eutotium rubrum (adapté d’après Sosa 2015) 

Pour cette espèce, le cycle asexué repose sur la dispersion des conidies permettant la 

propagation du champignon dans l’environnement. Ces conidies sont produites en grande 

quantité et en continu par des structures spécialisées appelées phialides supportées par des  

conidiophores développées à partir du mycélium. Elles se détachent et sont dispersées soit par 

l’air, soit par un insecte ou par l’eau, par exemples. Après propagation, les conidies peuvent 

rester inertes ou alors, dans des conditions environnementales favorables, germer et émettre 

un nouveau mycélium. Cette forme asexuée est caractéristique du genre Aspergillus, genre qui 

sera présenté dans la suite du manuscrit (cf. paragraphe 4.1 page 44). 
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Le cycle sexué se décompose en plusieurs étapes. Deux ascospores de polarité 

différente germent et émettent un mycélium à n chromosomes. Lorsque ces deux mycéliums 

se rencontrent, la fusion des cytoplasmes, appelée plasmogamie, donne naissance à un 

nouveau mycélium à 2n chromosomes (à noter que ce dernier peut également provenir de la 

fusion de deux mycéliums provenant du cycle végétatif, c’est-à-dire suite à la germination des 

conidies). Il y a donc naissance d’hyphes ascogènes à 2 noyaux par cellule et très rapidement, 

l’extrémité de l’hyphe pour former des asques. C’est à cet endroit qu’a lieu la fusion des 

noyaux, appelée caryogamie, suivie d’une division immédiate, ce qui va engendrer la 

formation d’ascospores à polarité différente. Les asques chez Eurotium rubrum sont 

contenues dans des structures sphériques sexuelles appelées cléistothèces.  

Ces deux modes de reproduction aboutissent à deux formes morphologiquement 

différentes de champignons : les téléomorphes (formes sexuées) avec la production de 

cléistothèces correspondant au genre Eurotium et les anamorphes (formes asexuées) avec la 

formation de conidiophores caractéristiques des Aspergillus. Les cycles de reproduction sexué 

et asexué sont étroitement liées dans le cas de cette espèce mais dans la nature, certains 

champignons ne sont observables que sous l’une des deux formes (sexuée ou végétative).  

La classification des Eumycètes a été construite sur la base de leur mode de 

reproduction sexuée. De ce fait, certains champignons, dont le mode de reproduction sexuée 

était inconnu et pour lesquels seule la multiplication végétative était observée, ont longtemps 

été classés dans les Deutéromycètes (ou champignons imparfaits) et ne rentraient pas dans les 

Eumycètes. C’est le cas, par exemple, d’espèces appartenant à des genres importants tels que 

Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Trichoderma, etc. Toutefois, avec l’avènement de la 

biologie moléculaire, le nombre d’espèces présentes dans ce groupe a tendance à diminuer. En 

effet, de nombreux champignons anamorphes, dont les formes sexuées sont maintenant 

connues, sont reclassés notamment dans le sous-embranchement des Ascomycètes. 

Ainsi, un même champignon peut présenter deux modes de reproduction distincts, 

sexuée et végétative, sans passage d’un stade à l’autre dans le cycle de vie comme c’est le cas 

par exemple pour Eurotium rubrum. C’est pourquoi un même champignon peut avoir deux 

noms différents car les formes sexuée et végétative, de morphologies différentes, ont été 

décrites séparément (sporophores produisant des asques et ascospores pour la forme sexuée et 

conidiophores produisant des conidies pour la forme végétative). On pourra citer comme 

exemple le genre Davidiella qui est maintenant considéré comme étant le téléomorphe du 

genre Cladosporium, le genre Neosporia (et Eurotium) à celui du genre Aspergillus ou encore 
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le genre Talaromyces à celui du genre Penicillium. C’est là, toute la difficulté d’identification 

et de classification du règne fongique.  

2. Sources de contamination et de dissémination fongique en 
environnement industriel pharmaceutique 

En environnement industriel pharmaceutique, les champignons filamenteux sont 

ubiquitaires et peuvent être retrouvés dans l’air, l’eau, les sols ou encore les matières 

premières. Ils se propagent par l’intermédiaire des spores. Celles-ci peuvent être végétatives, 

on parle alors de conidies, et/ou sexuées, on parle alors d’ascospores, basidiospores ou 

zygospores. Le diamètre de ces corpuscules peut atteindre 2 à 250 µm ce qui leur permet 

d’être facilement mis en suspension dans l’air et transportés sur de grandes distances (Botton 

et al., 1990). Lorsque les conditions d’humidité et de température sont favorables, les spores 

germent. 

Les sources de contamination dans l’industrie pharmaceutique peuvent être 

répertoriées selon cinq grandes catégories : (1) le milieu, (2) le matériel, (3) la main d’œuvre, 

(4) la méthode et (5) les matières. Un diagramme d’Ishikawa a été réalisé et est présenté 

Figure 9. 

 

Figure 9 : Diagramme d'Ishikawa des sources potentielles de contamination microbienne 

2.1. Milieu  

L’air est un vecteur de microorganismes ayant pour origine soit l’homme, par sa 

propre flore ou par ses activités, soit l’environnement interne ou externe au site de production. 

Le taux de contamination de l’environnement externe varie en fonction des saisons, du climat 

et de la localisation géographique par exemples. Les communautés fongiques urbaines 
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seraient assez homogènes avec des champignons appartenant principalement aux genres 

Aspergillus et Penicillium (Botton et al., 1990). Cette observation pourrait être associée à 

l’effet toxique des polluants atmosphériques sur la diversité fongique. Les communautés 

rurales, quant à elles, sont plus variées avec la présence également de champignons 

appartenant aux genres Alternaria, Cladosporium ou encore Fusarium (Botton et al., 1990). 

Le taux maximum de spores fongiques peut être évalué entre 1000 et 2000 spores 

revivifiables par mètre-cube d’air (Botton et al., 1990). Ainsi, les populations fongiques 

retrouvées dans un site de production situé en milieu rural seront différentes de celles 

retrouvées sur un site en milieu urbain. 

Concernant l’environnement interne au site industriel, les microorganismes observés 

peuvent être véhiculés par un certain nombre d’éléments comme les poussières, les déchets 

tissulaires, les poils, les particules issues de la desquamation de la peau, les gouttelettes de 

Pflügge, etc. Ce sont des particules dont le diamètre est compris entre 5 et 20 µm de diamètre. 

Selon leur composition, elles peuvent favoriser la survie ou même la multiplication des 

microorganismes fixés.  

Les surfaces régulièrement en contact manuel tels que les poignées, les stylos, les 

téléphones, par exemple, peuvent devenir une source importante de biocontamination. 

2.2. Matériel 

Le matériel, utilisé en production, contrôle, nettoyage et maintenance, peut également 

être un vecteur relais de contamination. Un certain nombre de causes racines peut être 

répertorié ici comme une utilisation inadaptée, un défaut de nettoyage ou de décontamination, 

un filtre High Efficiency Particulate Air (HEPA) défectueux, etc. Par exemple, une fuite, 

aussi minime soit-elle, associée à une température élevée dans la zone technique peut, très 

rapidement, aboutir au développement d’un champignon. Si, un filtre à air non intègre vient 

s’ajouter à ces deux premiers éléments, ce champignon pourra venir contaminer la ZAC. Ce 

type de contamination nécessite, certes, plusieurs facteurs dégradés (T°C élevée, fuite de la 

boucle d’eau et filtre non intègre) mais cet exemple montre bien l’importance de la 

maintenance et du suivi préventif des équipements. 

2.3. Main d’œuvre 

L’homme, par sa respiration, la desquamation de sa peau, la perte de cheveux ou de 

cils, ses vêtements, ses gestes et déplacements ainsi que ses bijoux et/ou le maquillage est une 
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source de contamination particulaire et microbienne importante. Il est naturellement porteur 

de microorganismes, qui sont généralement des germes saprotrophes n’entrainant aucune 

infection. En revanche, sur un site de production pharmaceutique, les microorganismes portés 

par le personnel peuvent être responsables de la biocontamination des ZAC. Deux types de 

contamination peuvent être distingués : (1) la contamination résidente, naturellement présente 

sur la peau, non pathogène et stable, et (2) la contamination transportée, provenant de 

l’environnement et éventuellement pathogène. L’homme est alors à la fois émetteur et vecteur 

de cette biocontamination ce qui lui vaut le statut de principale source de contamination 

(PHSS Technical Monograph No 20 Bio-Contamination, 2014). 

2.4. Méthode 

Les méthodes, qu’elles soient de production, maintenance, nettoyage, contrôle et 

transfert, peuvent être responsables de contaminations si elles ne sont pas adaptées, précises et 

rigoureusement suivies. 

2.5. Matière 

Les matières regroupent les matières premières solides, comme les principes actifs, les 

excipients, les articles de conditionnement et les fluides, comme les installations de 

distribution d’eau, d’air comprimé ou d’azote. Ces derniers peuvent véhiculer une 

contamination microbienne importante. La présence de bras mort dans le circuit de 

canalisation, la prolifération au niveau des joints ou encore la présence d’aspérités dans les 

canalisations en sont à l’origine (Botton et al., 1990). 

2.6. Synthèse 

Ainsi, tout au long du processus de fabrication, un microorganisme présent à l’état de 

trace au départ peut trouver, dans le produit fini, des conditions favorables à son 

développement (Botton et al., 1990). De plus, la colonisation des produits et matériaux ainsi 

que la sporulation sont des moyens très efficaces pour la dissémination d’une espèce 

fongique. C’est pourquoi, dans le cadre d’une contamination fongique, des investigations 

doivent être menées afin de déterminer la source potentielle de cette dernière. L’utilisation de 

l’outil présenté dans cette partie, à savoir, le diagramme d’Ichikawa, également appelé 

« méthode des 5M », apparaît comme essentielle pour la compréhension du processus de 

contamination. Enfin, l’identification des diverses espèces rencontrées constitue également 
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une étape primordiale dans ce processus d’investigation (PHSS Technical Monograph No 20 

Bio-Contamination, 2014). 
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3. Impact des moisissures en environnement industriel 
pharmaceutique 

Un champignon filamenteux, de par sa croissance, la production de métabolites et/ou 

son pouvoir infectieux, peut entraîner des risques. Il existe deux principaux risques à la suite 

d’une contamination dans la zone de production. D’une part, la qualité du médicament 

pourrait être impactée et, d’autre part, la sécurité et/ou la santé du patient, à qui le médicament 

serait administré, pourrait être impactée.  

3.1. Impacts sur l’environnement et/ou la qualité du produit fini 

Les champignons filamenteux sont connus dans l’industrie agroalimentaire pour 

entraîner des dégradations telles que des altérations d’aspect de surface, mais également des 

altérations organoleptiques et des modifications chimiques telles que le pH par exemple 

(Delacharlerie, 2008). Ces dégradations s’expliquent par la capacité que possède le 

champignon filamenteux à sécréter des métabolites et notamment des enzymes de type 

hydrolytique telles que les amylases, les protéases, les lipases et les cellulases, par exemple, 

assurant l’assimilation des matières nutritives et/ou lipolytiques, capables d’altérer les 

matières grasses. Certaines enzymes sont également capables de dégrader l’environnement sur 

lequel le champignon filamenteux se développe comme la cellulose du bois ou les toiles de 

coton avec Trichoderma reesei et sa batterie d’enzyme de type cellulases par exemple 

(Henrissat, 2008). On peut donc se poser la question de l’impact que pourrait avoir le 

développement d’un champignon filamenteux s’il possédait les mêmes propriétés dans 

l’environnement industriel pharmaceutique. La dégradation de matériaux pourrait générer des 

particules d’origine process qui, si elles se situaient à proximité directe de la zone de 

dosage/bouchage du médicament injectable, pourraient se retrouver à l’intérieur du flacon. 

 Les effets cliniques les plus couramment observés lors de l’injection accidentelle de 

particules sont l’occlusion, la thrombose, la phlébite, l’embolie, l’inflammation, les 

granulomes, les fibroses ou enfin la mort dans les cas les plus extrêmes (Langille, 2013). Ce 

risque de dégradation de l’environnement est limité grâce à un certain nombre de mesures. 

Les matériaux utilisés dans la conception d’une ZAC sont notamment inertes. L’un des plus 

connus est sans doute l’inox 316L. En revanche, une des portes d’entrée de cette 

contamination est l’environnement, et notamment le vecteur air, avec les différents 

emballages des PA et ADC comme les cartons et les palettes en bois qui peuvent contenir des 
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spores par exemple. Un certain nombre de mesures sont prises, telles que le traitement de 

l’air, les cascades de pression, afin de réduire ce risque. 

Enfin, les champignons filamenteux sont notamment connus pour leur capacité à 

dégrader les matériaux à base de produits cellulosiques mais nous ne connaissons pas l’impact 

du développement d’un champignon sur toutes les MP rentrant dans la composition d’un 

médicament injectable. Cette MP pourrait s’avérer un bon substrat. Outre les dégradations 

organoleptiques déjà observées dans l’industrie agroalimentaire, les conséquences d’une 

dégradation d’une MP pourraient être une diminution du dosage du médicament le rendant 

ainsi moins actif voire inactif ou une augmentation des impuretés pouvant avoir un impact sur 

la santé du patient. Des normes concernant la présence d’impuretés et de substances 

apparentées dans le médicament sont clairement décrites dans la monographie générale 2034, 

« Substances pour usage pharmaceutique », et dans le chapitre général 5.10., « Contrôle des 

impuretés dans les substances pour usage pharmaceutique », de la Pharmacopée Européenne.  

3.2. Impacts sur la sécurité du patient 

Concernant la sécurité du patient, le médicament contaminé directement, via un 

champignon pathogène, ou indirectement, via des métabolites toxiques, peut provoquer des 

effets nocifs et, ainsi, nuire à la santé du patient. En effet, les moisissures peuvent, selon les 

espèces, les souches et l’environnement, générer des métabolites toxiques, tels que les 

mycotoxines, et des métabolites primaires tels que les composés organiques volatils (COV) 

défavorables.  

Le terme mycotoxine dérive du grec « mycos », signifiant « champignon » et du latin 

« toxicum », signifiant « poison ». Pitt les a d’ailleurs définis comme des « métabolites de 

champignons qui, lorsqu’ils sont ingérés, inhalés ou absorbés par la peau, altèrent les 

capacités de réaction et provoquent des maladies ou la mort chez l’homme ou l’animal » (Pitt, 

2000). Ainsi, il s’avère que ces molécules sont capables d’induire un effet toxique à de faibles 

concentrations (Reboux, 2006). Les mycotoxines sont des métabolites secondaires (ou 

spécialisés) et leur nombre est estimé à environ 400 (Etzel, 2002; Elidemir et al., 1999). Ils 

sont présents dans le mycélium et les conidies. Leur structure chimique leur permet d’être 

stables et en particulier thermostables (Bullerman et Bianchini, 2007). Cette caractéristique 

empêche donc leur dégradation par une stérilisation terminale, technique très répandue dans 

l’industrie du médicament stérile lorsque le PA n’est pas thermosensible. Parmi les centaines 

de mycotoxines identifiées à l’heure actuelle, une trentaine est véritablement importante pour 
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la santé humaine en raison de leur fréquence ou de leur toxicité (Bennett et Klich, 2003). De 

nombreux genres de moisissures sont connus comme étant producteurs de mycotoxines. 

Cependant, les mycotoxines potentiellement dangereuses pour l’homme, présentées dans les 

Tableaux 6 et 7, sont produites par des souches fongiques appartenant aux genres Aspergillus, 

Penicillium et Fusarium (AFSSA, 2009).  

Tableau 6 : Mycotoxines réglementées et moisissures productrices associées (adapté d'après AFSSA, 2009) 

Mycotoxines Principales moisissures productrices 
Aflatoxines B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius 
Ochratoxine A 
 

Penicillium verrucosum, 
Aspergillus ochraceus, A. carbonarius 

Patuline 
 
 

Penicillium expansum, 
Aspergillus clavatus, 
Byssochlamys nivea 

Fumonisines B1, B2, B3 Fusarium verticillioides, F. proliferatum 
Trichotécènes (groupes A et B) 
 
 
 

Fusarium langsethiae, F. sporotrichioides, 
F. poae, F. graminearum, F. culmorum, 
F. crookwellense, F. tricinctum, 
F. acuminatum 

Zéaralènone 
 

Fusarium graminearum, F. culmorum, 
F. crookwellense 

 

Tableau 7 : Mycotoxines non réglementées et moisissures productrices associées (adapté d'après AFSSA, 2009) 

Mycotoxines Principales moisissures productrices 
Citrinine 
 
 

Aspergillus terreux, A. carneus, A. niveus 
Penicillium verrucosum, P. citrinum, P. expansum 

Toxines d'Alternaria (alternariol, 
alternariol méthyl éther…) 

Alternaria alternata, A. solani 

Acide cyclopiazonique 
 

Aspergillus flavus, A. versicolor, A. tamarii, 
Penicillium dont P. camemberti 

Stérigmatocystine Aspergillus nidulans, A. versicolor, A. flavus 
Sporidesmines Pithomyces chartarum 
Stachybotryotoxines Stachybotrys chartarum 
Toxines d'endophytes (ergovaline, 
lolitrème B) 

Neotyphodium coenophialum, N. lolii 

Phomopsines Phomopsis leptostromiformis 
Toxines trémorgènes 
 

Penicillium roquefortii, P. crustosum, P. puberrelum,  
Aspergillus clavatus, A. fumigatus 

 

Une même espèce peut produire plusieurs sortes de mycotoxines selon les conditions 

de culture. C’est le cas par exemple de l’espèce Penicillium verrucosum qui produit à la fois 
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l’ochratoxine A et la citrinine. A l’inverse, une même mycotoxine peut être produite par 

plusieurs espèces fongiques différentes. C’est le cas par exemple de l’aflatoxine B1 qui est 

produite par les espèces Aspergillus flavus, A. parasiticus et A. nomius. La patuline est même 

produite par trois genres de champignons différents, à savoir, Penicillium (P. expansum), 

Aspergillus (A. clavatus) et Byssochlamys (B. nivea). Les effets liés aux mycotoxines sont 

attribués à la présence de double liaison C=C jouant un rôle dans la toxicité et les propriétés 

cancérigènes des mycotoxines en formant des adduits à l’ADN (Bennett et Klich, 2003). Le 

Tableau 8 présente les effets liés aux principales mycotoxines. 

Tableau 8 : Effets des principales mycotoxines chez l’Homme (adapté d'après AFFSA, 2009) 

Toxine Effets 
Aflatoxine B1 + M1 
 
 
 

Hépatotoxicité 
Génotoxicité 
Cancérogénicité 
Immunomodulation 

Ochratoxine A 
 
 

Néphrotoxicité 
Génotoxicité 
Immunomodulation 

Patuline 
 

Neurotoxicité 
Mutagenèse in vitro 

Trichothécènes (groupes A et B) 
 
 

Hématotoxicité 
Immunomodulation 
Toxicité cutanée 

Zéaralènone Fertilité et reproduction 
Fumonisine B1 
 
 
 

Lésion du système nerveux central 
Hépatotoxicité 
Génotoxicité 
Immunomodulation 

 

Les effets toxiques induits par les mycotoxines sont de nature variée. Certaines d’entre 

elles exercent un pouvoir hépatotoxique comme par exemple les aflatoxines. Liu a démontré 

que ces dernières peuvent multiplier par 5 le risque de développer un cancer hépatique (Liu et 

al., 2012). D’autres se révèlent œstrogéniques comme la zéaralènone et induisent des 

problèmes au niveau de la fertilité et de la reproduction. Les mycotoxines telles que la 

patuline, les trichothécènes ou encore les fumonisines se révèlent immunotoxiques et 

hématotoxiques. L’ochratocine A, produite par Aspergillus ochraceus présente une activité 

néphrotoxique et les toxines trémorgènes sont considérées comme neurotoxiques. Certaines 

mycotoxines sont reconnues ou suspectées d’être cancérogènes comme l’aflatoxine B1 par 

exemple (AFSSA, 2009). 
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Les composés organiques volatils (COV) sont des composés produits lors du 

métabolisme primaire des moisissures. Ils sont appelés dans la littérature microbial volatile 

organic compounds (MCOV) et appartiennent à différentes familles chimiques comme les 

alcools, les cétones, les éthers, les esters, les terpènes par exemples. Ils sont, par ailleurs, 

responsables de l’odeur caractéristique associée aux moisissures permettant la détection d’une 

contamination non visible à l’œil nu. Ils pourraient être à l’origine d’irritations au niveau des 

zones corporelles pouvant être en contact avec ces composés, à savoir, les muqueuses 

oculaires, nasales, cutanées et respiratoires (Casset et De Blay, 2008).  

D’autres éléments des parois, des spores et/ou des mycéliums peuvent entraîner des réactions 

de type allergique. Les protéines allergisantes, par exemple, peuvent activer ou exacerber des 

réactions allergiques de type I (IgE dépendantes) ou de type III (IgG dépendantes). Les genres 

Cladosporium, Alternaria, Penicillium et Aspergillus seraient fréquemment associés aux 

allergies et aggraveraient des pathologies de type rhinite ou asthme (Bush et Prochnau, 2004 ; 

Frew, 2004 ; Smit et al., 2011). Les (1,3)-β-D glucanes, polysaccharides composant la paroi 

de la cellule fongique interviendraient dans un processus inflammatoire. Leur action pro-

inflammatoire exacerberait les signes cliniques au niveau respiratoire (Young et Castranova, 

2005). Concernant les pathologies infectieuses, un certain nombre a été décrit chez l’Homme 

et touche principalement l’appareil respiratoire. Ainsi, l’espèce Aspergillus fumigatus, par 

exemple, produit des spores de petite taille (2 à 3 µm) ce qui les rend très invasives. (Bouchet 

et al., 2005). Elle est, par ailleurs, capable de résister aux 37°C du corps humain. Dans des 

conditions cliniques favorables, comme les patients fortement immunodéprimés par exemple, 

cette espèce peut provoquer des aspergilloses pulmonaires invasives très souvent mortelles. 

Elle représente la pathologie la plus fréquente et la plus grave due à ces champignons 

(Grandière-Perez et al., 2002 ; Paugam et al., 2010 ; Tabone, 2003).  
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4. Moisissures principalement observées dans l’environnement 
industriel pharmaceutique 

En 2014, la société Eurofins IDmyk, spécialisée dans l’identification des 

microorganismes, a publié le « top 30 » des genres de champignons rencontrés dans les 

industries pharmaceutiques (Figure 10).  

 

Figure 10 : Principaux genres de champignons rencontrés dans les industries pharmaceutiques (Carlotti, 2014) 

D’après cette étude basée sur plus de 1200 identifications moléculaires réalisées par 

séquençage multilocus, 4% des moisissures rencontrées dans l’environnement des industries 

pharmaceutiques sont des champignons inférieurs et 96% sont des champignons supérieurs. 

Parmi eux, les genres les plus fréquemment rencontrés sont au nombre de trois et représentent 

à eux seuls près de 70% des moisissures. Il s’agit du genre Aspergillus à hauteur de 26%, du 

genre Cladosporium à hauteur de 22% et du genre Penicillium à hauteur de 22% (Carlotti, 

2014). Ces trois genres - Aspergillus, Cladosporium et Penicillium - appartiennent au groupe 

des Ascomycètes.  

Or, ces derniers sont particulièrement importants car ils sont potentiellement producteurs 

de mycotoxines et/ou substances pathogènes pour la santé de l’Homme et de substances 

délétères pour la qualité du médicament produit (cf. 
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Impact des moisissures, page 38). Dans le cadre de ce travail et dans la suite du manuscrit, 

nous nous intéresserons plus particulièrement à ces trois genres de moisissures. 

4.1. Le genre Aspergillus 

4.1.1. Historique 

Les Aspergillus représentent avec les Penicillium l’un des plus grands groupes de 

champignons filamenteux. Il n’existe que très peu d’habitats totalement dépourvus 

d’Aspergillus. Décrit par Michelli en 1729, le genre Aspergillus trouve son nom de sa 

ressemblance avec le goupillon – aspergillus en latin - dont on se servait à l’église à cette 

époque. Il est décrit par Link en 1809 comme « Thallus e floccis caespitosis, septatis, 

simplicibus aut ramosis, apice clavatis. Sporidia in apicibus capitula formant ». En 1872, 

l’espèce Aspergillus fumigatus est décrite par Frésénius. L’histoire des espèces de ce genre est 

ensuite définie au travers les découvertes des affections dont elles sont responsables, que ce 

soit chez l’Homme ou chez l’animal. 

4.1.2. Classification 

Le nom Aspergillus est donné à un genre de champignons filamenteux appartenant au 

sous-embranchement des Ascomycètes. La classification des champignons filamenteux du 

genre Aspergillus est présentée dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Taxonomie du genre Aspergillus 

Embranchement Eumycota 
Sous-embranchement Ascomycotina 
Classe Eurotyomycetes 
Ordre Eurotiales 
Famille Trichocomaceae 

 

Longtemps regroupés dans les Deutéromycètes, car exclusivement connus sous leur 

forme asexuée, ils sont désormais associés à leur forme téléomorphe Eurotium, Neosartorya 

et Emericella. Ce genre comprendrait environ 339 espèces décrites (Samson et al., 2014). Une 

première classification, basée sur les caractères macroscopiques et microscopiques, a été 

proposée pour répartir 132 espèces en 18 groupes (Raper et Fennell, 1965). Plus récemment, 

un total de 4 sous-genres, Aspergillus, Circumdati, Fumigati et Nidulantes ainsi qu’un total de 

20 sections ont été proposés pour tenir compte des résultats de caractérisation moléculaire 

(Houbraken et al., 2014 ; Hubka et al., 2015).  



 

45 

 

 

4.1.3. Description morphologique 

Les Aspergillus possèdent un mycélium d’aspect duveteux ou poudreux à croissance 

rapide et généralement de couleurs vives et très variées (Figure 11). 

 

Figure 11 : Morphologie macroscopique d'une culture d'Aspergillus fumigatus (milieu DCA, collection MMS, Université de 

Nantes)  

Le thalle hyalin présente un mycélium cloisonné et est caractérisé par la présence d’un 

grand nombre de conidiophores dressés. La Figure 12 présente l’aspect microscopique d’un 

conidiophore d’Aspergillus. 



 

46 

 

Figure 12 : Schéma de la structure d’un conidiophore d’un Aspergillus (http://mycota-

crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?num=4&n=Aspergillus) 

Les conidiophores sont terminés par une vésicule de forme très spécifique appelée « la 

tête aspergillaire ». Principale caractéristique morphologique de ce genre, elle supporte, soit 

une seule rangée de phialides (structure unisériée), soit une rangée de phialides et une rangée 

de cellules sous-jacentes appelées métules (structure bisériée). Les phialides et les métules 

sont également dénommées stérigmates. Enfin, les conidies sont généralement rondes avec un 

diamètre de 2 à 3 µm. Produites en grand nombre par les phialides, elles donnent, à la tête 

conidienne, un aspect radié si les stérigmates couvrent l'ensemble de la vésicule, ou une 

apparence en colonne si seule la partie supérieure de celle-ci est fertile. 

4.2. Le genre Cladosporium 

4.2.1.  Historique 

Le genre Cladosporium compte parmi ces espèces les plus communes des moisissures 

d’intérieur ou d’extérieur. Ce genre n’a jamais été décrit avec beaucoup de précision en raison 

de la variabilité de ses caractères morphologiques. C’est Link qui le décrit pour la première 

fois en 1816 comme « Thallus e floccis caespitosis, erectis simplicibus aut subramosis, 

apicibus in sporidia secedentibus. A Sporothricho et Oidio differt floccis non intricatis, ab 

Acladio, sporidis apici prinum innatis, dein delabentibus », d’où son nom – clados du latin 

« rameaux » et spora, « spores » (Bensch et al., 2012). 
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4.2.2. Classification 

Le genre Cladosporium est donné à un genre de champignons appartenant au sous-

embranchement des Ascomycètes. La classification des champignons filamenteux du genre 

Cladosporium est présentée dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Taxonomie du genre Cladosporium 

Embranchement Eumycota 
Sous-embranchement Ascomycotina 
Classe Dothideomycetes 
Ordre Capnodiales 
Famille Cladosporiaceae 

 

Longtemps regroupés dans les Deutéromycètes, car exclusivement connus sous leur 

forme asexuée, ils sont désormais associés à leur forme téléomorphe comme Davidiella par 

exemple. Ce genre comporte un nombre d’espèces pas clairement défini en raison, 

probablement, de l’imprécision de la description morphologique. Ce nombre varie donc selon 

les auteurs. D’après (Ellis, 1971), ce genre comprendrait près de 43 espèces. 

4.2.3. Description morphologique 

Les Cladosporium possèdent un mycélium d’aspect velouté ou floconneux à 

croissance lente et généralement de couleurs vert olive à brun ou noire terne. La Figure 13 

présente l’aspect morphologique macroscopique d’une culture de Cladosporium.  

 

Figure 13 : Morphologie macroscopique d'une culture de Cladosporium sphaerospernum (milieu PDA, Medmyco, CC BY-

SA 4.0)  

Le thalle dématié présente un mycélium cloisonné. La Figure 14 présente l’aspect 

microscopique de conidiophores du genre Cladosporium. 
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Figure 14 : Schéma de la structure d'un conidiophore d’un Cladosporium (http://mycota-

crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?lang=eng&num=10&n=Cladosporium) 

Les conidiophores sont plus ou moins distincts du mycélium. Ils sont simples ou 

ramifiés, parfois à croissance sympodiale, géniculés ou non. Les conidies sont unicellulaires 

ou multicellulaires en chaînes acropétales ramifiées. Elles sont ovoides, elliptiques ou 

fusiformes et possèdent une paroi lisse ou rugueuse avec des cicatrices d’insertion foncées, 

souvent bien visibles. On parle de conidies « en bouclier ». 

4.3. Le genre Penicillium 

4.3.1. Historique 

Les Penicillium représentent avec les Aspergillus l’un des plus grands groupes de 

champignons filamenteux. Les Penicillium sont très répandus dans l'environnement ; Il 

n’existe que très peu d’habitats totalement dépourvus de ce genre. 

Décrit par Link en 1809, le genre Penicillium regroupe les champignons dont 

« Thallus e floccis caespitosis, septatis, simplicabus aut ramosis, fertilibus erectis apice 

penicillatis. Sporidia in apicibus penicillatis collecta ». Ce sont des contaminants alimentaires 

fréquents, mais certaines espèces sont utilisées par l’industrie agroalimentaire comme les 

espèces Penicillium roqueforti et Penicillium camemberti pour le fromage par exemple. 

D’autres ont marqué l’Histoire et notamment celle de la médecine. La découverte de la 

pénicilline par Fleming en 1928 à partir de l’espèce Penicillium notatum, et son utilisation en 

tant qu’agent antibactérien dans les années 1940, par exemple, a permis de soigner les 

infections des soldats, première cause de mortalité lors de la seconde guerre mondiale. Cette 
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découverte qui marquera le début de l’antibiothérapie moderne lui a valu, en 1945, le prix 

Nobel de médecine partagé avec Monsieur Florey et Monsieur Chain. 

 

Très peu d'espèces de ce genre sont incriminées en pathologie humaine. La gravité de 

l’incidence de ces champignons sur les aliments ou la santé humaine dépend avant tout de 

leur aptitude à produire ou non des métaboliques toxiques. 

4.3.2. Classification 

Le nom Penicillium est donné à un genre de champignons filamenteux appartenant au 

sous-embranchement des Ascomycètes. La classification des champignons filamenteux du 

genre Penicillium est présentée dans le Tableau 11. 

Tableau 11 : Taxonomie du genre Penicillium 

Embranchement Eumycota 
Sous-embranchement Ascomycotina 
Classe Plectomycetidae 
Ordre Eurotiales 
Famille Trichocomaceae 

 

Longtemps regroupés dans les Deutéromycètes, car exclusivement connus sous leur 

forme asexuée, ils sont désormais associés à leur forme téléomorphe Talaromyces et 

Eupenicillium. Le nombre d’espèces n’est pas clairement défini et varie selon les auteurs. 

D’après Visagie et al. (2014), ce genre comprendrait près de 354 espèces. Une première 

classification, basée sur les caractères macroscopiques et microscopiques et parfois complétée 

par des données physiologiques, a été proposée par Pitt pour répartir 137 espèces en quatre 

sous-genres : Aspergilloides, Penicillium, Biverticillium et Furcatum (1979). 

 

Bien que cette classification ait été utilisée au cours de nombreuses années, elle n’est 

plus, à ce jour, d’actualité. En effet, avec l’arrivée de la biologie moléculaire, le genre 

Penicillium a été divisé en 2 sous-genres, Aspergilloides et Penicillium, et 25 sections à partir 

de données phylogénétiques (Houbraken et al., 2014 ; Visagie et al., 2014). De plus, cette 

classification phylogénétique reste en perpétuelle évolution avec la découverte constante de 

nouvelles espèces et la création de nouvelles sections (Houbraken et al., 2016). 
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4.3.3. Description morphologique 

Les Penicillium possèdent un mycélium végétatif, d’aspect duveteux ou poudreux, à 

croissance rapide et constitué d’hyphes septés hyalins, peu colorés voire très colorés. Un 

aspect morphologique macroscopique d’une culture de Penicillium est présenté Figure 15.  

 

Figure 15 : Morphologie d'une souche de Penicillium sp. (milieu YES, collection MMS, Université de Nantes)  
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La Figure 16 présente l’aspect microscopique de conidiophores du genre Penicillium. 

 

Figure 16 : Schéma de la structure de conidiophores d’un Penicillium (http://mycota-

crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?num=33&n=Penicillium) 

Ils sont caractérisés par la présence de conidiophores dressés, plus ou moins ramifiés, 

et dont l’extrémité, appelée apex, se termine par des phialides. Ces phialides ampouliformes 

présentent une organisation en forme de « petits pinceaux » ou pénicilles ramifiés, 

organisation spécifique de ce genre. Selon leur degré de ramification, on parle de Penicillium 

monoverticillés, biverticillés ou triverticillés. Les conidies, produites en grand nombre par les 

phialides, sont disposées en longues chaînes et contribuent à donner à la tête conidienne un 

aspect en pinceau. Elles correspondent à des cellules rondes hyalines ou peu colorées. 

La classification des Penicillium selon Pitt différencie quatre sous-genres : 

Aspergilloides, Furcatum, Biverticillium et Penicillium.  

 

Figure 17 : Organisation des pinceaux de Penicillium (d’après http://www.univ-

brest.fr/esiabscientifique/Mycologie/Methodes+d'%C3%A9tudes/Identification+Penicillium) 
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Tout d’abord, les Penicillium subgenus Apergilloides sont monoverticillés, c'est-à-dire 

que les phialides sont directement implantés sur le conidiophore. On y retrouve les espèces les 

plus fréquentes telles que P. glabrum, P. spinulosum, P. restrictum par exemple. 

Ensuite, les Penicillium biverticillés, c'est-à-dire que les phialides sont implantés sur 

des métules eux-mêmes implantés sur le conidiophore, possèdent deux sous-genres : 

Furcatum et Biverticillium. Les Penicillium biverticillés subgenus Furcatum possèdent 2 à 5 

métules, leurs phialides sont ampouliformes et la croissance est supérieure ou égale à 10 mm 

de diamètre sur le milieu Glucose Nitrate Agar (G25N). On y retrouve les espèces comme 

P. citrinum, P. corylophilum, P oxalicum par exemple. Les Penicillium biverticillés subgenus 

Biverticillium possèdent plus de 5 métules avec une longueur des métules égale aux phialides 

et des phialides acérés. Sur milieu Czapek Yeast Extract (CYA), le mycélium est jaune ou 

rouge avec des exsudats en avers et des pigments au revers. Une croissance lente est 

caractéristique sur G25N (inférieure ou égale à 10 mm de diamètre). Les espèces les plus 

fréquentes sont P. purpurogenum, P. pinophilum, P. funiculosum par exemple. 

Enfin, les Penicillium subgenus Penicillium sont terverticillés, c'est-à-dire que les 

phialides se trouvent sur les métules qui sont, elles-mêmes, portées par des rameaux implantés 

sur le conidiophore. La croissance est importante sur G25N (18mm) et une croissance est 

observée à 5°C. Les espèces de ce groupe sont souvent des contaminants des produits 

agroalimentaires et sont souvent productrices de toxines. On y retrouve P. brevicompactum, 

P. chrysogenum, P. digitatum, P. expansum, P. griseofulvum, etc. (Pitt, 1985). 
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5. Exemple d’un bilan fongique d’un site de production de 
médicaments stériles injectables 

Un site industriel pharmaceutique a accepté de communiquer son bilan 

microbiologique de l’année 2015 concernant les champignons filamenteux (Figure 15).  

 

Figure 18 : Bilan microbiologique des identifications fongiques 2015 

Un total de 57 souches fongiques a été identifié sur l’année 2015. Sur ces 57 

champignons isolés, 23 souches ont été retrouvées dans la ZAC classée A, soit 40% et 34 

dans la ZAC classée B, soit 60% (Figure 19). 

 

Figure 19 : Répartition du nombre d'identification des souches fongiques en fonction des classes des ZAC 

Concernant les 23 souches de la ZAC classée A, 9 souches ont été retrouvées sur les 

gants opérateurs, soit 39% et 14 souches ont été retrouvées sur les environnements 

(prélèvements par sédimentation et volumétrie d’air), soit 61% (Figure 20).  
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Figure 20 : Répartition du nombre d'identification des souches fongiques de la classe A en fonction du lieu de 

prélèvement 

Concernant les 34 souches de la ZAC classée B, 15 souches ont été retrouvées sur les 

gants opérateurs, soit 44% et 19 souches sur les environnements (prélèvements par 

sédimentation et volumétrie d’air) , soit 56% (Figure 21). 

 

Figure 21 : Répartition du nombre d'identification des souches fongiques de la classe B en fonction du lieu de 

prélèvement 

D’une manière générale, sur ces 57 souches fongiques identifiées en 2015, 21 

correspondaient à des Penicillium (37%), 15 au genre Cladosporium (26%) et 6 souches à des 

Aspergillus (11%). Ces trois genres représentent donc à eux seuls près de 74% des 

champignons filamenteux identifiés sur ce site. Ce bilan d’identification fongique, spécifique 

à ce site industriel pharmaceutique, est donc bien en adéquation avec la vision plus large que 

peut avoir un sous-traitant spécialisé dans ce domaine, comme la société Eurofins IDmyk. 
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6. Synthèse 

Les genres les plus fréquemment rencontrés dans l’environnement industriel 

pharmaceutique sont au nombre de trois et représentent à eux seuls près de 70% de ces 

moisissures. Il s’agit du genre Aspergillus à hauteur de 26%, du genre Cladosporium à 

hauteur de 22% et du genre Penicillium à hauteur de 22% (Carlotti, 2014). De plus, un grand 

nombre d’entre eux est producteur de mycotoxines et/ou de substances pathogènes pour la 

santé de l’Homme et de substances délétères pour la qualité du médicament produit. En outre, 

les champignons filamenteux sont des organismes dont la complexité est connue et reconnue. 

 Lorsque l’un d’entre eux est découvert sur une zone de production, l’enjeu majeur 

pour le laboratoire de contrôle qualité est l’identification de cette moisissure avec un degré de 

précision et un niveau de confiance acceptables. Mais à ce jour, quelles méthodes 

d’identification des moisissures pourraient être applicables en routine pour le laboratoire de 

contrôle qualité d’un industriel pharmaceutique ? 

Pour répondre à cette problématique d’identification des champignons filamenteux à 

laquelle est soumise l’industrie pharmaceutique, plusieurs stratégies peuvent être envisagées. 

Elles reposent notamment sur l’étude de la morphologie et/ou du génome, protéome ou 

métabolome de l’individu. Ainsi, dans la partie III, quatre approches d’identification des 

champignons filamenteux vont être présentées : les approches phénotypiques, génomiques, 

protéomiques et métabolomiques. Afin d’illustrer cette troisième partie, nous nous 

intéresserons plus particulièrement au genre Penicillium. 
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Partie III : Méthodes d’identification 
fongique et application dans un contexte 

industriel pharmaceutique 
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1. Approches phénotypiques 

1.1. Description morphologique et physiologique 

L’approche classique d’identification des champignons filamenteux est basée sur 

l’observation morphologique de ces derniers. Par le passé, cette description occupait une 

place centrale dans la taxonomie. Elle correspond notamment à l’architecture physique avec 

laquelle un organisme fonctionne et s’adapte à son environnement. Quelques aspects 

physiques d’un mycélium peuvent cependant être imputés de manière spécifique à 

l’environnement immédiat sur lequel le champignon évolue. Par conséquent, la caractérisation 

d’une même souche au sein d’un laboratoire peut être différente en fonction des conditions de 

culture (milieux, température, lumière, humidité,…). Ces effets peuvent être minimisés en 

utilisant un protocole standardisé pour le milieu de culture, la méthode de repiquage ainsi que 

les conditions d’incubation. La première étape de cette description morphologique consiste en 

l’observation macroscopique. 

1.1.1. Caractères macroscopiques 

Les critères macroscopiques reposent sur l’observation et la description des mycéliums 

in vitro après 3 à 7 jours d’incubation sur des milieux usuels – Malt Extract Agar (MEA) ou 

Potato Dextrose Agar (PDA), par exemple – ou spécifiques – Czapek par exemple. Un certain 

nombre de critères peuvent être décrits comme l’aspect ou la texture du mycélium, sa 

topographie ou relief ainsi que sa couleur. Tout d’abord, la texture peut être décrite avec 

quatre adjectifs : un mycélium aérien abondant sera qualifié de texture « laineuse », un 

mycélium aérien court sera qualifié de « duveteux », un mycélium aérien produisant de 

nombreuses conidies sera qualifié de « poudreux » et enfin, un mycélium aérien peu abondant 

avec une surface lisse sera qualifié de « glabre ». La topographie du mycélium peut être 

qualifiée de « plane », « surélevée », « cérébriforme » ou encore « avec des stries radiales ». 

L’observation de la couleur du mycélium est effectuée d’une part en avers et d’autre part en 

revers. La présence de pigments diffusibles doit être notifiée. Un mycélium brun, gris ou noir 

sera qualifié de « dématié ». Un mycélium de couleur claire voire transparent sera qualifié de 

« hyalin ».  

1.1.2. Caractères physiologiques 

Cette description macroscopique peut être complétée par les caractéristiques 

physiologiques afin de discriminer des espèces macroscopiquement similaires. Lors de cette 
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étape, la vitesse de croissance peut être évaluée en fonction du diamètre du mycélium à sept 

jours. Un diamètre du mycélium à 7 jours supérieur ou égal à 3 cm permettra de qualifier la 

vitesse de croissance « rapide ». Un diamètre du mycélium à 7 jours entre 1 et 3 cm permettra 

de qualifier la vitesse de croissance « modérée ». Un diamètre du mycélium à 7 jours inférieur 

ou égal à 1 cm permettra de qualifier la vitesse de croissance « lente ».  

Des paramètres importants, pouvant influés sur les différents caractères 

macroscopiques et physiologiques présentés ci-dessus, sont à prendre en compte lors de cette 

étape de description macroscopique comme, par exemple, le milieu de culture, la luminosité, 

l’humidité ainsi que la température d’incubation. 

1.1.3. Caractères microscopiques 

Les critères microscopiques sont fondés sur l’aspect morphologique des différentes 

structures du champignon : le thalle, les hyphes, les conidiophores, les conidies et les organes 

de fructification.  

Les caractères morphologiques des hyphes, leur couleur, la présence ou non de 

cloisons ainsi que leur diamètre approximatif peuvent être décrits. Un hyphe sera considéré 

comme « large » si son diamètre est supérieur à 4 µm ou « étroit » si son diamètre est 

inférieur à 4 µm. La couleur, la taille ainsi que la forme des conidiophores peuvent être 

décrits. Ils peuvent être absents, simples ou ramifiés. La structure et la disposition des 

conidies sont à décrire également. La couleur, la taille ainsi que la forme sont prises en 

compte. Elles peuvent être uni- ou pluricellulaires, solitaires, en amas ou en chaînes, de forme 

ronde, ovale / ampouliforme ou en massue, par exemple. Les études microscopiques sont 

réalisées à partir d’un échantillon monté entre lame et lamelle dans une goutte d’eau ou de 

colorant (Rouge Congo, bleu coton, par exemple). 

Une illustration d’une approche phénotypique standardisée est la méthode pour 

l’identification des espèces du genre Penicillium mise en place par Pitt en 1988. 

1.2. Méthode de PITT 

Un certain nombre de méthodes ont vu le jour afin d’identifier les espèces au sein de 

genre spécifique. C’est le cas, par exemple, de la classification de Pitt pour identifier les 

Penicillium (1988). Elle est basée, d’une part, sur les caractères morphologiques, et, d’autre 

part, sur les caractères physiologiques. Ainsi, cette méthode s’appuie sur la ramification des 

conidiophores ainsi que sur la croissance des Penicillium sur différents milieux de culture et à 
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différentes températures d’incubation. La méthode consiste, en effet, à réaliser une incubation 

de l’espèce à identifier pendant sept jours sur trois milieux de culture différents, à savoir, 

CYA, MEA et G25N. Ces échantillons sont incubés à différentes températures présentées 

dans le Tableau 12. 

Tableau 12 : Températures d'incubation en fonction des milieux de culture pour l’identification des Penicillium par la 

méthode de PITT 

Méthode de PITT 
Milieux Températures d’incubation (°C) 
CYA 5 25 37 
MEA - 25 - 
G25N - 25 - 

 

Ainsi, la méthode de Pitt nécessite cinq échantillons : un total de trois échantillons est 

mis en incubation sur un milieu CYA aux températures de 5, 25 et 37°C. Un échantillon est 

mis en incubation à 25°C sur un milieu MEA. Enfin, un cinquième et dernier échantillon est 

mis en incubation à 25°C sur un milieu G25N. L’ensemencement de ces milieux est réalisé en 

trois points à partir d’une suspension de spores dans de l’eau/tween 0,01%. Au terme de ces 

sept jours d’incubation, trois facteurs sont évalués : il s’agit de la mesure de la croissance 

radiale, des observations macroscopiques et des observations microscopiques. 

Les critères d’observations microscopiques sont les suivants : 

• L’organisation des pinceaux et notamment le nombre de ramifications entre les 

conidies et le conidiophore sur le milieu CYA (cf. Figure 17) ; 

• Le nombre de métules par conidiophore ; 

• La longueur et la forme des phialides : ampouliforme ou acéré (aiguille de pin) 

• Les conidies (forme, ornementation, etc). 

Le Tableau 13 résume les différences entre les sous-genres de Penicillium selon la 

méthode de Pitt. 
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Tableau 13 : Résumé des différences entre les sous genres de Penicillium selon la méthode de PITT 

Genre Penicillium 
Sous-Genre Aspergilloïdes Furcatum Biverticillium Penicillium 
Nb de ramifications 
(conidies/conidiophore) 

Monoverticillé Biverticillé biverticillé triverticillé ou 
tétraverticillé 

Nb de métules par 
conidiophore 

- <5 >5 - 

Longueur phialides - < aux métules égale aux métules - 
Forme phialides - Ampouliforme acérée - 
Croissance sur G25N - Importante Lente importante 
Exemples d’espèces P. glabrum,  

P. spinulosum, 
P. restrictum 

P. citrinum,  
P. corylophilum,  
P oxalicum 

P. purpurogenum, P. 
pinophilum,  
P. funiculosum 

P. brevicompactum, P. 
chrysogenum,  
P. expansum,  
P. griseofulvum 

 

Ainsi, la méthode de Pitt permet une identification de la souche isolée au niveau du 

sous-genre de Penicillium. Elle donne donc une orientation mais ne permet pas d’aller plus 

loin et notamment à l’espèce. Pour cela, la biologie moléculaire reste nécessaire. 

1.3. Intérêts et limites 

L’étude des caractères morphologiques nécessite peu de matériels et permet une bonne 

identification au genre. De simples boîtes de milieu de culture, des lames, du ruban adhésif, 

un microscope ainsi qu’un incubateur sont nécessaires. La documentation est aisée avec les 

systèmes de microscopes intégrant un appareil photographique. Elle est donc simple, rapide et 

peu coûteuse en matériels et réactifs.  

Si l’identification au genre est assez aisée, elle reste, cependant, subjective et nécessite 

les compétences d’un mycologue expérimenté et qualifié. Elle reste, également, peu 

discriminante et il est difficile de différencier des espèces au sein d’un même genre. Le 

polymorphisme ainsi que la polychromie des champignons selon les conditions 

environnementales de croissance ne simplifient pas leur identification. Enfin, le nombre 

toujours croissant d’espèces nouvellement décrites complexifie également cette approche. Les 

difficultés associées à l’identification des espèces de Penicillium, par exemple, ont donné lieu 

à de nombreuses identifications erronées (Fischer et al., 2003). 

Ainsi, cette méthode longue et fastidieuse, souvent imprécise, est incompatible avec 

les exigences croissantes des textes réglementaires de l’industrie pharmaceutique. Cette 

approche phénotypique dite « classique » n’est donc plus suffisante. 
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2. Approches génomiques 

2.1. Principe général 

Comme les caractéristiques morphologiques de l’approche phénotypique sont parfois 

insuffisantes pour identifier un champignon, de nouvelles stratégies ont été développées. Elles 

utilisent des techniques d’identification moléculaire basées sur l’étude des séquences d’un 

gène, appelé unilocus, d’un fragment d’ADN défini, tel qu’un intron ou un espaceur, ou de 

plusieurs gènes, appelés multiloci (Verscheure et al., 2002). Ces méthodes sont universelles et 

permettent d’étudier le polymorphisme afin de discriminer les espèces et les genres des 

champignons.  

Le séquençage de l’ADN consiste à déterminer la succession de nucléotides 

composant l’ADN. Tout d’abord, l’extraction des acides nucléotidiques à partir d’un 

mycélium est nécessaire. Ensuite, une amplification du ou des marqueurs moléculaires 

d’intérêts est réalisée par PCR à l’aide d’amorces universelles complémentaires des séquences 

d’ADN et situées juste en amont de la zone à séquencer. La particularité du séquençage 

consiste en l’utilisation de nucléotides légèrement différents, les didésoxyribonucléotides 

ddNTP présents en faible nombre dans le milieu de réaction alors que les 

désoxyribonucléotides dNTP sont en grande quantité. Lorsque l’ADN polymérase utilise un 

ddNTP au lieu d’un dNTP, la synthèse du brin s’arrête. L’incorporation aléatoire de ddNTP 

permet d’obtenir des fragments d’ADN de taille variable. Les ddNTP sont incorporés, 

marqués par 4 fluorochromes différents. Les fragments d’ADN obtenus sont de longueurs 

différentes ; le séquenceur sépare les fragments d’ADN selon leur taille par chromatographie. 

Les systèmes actuels détectent la florescence des 4 nucléotides à partir de la même colonne. 

Le résultat est présenté sous forme d’électrophorégramme. Enfin, l’alignement des séquences 

obtenues est effectué, soit graphiquement, soit par texte, c'est-à-dire que les séquences écrites 

en ligne sont alignées et comparées à des séquences déjà présentes dans des banques de 

données accessibles sur Internet (NCBI GenBank, par exemple). On peut ainsi obtenir des 

BLAST, c’est-à-dire des comparaisons avec les séquences les plus proches et l’identification 

qui correspond, rendus avec un pourcentage d’homologie (Altschul et al., 1990). 

2.2. Marqueurs moléculaires d’intérêts 

Les régions du génome utilisées pour l’identification par séquençage moléculaire sont 

appelées marqueurs moléculaires. Elles doivent remplir deux conditions : (1) être ubiquistes, 

c’est-à-dire présentes chez tous les taxons étudiés et (2) contenir une région variable 
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spécifique de chaque espèce et encadrée par deux séquences conservées chez la plupart des 

champignons (Figure 22). 

 

Figure 22 : Comparaison de séquences variables de trois espèces distinctes (d’après takween.com) 

La comparaison des séquences des régions variables des différents isolats retrouvés 

dans l’environnement permet de conclure sur l’identification à l’espèce de ces derniers. Chez 

les champignons filamenteux, les marqueurs moléculaires utilisés sont les gènes, ou les 

séquences intergéniques, présents sur le génome nucléaire. Il existe deux types de séquences 

utilisées pour l’identification moléculaire des champignons : (1) les gènes codant pour les 

ARN ribosomiques et (2) les gènes codant pour les protéines nucléaires. 

2.2.1. Les gènes de l’ARN ribosomique 

L’ARN ribosomique est le marqueur d’intérêt le plus connu et le plus fréquemment 

ciblé pour l’identification des champignons. Il possède effectivement l’avantage d’être présent 

chez tous les êtres vivants puisqu’il constitue un élément fondamental dans le mécanisme de 

traduction de l’ARNm en protéine. 

Chez les champignons, les gènes codant pour les ARN ribosomiques sont au nombre 

de quatre ; le gène codant pour l’ARN ribosomique 18 S, qui est constitutif de la petite sous-

unité du ribosome également appelée sous unité ribosomique 40S ou nuclear-Small SubUnit 

(nuc-SSU), et les gènes codant pour les ARN ribosomiques 5S, 5,8S et 28S, qui sont 

constitutif de la grande sous-unité du ribosome également appelée sous unité ribosomique 60S 

ou nuclear-Large SubUnit (nuc-LSU). 

Ces gènes sont organisés en groupe d’unités répétées et séparées par les séquences 

Inter Genic Spacer (IGS). A l’intérieur de chaque unité, les gènes 18 S et 5,8 S sont séparés 

par les séquences Internal Transcribed Spacer de type 1 (ITS1) et les gènes 5,8 S et 28 S sont 

séparés par les séquences ITS2. La Figure 23 présente l’organisation des gènes codant pour 

l’ARN ribosomique nucléaire. 
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Figure 23 : Organisation des gènes codant les ARN ribosomiques et des régions intergéniques chez les champignons et 

présentant un intérêt pour l’identification moléculaire 

Généralement, les séquences des gènes codant pour les ARNr 18S, 28S, 5S et 5,8S 

sont hautement conservées au niveau des phyla, familles et genres. En revanche, les 

séquences ITS et IGS sont beaucoup plus polymorphes (Berbee et Taylor, 2001). Les 

séquences ITS présentent notamment des variations interspécifiques importantes alors que les 

séquences IGS présentent une variabilité intraspécifique élevée. Ainsi, les séquences utilisées 

pour l’identification moléculaire sont donc les séquences 18S, 28S et ITS.  

Les gènes nuc-SSU et nuc-LSU présentent une taille importante comprenant 

respectivement 1800 et 3200 pb (Neefs et al., 1993). Par conséquent, seule une petite partie 

de ces séquences, également appelées séquences partielles, est utilisée en identification. Il 

s’agit des 900 premières bases de la partie 5’ du gène nuc-LSU et de 1150 pb pour le gène 

nuc-SSU. 

La séquence ITS, quant à elle, est la région d’ADN la plus largement utilisée pour la 

phylogénie des champignons. En effet, il est actuellement référencé près de 150 000 

séquences d’ITS fongiques dans les bases de données (Damon et al., 2010). Cette séquence 

comprend les régions ITS1, ITS2 et le gène 5,8S. Sa taille varie de 600 à 700 pb 

(Mouhamadou et al., 2008). En raison de son haut degré de variation par rapport aux gènes 

nuc-LSU et nuc-SSU, la région ITS contient les marqueurs permettant la caractérisation et 

l’identification moléculaire des espèces fongiques (Schoch et al., 2012). 

Cependant, il arrive parfois que ces régions ITS, utilisées seules, ne soient pas assez 

variables pour permettre une distinction des espèces. Par exemple, il n’est pas possible de 

différencier certaines espèces comme Aspergillus tamarii, A. nomius et A. flavus (Tam et al., 

2014). Dans ces situations, il faut alors avoir recours à d’autres gènes. 
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2.2.2. Les gènes codant pour les protéines nucléaires 

Les protéines nucléaires possèdent des rôles importants au niveau cellulaire. Les 

séquences codant ces protéines sont donc généralement soumises à de fortes contraintes 

fonctionnelles. Par conséquent, les mutations sur ces séquences sont rares, ce qui en fait un 

avantage par rapport aux séquences d’ARNr pour les analyses phylogénétiques. Les gènes les 

plus utilisés sont ceux qui codent pour la β-tubuline, les ARN polymérases de type II (RPB2), 

le facteur d’élongation TEF 1, l’actine ainsi que la calmoduline (Hibbett et al., 2007). Ce sont 

des séquences composées d’une quantité plus importante d’introns ce qui explique qu’elles 

soient plus variables que l’ADN ribosomal. Ces séquences offrent donc des informations 

additionnelles pour permettre la distinction d’espèces très proches. 

Le gène codant pour la β-tubuline, protéine d’environ 55 kDa, reste très conservé au 

cours de l’évolution. Cette protéine est, en effet, essentielle au bon fonctionnement de la 

machinerie cellulaire des eucaryotes lors de la mitose (Einax et Voigt, 2003). Ce gène peut 

être présent en plusieurs copies dans le génome (Keeling et al., 2000) et possède une taille 

variant d’environ 700 à 2000 pb due à la présence de nombreux introns (Corradi et al., 2004). 

Les gènes RPB1 et RPB2 codent pour les deux grandes sous-unités de l’ARN 

polymérase de type II. Ils codent plus particulièrement les domaines catalytiques de cette 

enzyme ce qui lui confère la propriété de posséder des domaines conservés utilisés en 

phylogénie chez les eucaryotes (Stiller et Hall, 1999 ; Liu et Hall, 2004). Chez les 

champignons, la séquence partielle du gène RPB2, d’environ 1100 pb, est utilisée pour leur 

identification et la phylogénie moléculaire (Binder et al., 2010).  

Le gène du facteur d’élongation TEF-1α code pour une protéine qui contrôle le taux et 

la fidélité de la synthèse protéique. Il est généralement présent en une copie unique dans le 

génome des champignons (Baldauf, 1999). 

Le gène codant pour l’actine, protéine d’environ 42 kDa, reste très conservé au cours 

de l’évolution. Cette protéine entre, en effet, dans la structure du cytosquelette des cellules. 

Ce gène est présent en une copie unique dans le génome (Tarkka et al., 2000). 

 



 

65 

2.2.3. Exemples d’identifications de champignons filamenteux en environnement 

industriel pharmaceutique  

Afin d’illustrer cette approche, trois échantillons de champignons filamenteux issus de 

l’environnement industriel pharmaceutique ont été identifiés par séquençage moléculaire 

unilocus du gène codant pour l’ARNr 28S (Figure 24).  

 

Figure 24 : Séquences du gène codant l'ARNr 28S obtenues à partir de trois échantillons d’environnements industriels 

pharmaceutiques. A, échantillon n°1 ; B, échantillon n°2 ; C, échantillon n° 3.  

Ces séquences ont ensuite été comparées à des séquences de référence à l’aide d’une 

analyse BLAST sur NCBI. Les résultats sont présentés Figure 25. Les souches de référence, 

qui possèdent les plus fortes homologies avec la séquence de l’échantillon, sont présentés par 

ordre décroissant du pourcentage d’homologie (%_Match). 
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Figure 25 : Résultats des comparaisons de séquences d’ARNr28S obtenus pour les trois échantillons d’environnements 

industriels pharmaceutiques. A, échantillon n°1 ; B, échantillon n°2 ; C, échantillon n° 3.  

Avec une homologie égale à 100% avec une seule séquence de référence et avec des 

homologies inférieures ou égales à 98,8 % pour les autres séquences de référence, 

l’échantillon n°1 a été identifié comme correspondant à l’espèce Penicillium brevicompactum. 

Le séquençage moléculaire unilocus du gène codant l’ARN 28S pour cet échantillon semble 

ici suffisant mais ce n’est pas toujours le cas. 

En effet, si l’on s’intéresse à l’échantillon n°2, avec des homologies égales à 100% 

pour deux séquences de référence différentes, la souche n°2 peut être identifiée comme étant 

Penicillium chrysogenum ou Penicilium rubens. L’identification sur la base du séquençage du 

gène 28S ne semble donc pas suffisante et un doute subsiste quant à l’identification précise du 

champignon. 

Avec des homologies égales à 100% avec quatre séquences de référence différente, 

l’échantillon n°3 peut correspondre à Penicillium commune, P. polonicum, P. tricolor ou 

P. griseofulvum. Comme pour l’échantillon n°2, il est difficile, sur la base de ce séquençage, 

de proposer une identification fiable pour l’échantillon n°3. 



 

67 

Les résultats des comparaisons des séquences obtenues pour les échantillons n°2 et n°3 

démontrent donc les limites du séquençage moléculaire unilocus. Afin de compléter ces 

résultats, les trois échantillons de champignons filamenteux issus de l’environnement 

industriel pharmaceutique ont été identifiés par séquençage moléculaire unilocus du gène 

codant pour la β-tubuline. Les résultats sont présentés Figure 26. 

 

Figure 26 : Résultats des comparaisons de séquences de β-tubuline obtenus pour les trois échantillons d’environnements 

industriels pharmaceutiques. A, échantillon n°1 ; B, échantillon n°2 ; C, échantillon n° 3.  

Avec des homologies supérieures ou égales à 97,59% pour trois séquences de 

référence d’espèce identique et avec des homologies inférieures ou égales à 88,8 % pour les 

autres séquences de référence d’espèces différentes, l’identification de l’échantillon n°1 

semble correspondre à Penicillium brevicompactum. Le séquençage moléculaire unilocus du 

gène codant la β-tubuline vient donc confirmer la première identification (séquençage 28S) 

écartant le risque d’identification erronée. 

Avec des homologies égales à 100% avec deux séquences de référence d’espèce 

identique et avec des homologies inférieures ou égales à 98,54 % pour les autres séquences de 
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référence d’espèces différentes, l’échantillon n°2 semble correspondre à 

Penicillium chrysogenum. L’analyse complémentaire de ces deux séquençages - ARNr 28S / 

β-tubuline - permet donc de conclure sur Penicillium chrysogenum. 

Enfin, avec des homologies égales à 100% avec une séquence de référence et avec des 

homologies inférieures ou égales à 96,42 % pour les autres séquences de référence d’espèces 

différentes, l’échantillon n°3 peut être identifié comme Penicillium griseofulvum. L’analyse 

complémentaire de ces deux séquençages - ARNr 28S / β-tubuline - permet de conclure que 

cette souche semble appartenir à l’espèce Penicilium griseofulvum. Ces analyses montrent 

bien qu’une identification multiloci permet donc de fiabiliser les résultats d’identification par 

biologie moléculaire. 

2.2.4. Synthèse 

Depuis maintenant près de 20 ans, les méthodes moléculaires ont connu un essor 

considérable dans la taxonomie des champignons filamenteux. Les séquences des gènes 

codant les ARN ribosomiques (18S, 28S) ainsi que les régions intergéniques non transcrites 

de ces gènes (ITS1 et ITS2) ont été très utilisées en phylogénétique pour distinguer les 

espèces fongiques. C’est pourquoi, une analyse unilocus, à l’aide de l’un de ces deux types de 

marqueurs, permet une bonne identification au genre (Carlotti, 2014). Par ailleurs, la 

combinaison des deux régions ITS (ITS1/ITS2) permet d’obtenir de meilleurs résultats 

d’identification que l’utilisation de l’une ou de l’autre séparées (ITS1 ou ITS2). C’est 

pourquoi, les régions intergéniques ITS1-ITS2 combinées, ont été proposées comme « code 

barre de la vie » pour les espèces animales, les plantes et les champignons (Schoch et al., 

2012). En revanche, il n’y a pas, à l’heure actuelle, de consensus sur un marqueur universel 

(unilocus). De plus, certaines espèces de genres importants pour l’industrie pharmaceutique, 

comme Aspergillus, Penicillium ou encore Cladosporium par exemple, ne peuvent pas être 

différenciés uniquement avec ces marqueurs seuls (Schubert et al., 2007 ; R. Samson et al., 

2004 ; Geiser et al., 2007). L’identification plus précise à l’espèce nécessite l’utilisation 

d’autres marqueurs d’intérêts (Schoch et al., 2012). Parmi eux, les gènes constitutifs ou 

« House Keeping Genes », codant principalement pour des protéines essentielles aux 

fonctions cellulaires de base, varient selon les groupes fongiques, les genres voire les espèces. 

Les gènes codant pour le facteur d’élongation TEF1α, l’actine, la β-tubuline, les différentes 

sous-unités des ARN polymérases en sont des exemples (Tableau 14). 
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Tableau 14 : Principaux marqueurs fongiques disponibles dans les bases de données en 2009 (d'après Begerow et al. 

2010 modifié) 

Marqueurs fongiques Nombre de séquences disponibles 
ITS incluant 5,8S 147 042 

SSU 136 588 
LSU 115 228 

β-tubuline 14 921 
Actin 4 124 
RPB2 8 316 
EF1α 7 235 

 

Cette approche « multiloci », basée sur la comparaison simultanée de plusieurs 

marqueurs d’intérêts, permet de pallier aux limitations des approches unilocus. Ainsi, la 

distinction fiable et précise des espèces est améliorée dans de nombreux cas (Carlotti, 2014).  

2.3. Intérêts et limites 

Cette technique apparait comme intéressante, particulièrement lorsqu’elle s’affranchit 

de l’étape de repiquage qui est chronophage dans les méthodes classiques. Le travail à partir 

d’une culture jeune et pure permet un important gain de temps dans l’identification du 

champignon. Elle s’applique à tous les champignons, y compris ceux ne sporulant pas, grâce à 

des banques de données bien développées. Une analyse unilocus à l’aide de marqueur comme 

l’ARNr 28S ou l’ITS1 et 2 permettra une bonne identification au genre (Carlotti, 2014).  

Parmi les inconvénients, cette méthode d’identification nécessite la comparaison à des 

séquences de référence. Il existe deux types de banques de données moléculaires : privées et 

publiques. La consultation d’une banque de données privée engendre un coût supplémentaire 

alors que la banque de données publique, libre d’accès par définition, est incrémentée par 

toute la communauté scientifique. Il existe donc un risque que des séquences de marqueurs 

d’intérêts erronées ou incorrectement identifiées soient déposées pouvant ainsi entraîner des 

mauvaises identifications des souches isolées. Ces collections publiques, comme GenBank 

(NCBI) par exemple, sont donc des outils essentiels pour l’identification mais celles-ci 

peuvent s’avérer très compliquées pour un personnel technique non qualifié ou inexpérimenté 

pour ces techniques (Kõljalg et al., 2013 ; Schoch et al., 2014). Il devra donc garder un regard 

critique par rapport à l’ensemble des informations collectées.  
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L’amplification par PCR peut également présenter quelques difficultés. Le risque de 

contamination entre les échantillons, l’extraction préalable délicate et lente mais nécessaire 

ainsi que la nécessité d’un personnel qualifié font partie des limites de cette approche.  

Elle représente, pour le laboratoire de l’industriel pharmaceutique, un coût plus 

important en raison des investissements lourds comme les équipements ou les réactifs onéreux 

par rapport à une simple identification morphologique.  

Par ailleurs, il arrive parfois que l'alignement des séquences obtenues avec celles 

présentes dans les bases de données ne permettent pas de donner de résultats francs sur un 

nom d'espèce. En effet, les séquences amplifiées ne sont pas assez spécifiques et donc non 

discriminantes.  

Enfin, une bonne connaissance de la mycologie reste cependant requise et nécessaire, 

notamment sur la taxonomie fongique ne serait-ce que pour gérer les noms des formes 

téléomorphes et anamorphes d’une même espèce. 

Ainsi, l’identification des souches fongiques par l’approche génomique n’est viable 

que si elle fait l’objet d’une sous-traitance auprès de laboratoires spécialisés quand le 

laboratoire de contrôle qualité de l’industriel pharmaceutique ne possède pas ces compétences 

et/ou ces techniques. Il existe de nombreux laboratoires spécialisés dans l’identification des 

microorganismes comme les sociétés Eurofins IDmyk, ACM Pharma et CARSO 

Pharmaceutique, par exemple. 

3.  Approches protéomiques 

3.1. Définitions 

La protéomique consiste en « l’étude de l’ensemble des protéines exprimées dans un 

organite, une cellule, un tissu, un organe ou un organisme à un temps donné et dans des 

conditions données » (Kenyon et al., 2002). L’approche protéomique permet d’identifier, de 

quantifier ainsi que de caractériser les protéines (Patterson et Aebersold, 2003). L’ensemble 

de ces protéines est nommé protéome. 

L’analyse protéomique est une étude dynamique : un génome peut conduire à 

plusieurs protéomes différents. Un certain nombre de facteurs peuvent être à l’origine de ce 

phénomène comme, par exemple, les modifications post-traductionnelles liées au stress 

environnemental pour les souches fongiques (Patterson et Aebersold, 2003). 
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On peut distinguer deux grands types d’analyse protéomique : la protéomique 

descriptive s’intéressant aux protéines, à leur niveau d’expression, à leur localisation ainsi 

qu’à leurs modifications post-traductionnelles et la protéomique fonctionnelle, quant à elle, 

qui s’intéresse aux interactions et aux activités des protéines. L’identification des protéines 

fait donc appel à la protéomique descriptive et plus particulièrement à la protéomique 

qualitative en se concentrant sur les protéines constamment exprimées et très abondantes 

telles que les protéines ribosomiques. Un certain nombre de méthodes ont été décrites 

(Porquet, 2004). 

L’une de ces méthodes, qui a connu un essor considérable dans le domaine de la 

biologie et qui a émergé pour l’identification des microorganismes, est basée sur l’analyse du 

protéome par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Mermet, 2013).  

3.2. Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

3.2.1. Principe 

La spectrométrie de masse est une technologie datant du début du XXe siècle. Elle 

consiste à séparer et identifier des molécules selon leur masse et leur charge.  

Le spectromètre de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionisation) est un spectromètre utilisant une source d’ionisation laser assistée par 

une matrice et un analyseur à temps de vol (Time Of Flight, TOF). Cette technique permet 

d’ioniser des molécules de grande taille, peu volatiles et sensibles à la chaleur sans les 

dégrader. Elle s’applique aux biomolécules plus fragiles comme les protéines microbiennes. 

Le dépôt est soumis à de nombreux tirs laser à l’intérieur de l’appareil qui conduit à 

l’ionisation des protéines. Les ions sont ensuite séparés par des champs électriques d’après 

leur masse et leur temps de vol dans le tube à vide de l’instrument. Le résultat est l’obtention 

d’un spectre (série de pics) prenant en compte l’intensité des pics (quantité de protéines 

présentes) et la masse (exprimée en rapport masse sur charge ou m/z).  
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3.2.2. Désorption Ionisation 

Le principe d’ionisation par la technique MALDI est présenté en Figure 27.  

 

Figure 27 : Principe d'ionisation par la technique MALDI (https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9sorption-

ionisation_laser_assist%C3%A9e_par_matrice) 

Un laser U.V., de 337 nm de longueur d’onde, est pulsé en direction de la cible. La 

matrice, ayant une grande réactivité pour l’absorption de la lumière U.V., absorbe l’énergie du 

laser protégeant ainsi les molécules protéiniques de la dégradation. L’énergie du laser produit 

deux phénomènes : (1) la désorption c’est-à-dire la vaporisation de la matrice libérant les 

protéines, (2) le transfert des protons de la matrice à l’analyte qui s’ionise. L’analyte (en vert) 

est cristallisé dans la matrice (en violet). 

Les protéines ont des groupements accepteurs de protons et sont ionisées positivement. 

Cette réaction est présentée ci-dessous : 

R-NH2 + H+  R-NH3
+ 

3.2.3. Spectrométrie à temps de vol 

La spectrométrie à temps de vol est une technique séparant les substances ionisées en 

fonction de leur charge et de leur poids moléculaire. La séparation se fait entre une anode et 

une cathode dirigeant ainsi les molécules ionisées vers l’électrode portant la charge inverse 

des ions à analyser. Les ions passent ensuite à travers un champ électrique de force connue 

accélérant leur progression. Le spectromètre mesure le temps que mettent les différents ions à 

atteindre le détecteur. Les grosses molécules mettent plus de temps que les petites molécules. 

Elles sont donc séparées en fonction de leur m/z. Le principe de cette technique est présenté 

Figure 28. 
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Figure 28 : Principe TOF (http://images.google.fr/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fbiochimiedesproteines)  

 Le détecteur traduit l’impact des ions en signal. Ces informations enregistrées sont 

ensuite envoyées à l’analyseur qui va traiter les données et les présenter sous forme de 

spectre. 

3.2.4. Spectre de masse 

Les données enregistrées sont, tout d’abord, calculées afin de transposer les résultats 

dans un spectre où chaque pic correspond à un type de molécule. L’axe des ordonnées 

représente l’intensité relative du signal et l’axe des abscisses indique le rapport m/z. Un 

exemple classique de spectre obtenu en spectrométrie de masse MALDI-TOF est présenté 

Figure 29. 

 

Figure 29 : Spectre généré lors d’une analyse MALDI-TOF (d’après BioMérieux) 
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3.3. Application à l’identification des champignons 

L’intérêt de la spectrométrie de masse MALDI-TOF dans la discrimination d’espèces 

fongiques, dont celles du genre Penicillium, n’a été exploré que dans les années 2000 (Amiri-

Eliasi et Fenselau, 2001 ; Welham et al., 2000 ; Valentine et al., 2002). Dans une étude 

réalisée en 2005, Chen et Chen ont rapporté la capacité à discriminer six espèces de 

Penicillium sur la base de leur empreinte protéique (Chen et Chen, 2005). De la même 

manière, Hettick et al. en 2008, ont rapporté la capacité à discriminer douze espèces de 

Penicillium, soit deux fois plus (Hettick et al., 2008). Un exemple de cette étude est illustré 

Figure 30. Elle représente les empreintes spectrales brutes obtenues par spectrométrie de 

masse MALDI-TOF à partir de quatre espèces fongiques appartenant au genre Penicillium.  

 

Figure 30 : Empreintes spectrales obtenues à partir de quatre espèces fongiques différentes (adapté d'après Hettick et 

al., 2008) 

On observe des pics communs à l’ensemble de ces quatre spectres, entourés en rouge, 

illustrant le partage d’une, et parfois plusieurs, protéine(s) commune(s). Ces protéines, 

présentes quelle que soit l’espèce, sont donc spécifiques du genre du champignon filamenteux 

et peuvent être considérées comme des marqueurs du genre. On observe également des pics 
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spécifiques à chaque spectre, entourés en vert, permettant de différencier les espèces. Ces 

protéines pourraient donc être spécifiques à ces dernières et permettent de discriminer les 

quatre espèces de Penicillium. Ainsi, chaque spectre, ou empreinte protéique, sera différent(e) 

d’un genre à l’autre et d’une espèce à l’autre : il est spécifique à l’espèce recherchée.  

Dès lors, on comprend bien que cette approche, permettant de discriminer les espèces 

sur la base de leur empreinte spectrale protéique MALDI, a intéressé les industriels dans le 

développement et la mise au point d’outils d’identification adossés à leurs instruments 

d’analyse. En effet, les données spectrales obtenues peuvent être utilisées comme empreinte 

de chaque champignon isolé et comparées à des spectres de masse pour lesquels les identités 

des champignons sont connues. Ces alignements de spectres, par analogie en quelque sorte 

avec les alignements de séquences ADN; pourraient permettre d’obtenir des scores 

d’homologie et ainsi traduire une certaine proportion d’identité commune entre le 

champignon à identifier et les champignons de référence dont les données spectrales sont 

déposées dans des bases de données (payantes ou privées et développées en interne).  

Cette approche a d’ailleurs été développée et optimisée par BioMérieux sous la forme 

d’un logiciel de retraitement des données équipant le spectromètre de masse Vitek© MS dans 

un but d’identification des microorganismes sur la base de leur empreinte spectrale. Ainsi, 

chaque isolat analysé obtient un niveau de confiance attribué à chaque identification en raison 

de la variabilité intra espèce (Figure 31). 

 

Figure 31 : Exemple de niveau de confiance fournit par le Vitek© MS Biomérieux 

Après analyse, si le logiciel propose une seule identification avec un pourcentage de 

probabilité compris entre 60 et 99,9%, le niveau de confiance est bon. L’espèce identifiée 

correspond bien à l’espèce recherchée. Si le logiciel propose plusieurs choix d’identification 

avec un pourcentage de probabilité réparti de façon équitable entre les différents choix, le 

niveau de confiance est faible. Ainsi, d’autres tests s’avèreront nécessaires pour identifier 

correctement l’isolat. Si le logiciel propose plus de 4 choix ou ne propose aucun choix 

d’identification, le niveau de confiance indique « identité absente ». 
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Si les empreintes protéomiques, obtenues par spectrométrie de masse MALDI-TOF, 

sont utilisées en routine pour l'identification des bactéries depuis plusieurs années maintenant, 

cette méthode s’avère plus compliquée pour les champignons filamenteux d’origine 

environnementale. En effet, les bases de données en vigueur sont actuellement moins 

développées pour ces derniers. Par exemple, BioMérieux, propose un équipement fourni avec 

une base de données « Knowledge v3.0 » contenant 164 espèces fongiques, conçue 

principalement pour un usage clinique. Elle ne couvre pas encore une large gamme de 

champignons d’origine environnementale. En comparaison, cette même base de données 

contient 882 bactéries issues de tous milieux. Toutefois, le développement de ces outils est en 

cours grâce à des partenariats privés entre les différents constructeurs (BioMérieux, Brucker) 

et des entreprises spécialisées dans l'identification de microorganismes. 

3.4. Intérêts et limites 

Les avantages de l’utilisation de la spectrométrie de masse MALDI-TOF sont 

nombreux. Elle est, tout d’abord, rapide avec un résultat d’identification en quelques minutes 

après culture pour les laboratoires équipés de spectromètres de masse, de logiciel de 

retraitement et de base de données d’empreintes spectrales conséquentes. Ce gain de temps, 

par rapport à d’autres méthodes plus longues, peut être parfois très bénéfique pour le 

processus de libération de lots ou dans la mise en œuvre d’actions correctives dans le 

processus de production suite à la détection de contaminations environnementales. Elle est, 

ensuite, simple d’utilisation et, enfin, économique en termes de réactifs et de consommables. 

Elle permet donc une bonne maîtrise des coûts pour le laboratoire de contrôle qualité de 

l’industriel, par rapport à l’utilisation d’autres méthodes telles que le séquençage ou l’envoi à 

des laboratoires spécialisés, et de temps car l’analyse est réalisée directement au laboratoire. 

De plus, il n’y a pas besoin d’un technicien spécialisé en mycologie ou expérimenté dans 

l’identification des champignons filamenteux comme pour la méthode phénotypique par 

exemple. En revanche, il faut savoir rester critique par rapport à un résultat d’identification à 

cause notamment des bases de données pas encore assez développées et des risques 

d’identification erronée. 

Le principal inconvénient de cette méthode d’identification à ce jour est la faible 

représentativité des espèces fongiques dans les bases de données. En effet, la spectrométrie de 

masse a beaucoup été utilisée dans le diagnostic médical, bactérien principalement et plus 

rarement fongique (Murray, 2012). Cependant, les microorganismes, et plus particulièrement 

les espèces fongiques, issus de l’environnement que ce soit hospitalier et/ou industriel 
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pharmaceutique ne sont pas toujours identiques aux souches responsables de pathologies 

médicales. Cette méthode n’étant pas utilisée jusqu’alors pour le monitoring environnemental, 

ces souches ne sont donc pas présentes dans les bases de données spectrales. Les différents 

protagonistes de l’industrie pharmaceutique ont détecté le potentiel de cette méthode et ils 

commencent donc, aujourd’hui, à développer les bases de données avec les souches 

environnementales. La robustesse de cette approche protéomique et la fiabilité des résultats 

d’identification sont exclusivement basées sur le contenu et la qualité des bases de données. 

C’est pourquoi, elles doivent inclure plusieurs isolats d’une même espèce afin de couvrir la 

variabilité intra espèce. Ce travail nécessite que toutes les souches utilisées dans la 

construction des bases de données soient au préalable caractérisées par des méthodes 

moléculaires (Chatellier, 2012). La création puis la validation des bases de données est donc 

un processus long, fastidieux et complexe. Il est actuellement développé par les entreprises 

privées commercialisant les équipements, et/ou en interne dans les laboratoires spécialisés. 

Cette approche n’est donc pas autant démocratisée que la génomique qui possède une banque 

de données libre d’accès. Ainsi, il s’agit de l’inconvénient majeur par rapport à la biologie 

moléculaire. 

Un deuxième inconvénient de cette méthode d’identification est l’extraction des 

protéines. Le risque lors de cette première étape clé, réalisée par lyse chimique ou lyse 

mécanique par billes de verre par exemple (Chen et Chen, 2005), est la dégradation des 

protéines. Cette dégradation peut avoir pour conséquence, soit l’absence des protéines 

d’intérêts pour l’identification à l’espèce du champignon filamenteux, soit une concentration 

en protéines d’intérêts trop faible. Elle pourra entraîner soit une identification erronée de 

l’espèce soit une absence d’identification. Cette étape du processus, qui peut avoir une 

influence sur l’identification, doit donc être procédurée/normée et être réalisée par un 

personnel formé et validé.  

Un troisième inconvénient est que les cultures et les méthodes d’extraction doivent 

être standardisées pour palier à la variabilité du protéome au sein d’une même souche. 

Enfin, si le coût de fonctionnement en routine est très attractif, l’acquisition de ce type 

d’équipement reste onéreuse (environ 400 000 euros). 
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4.  Approches métabolomiques 

4.1. Définitions 

Les métabolites sont de petites molécules chimiques dont la masse moléculaire est 

généralement inférieure à 1500 Da.  

Un métabolite primaire ou constitutif est directement impliqué dans la croissance, le 

développement ou la reproduction d’une cellule. Ce composé possède donc une fonction 

physiologique indispensable à l’organisme. Les métabolites primaires comprennent 

notamment les acides aminés et les peptides, les lipides, les sucres et les nucléotides.  

Inversement, un métabolite secondaire ou spécialisé n’est pas impliqué dans ces 

processus physiologiques fondamentaux. Ces composés sont produits en fonction des 

conditions environnementales par un nombre limité d’espèces fongiques au sein d’un genre, 

d’un ordre ou encore d’un phylum ce qui lui confère un pouvoir de discrimination important 

contrairement aux métabolites primaires. Les mycotoxines en sont un exemple. 

L’ensemble des métabolites produits par une espèce fongique est appelé le 

métabolome. Ce métabolome est variable selon les espèces mais aussi en fonction des 

conditions externes de développement, à savoir, la température et/ou le milieu/substrat de 

croissance, par exemple. Un profil métabolique se compose donc de l’ensemble des composés 

qu’un champignon peut produire comme des toxines et des antibiotiques par exemple. Le 

métabolome fongique a été estimé à près de 15000 métabolites (Mapari et al., 2005).  

Ainsi, la métabolomique est l’étude qualitative et quantitative de tous les métabolites 

présents dans un système biologique à un temps donné et dans des conditions données. 

L’analyse métabolomique est une étude dynamique : un protéome peut conduire à plusieurs 

métabolomes différents. Monsieur Ezan disait du métabolome qu’il « représente l’ultime 

réponse d’un organisme à une altération génétique, une pathologie, une exposition à un 

toxique ou toute cause environnementale ». Un certain nombre de facteurs peuvent être à 

l’origine de ce phénomène comme, par exemple, les modifications post-traductionnelles liées 

au stress environnemental subit par nos souches fongiques (Patterson et Aebersold, 2003). 

On peut distinguer deux grandes approches métabolomiques : la métabolomique 

ciblée, d’une part, permet de quantifier de manière très précise plusieurs métabolites dans un 

échantillon. Cependant, il est nécessaire de bien connaître la structure des métabolites cibles. 

Elle peut être utilisée dans un objectif de déréplication chimique des métabolites. L’approche 
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non ciblée, d’autre part, permet d’identifier et de quantifier de manière relative tous les 

métabolites. 

C’est cette deuxième approche qui permet d’obtenir une vue d’ensemble des 

métabolites d’intérêts également appelée « empreinte métabolique ». L’identification des 

microorganismes serait ainsi basée sur l’analyse et la comparaison de ces empreintes entre 

elles. On parle alors de chimio-taxonomie. Tous les composés ne peuvent pas être utilisés en 

chimio-taxonomie, même si ces derniers ont une importance pour le champignon filamenteux. 

Le profil doit être basé sur des métabolites spécialisés spécifiques possédant un pouvoir de 

discrimination, également appelés, métabolites bio-marqueurs. En revanche, des composés 

sans pouvoir de discrimination, parce que présents chez tous les champignons tels que les 

métabolites primaires ou constitutifs par exemple, ne présentent pas ou peu d’intérêt dans 

cette approche. C’est le cas notamment de l’ergostérol présent dans les parois cellulaires de 

toutes les espèces fongiques. 

4.2. Méthode 

Tout d’abord, le développement du champignon filamenteux doit être réalisé dans des 

conditions standardisées et contrôlées au laboratoire comme la température, l’hygrométrie, la 

luminosité ainsi que le temps d’incubation par exemple. Les milieux de culture de type CYA 

et Yeast extract Sucrose (YES) sont optimaux pour la production de la plupart des métabolites 

et notamment ceux des Penicillium après une incubation de 7 jours à 25°C dans le noir 

(Visagie et al., 2014). Ensuite, une extraction des métabolites produits par la souche fongique 

d’intérêt est réalisée à l’aide d’un mélange de solvants organiques comme par exemple le 

dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et le méthanol (Visagie et al., 2014). Enfin, les 

métabolites extraits sont séparés par techniques chromatographiques et analysés par 

spectrométrie de masse. 

4.2.1. Chromatographie 

La séparation des différentes molécules a pour objectif de faciliter leur identification. 

Plusieurs techniques de séparation existent mais la plus répandue est la chromatographie. Le 

principe de cette technique repose sur l’entrainement de l’échantillon, contenant un mélange 

de métabolites, par une phase mobile au contact d’une phase stationnaire. Ainsi, chaque 

métabolite migrera à une vitesse différente en fonction de ses caractéristiques physico-

chimiques et de la nature des deux phases. La technique classique pour cette séparation est la 

chromatographie liquide haute performance (CLHP). Il existe plusieurs phases stationnaires et 
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le choix des phases est spécifique à la nature des molécules à séparer. La chromatographie en 

phase gazeuse (CPG) peut être utilisée lorsque les métabolites sont volatils et thermostables. 

La détection des pics séparés lors de la chromatographie se fera par spectrométrie de masse : 

on parle alors LC-MS (liquid chromatography mass spectrometry) et GC-MS (gaz 

chromatography mass spectrometry) selon le type de chromatographie couplée à la 

spectrométrie de masse. 

4.2.2. Spectrométrie de masse 

L’identification des différents métabolites est obtenue via l’utilisation de la 

technologie de spectrométrie de masse. Comme nous l’avons vu précédemment pour la 

spectrométrie MALDI (cf. paragraphe n° 3.2.2, p 72), elle permet la séparation des molécules 

en fonction de leur rapport m/z grâce à la variation de courant et de champ électrique. Les 

molécules doivent donc être chargées pour êtres séparées. Pour cela, il existe différents types 

de source d’ionisation et le choix est réalisé en fonction de la nature et des propriétés des 

métabolites à analyser. Un schéma général d’un spectromètre de masse est présenté en Figure 

32. 

 

Figure 32 : Schéma général d'un spectromètre de masse 

Un spectromètre de masse est composé de trois parties distinctes : (1) la source dans 

laquelle les molécules sont ionisées, libérées du solvant et transférées vers l’analyseur ; (2) 

l’analyseur qui sépare les ions en fonction de leur rapport m/z ; (3) le détecteur, qui permet la 

détection et transforme les signaux ioniques en signaux électriques, traités ensuite par 

l’informatique.  

Les spectromètres de masse haute résolution (HRMS, High Resolution Mass 

Spectrometry) vont permettre d’obtenir des rapports m/z précis (4 ou 5 chiffres après la 

virgule) et donc des propositions de formules brutes associées à chaque ion détecté. Ces 

instruments de haute précision sont donc indispensables pour développer des approches 

métabolomiques. 
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4.2.3. Analyse des données 

La chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute résolution (LC-

HRMS) permet d’obtenir des empreintes métabolomiques ou chromatogrammes bruts assez 

complexes qui seront difficiles à comparer visuellement entre eux. En effet, sous chaque pic 

chromatographique plusieurs ions peuvent être présents (différents adduits d’une même 

molécule, ions du bruit de fond, ions provenant des milieux de culture par exemple) rendant 

l’analyse complexe pour l’opérateur. Il est donc indispensable de passer par une étape de 

retraitement de ces données pour supprimer les ions indésirables et simplifier les 

chromatogrammes. La Figure 33 est un exemple de la superposition de trois 

chromatogrammes d’extraits bruts de champignons filamenteux.  

 

Figure 33 : Comparaison par superposition de trois chromatogrammes d'extraits bruts de champignons 

Les extraits bruts du champignon n°1 (en rouge), du champignon n°2 (en vert) et du 

champignon n°3 (en bleu) contiennent très probablement des métabolites communs qui sont 

ionisés et détectés par le spectromètre de masse, bien que leur abondance relative puisse 

varier, mais aussi d’autres métabolites plus spécifiques de chacune des souches. A ce stade, 

chaque pic chromatographique contient trois informations : le temps de rétention, le rapport 

m/z de tous les ions détectés dans ce pic et leur intensité. L’objectif est donc de mettre en 

évidence les ions discriminants qui pourraient être des biomarqueurs spécifiques de chaque 

champignon. La sélection de ces ions d’intérêt à partir des chromatogrammes nécessite donc 

plusieurs étapes d’analyse des données. 

La première étape consiste à améliorer la qualité des pics en apportant une correction 

de base comme l’élimination du bruit de fond lié au milieu de croissance par exemple. Cette 
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correction est réalisée via la fixation d’une limite au niveau de l’intensité pour chaque spectre 

de masse obtenu tout au long du chromatogramme (Figure 34). 

 

Figure 34 : Elimination du bruit de fond sur un spectre de masse 

La deuxième étape consiste à transformer les chromatogrammes traités en une matrice 

de données exploitables par les outils d’analyse statistique. L’utilisation d’outils 

bioinformatiques permet la création, la déconvolution et l’alignement des ions de chaque 

chromatogramme (Figure 35). Parmi les nombreux logiciels d’analyse des données, MZmine® 

et XCMS® sont par exemple disponibles en libre accès. 

 

Figure 35 : Alignement des pics avec le logiciel MZmine® 

Ainsi, ces étapes de retraitement permettront d’obtenir sous forme d’un tableau, la liste 

des ions détectés ou non en fonction de leur temps de rétention et de leur abondance relative 

et ceci pour tous les échantillons analysés. Un code couleur est ainsi obtenu pour chaque ion 

aligné dans tous les échantillons avec en vert lorsque l’ion est présent, en rouge ; lorsqu’il est 

absent et en jaune, lorsqu’il est présent mais sous la limite de détection fixée (donc considéré 

comme étant du bruit de fond). 
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La troisième étape consiste à réaliser des analyses univariées ou multivariées, 

supervisées ou non selon qu’elles tiennent compte de l’appartenance à chaque groupe. Une 

des méthodes les plus utilisées pour l’analyse non supervisée est l’analyse en composante 

principale (ACP). Pour l’analyse supervisée, c’est la régression Partial Least Square couplée 

à l’analyse discriminante (PLS-DA) (Chao de La Barca et al., 2015). Cette étape a pour 

objectif de synthétiser et de structurer l’information contenue dans les données mesurées. La 

Figure 36 représente une analyse non supervisée de type ACP en trois dimensions 

(projections Axes 1-2 et 1-3). 

 

Figure 36 : Exemple d'une ACP obtenue à partir d’extraits bruts (n=5) de quatre champignons filamenteux cultivés sur un 

milieu identique 

Ce type d’analyse permet donc de séparer des champignons par analyse de leur 

métabolome en mettant en évidence la présence d’ions discriminants pouvant correspondre à 

des métabolites biomarqueurs. Une sélection des ions d’intérêts/discriminants pourra alors 

être réalisée. L’identification de ces derniers, sur la base de leur masse exacte obtenue par 

spectrométrie de masse haute résolution nécessitera une revue de la littérature scientifique si 

le métabolite est connu et/ou une méthode complémentaire d’identification. 

4.2.4. Approche métabolomique appliquée à l’identification des champignons 

Dans leur étude, W. Kim et al., 2016 ont comparé le profil métabolique de 45 souches 

d’Ascochyta et de Phoma en utilisant l’approche métabolomique non ciblée avec la technique 

LC-MS. Parmi ces souches, un total de 30 souches réparties en 13 espèces était décrit et un 

total de 15 souches n’était pas encore complètement caractérisé. Les auteurs ont montré qu’il 

était possible de différencier l’ensemble des espèces par la comparaison des profils 

métaboliques excepté pour l’espèce A. lentis qui présentait une variabilité trop importante de 

son métabolome. Des souches comme A. pisi et A. fabae, présentant des profils métaboliques 
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très semblables, ont tout de même été différenciées avec succès. Cette étude témoigne de la 

spécificité métabolique intra espèce importante ainsi que de la variabilité métabolique inter 

espèce discriminante. Si l’approche métabolomique non ciblée a permis de discriminer les 

espèces entre elles, en revanche elle n’a pas permis l’identification à l’espèce des espèces non 

encore caractérisées. Cette étude a plutôt mis en avant les convergences chimio-taxonomiques 

entre les espèces non caractérisées et les espèces décrites. 

4.2.5. Exemples de recherche ciblée de métabolites spécifiques de champignon 

Dans certains cas, seule une petite quantité de métabolites peut être nécessaire pour 

confirmer l’identité d’un isolat fongique et notamment lorsque ces métabolites ont été décrits 

dans la littérature scientifique comme étant spécifiques d’une espèce ou d’un groupe 

d’espèces proches. Ainsi, il est possible de les caractériser directement en ligne par analyse 

LC-HRMS sans les purifier au préalable. Cette approche appelée la déréplication chimique est 

énormément utilisée pour le genre Penicillium afin de rechercher des métabolites secondaires 

spécifiques de certaines espèces. Afin d’illustrer ces propos, nous allons prendre en exemple 

différents métabolites de Penicillium plus ou moins spécifiques qui peuvent être utilisés pour 

identifier des isolats de Penicillium.   

Toutes les espèces de Penicillium subgenus Penicillium séries Verrucosa produisent de 

l’acide arabénoique (Frisvad et al., 2004). Si ce métabolite est détecté dans un extrait brut, il 

permettra au mieux de conclure sur la série du Penicillium d’intérêt mais en aucun cas sur son 

identification précise à l’espèce. 

D’après Frisvad et Samson, 2004, si l’isolat produit de la griséofulvine et de la 

roquefortine C par exemple, il pourra être identifié uniquement comme appartenant aux 

espèces Penicillium coprophilum, P. griseofulvum ou P. sclerotigenum. Ce binôme de 

métabolites permet donc de réduire de 58 espèces, présentes dans l’étude, à 3 espèces, à 

l’origine de la production de ces deux métabolites. Si cette réduction semble intéressante, ce 

binôme de métabolites n’est pas suffisamment discriminant pour permettre l’identification 

précise de l’espèce recherchée. En revanche, si cet isolat produit également de l’acide 

cyclopiazonique, il pourra être identifié comme Penicillium griseofulvum. Ainsi, le trinôme de 

métabolites permet de discriminer P. griseofulvum parmi 58 espèces appartement au genre 

Penicillium sous-genre Penicillium 
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Dans l’approche génomique, nous avons vu des exemples d’identification de 

champignons filamenteux en environnement industriel pharmaceutique. Dans la Figure 25, p 

66, le séquençage unilocus du gène codant pour l’ARN 28S présentait des difficultés pour une 

identification précise à l’espèce de l’échantillon n°3. Quatre espèces différentes de 

Penicillium présentaient une homologie égale à 100%, une espèce présentait une homologie 

égale à 99,83% et cinq autres espèces présentaient une homologie égale à 99,67%. Parmi ces 

cinq dernières espèces, une espèce de référence était identique à une autre espèce de référence 

ayant obtenu un pourcentage d’homologie égale à 100%. Un total de neuf propositions 

d’espèces était donc proposé. Ces résultats, assez proches et non discriminants, avaient 

nécessité un séquençage complémentaire, celui du gène de la β-tubuline, afin d’obtenir une 

identification plus fiable. Selon la même démarche, l’approche métabolomique ciblée peut 

être utilisée. Le Tableau 15 présente les différentes familles de métabolites produits par les 

neuf espèces identifiées par séquençage unilocus de l’échantillon n°3 d’après les données 

extraites de Frisvad et al., 2004. 

Tableau 15 : Familles de métabolites produits par neuf espèces de Penicillium (adapté d’après Frisvad et al., 2004) 

 

 Un total de 37 familles de métabolites a été décrit pour l’ensemble de ces neuf 

espèces. Un « + » est présent lorsque le métabolite est produit par l’espèce. Un code couleur a 

été mis en place en fonction de l’intérêt du métabolite dans notre étude. Si le métabolite est 

produit par plusieurs espèces (en rouge), il ne permettra pas de réaliser une discrimination 

précise de notre échantillon n°3. C’est le cas, par exemple, des métabolites de la famille des 

acides cyclopiazoniques produits à la fois par Penicillium commune, P. griseofulvum, 

P. camembertii, P. clavigerum et P. palitans ou encore de la famille des anacines produites 

par P. polonicum et P. aurantiogriseum. En revanche, si le métabolite est produit par une 

seule espèce (en vert), il sera plus spécifique de l’espèce et donc discriminant pour 

l’identification de l’échantillon n°3. C’est le cas, par exemple, des métabolites de la famille 
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des fumicaglavines pour P. palitans et de la famille des hadacidines pour P. camembertii. 

Nous savons, grâce au séquençage complémentaire du gène de la β-tubuline, que l’échantillon 

n°3 est un Penicillium griseofulvum. Dès lors que nous rechercherons dans l’extrait brut un 

des métabolites de la famille de la chanoclavine-I, des cyclopiamides, des cyclopiamines, de 

l’acide fulvique, des griseofulvines, des mycelianamides, des patulidines, des pénicillines ou 

des roquefortines C, l’identification de l’échantillon n°3 serait confirmée par l’approche 

métabolomique ciblée. 

Néanmoins, une des limites de cette approche, à ce jour, est que le nombre de 

métabolites biomarqueurs est restreint. C’est le cas notamment de Penicillium corylophylum 

dont aucun métabolite n’a été identifié (cf. Tableau 15, p 85). Dans ce cas, les métabolomes 

entiers peuvent être comparés par l’approche métabolomique non ciblée. 

Dans leur étude, Kim et al. (Kim, Park, et Lee, 2012) ont comparé le profil 

métabolique de quatre espèces de Penicillium, à savoir P. echinulatum, P. expansum, P. 

solitum et P.oxalicum, représentées par un total de 17 souches en utilisant les techniques LC-

MS et GCMS. Ils ont montré que P. oxalicum pouvait être différencié des trois autres espèces 

grâce à ces principaux métabolites que sont les glandicolines A et B, la meleagrine et 

l’oxaline. La meleagrine possède une activité antibiotique alors que les trois autres composés 

sont des mycotoxines bien connues des espèces de Penicillium subgenus Penicillium (Frisvad 

et Samson, 2004). Penicillium expansum s’est lui différencié par un autre biomarqueur, les 

andrastines A, B et C. La déréplication chimique pour rechercher la présence d’un métabolite 

biomarqueur spécifique d’une espèce s’avère donc un outil intéressant, à partir de simple 

extraits bruts de champignons, pour apporter des informations chimio-taxonomiques. 

4.3. Intérêts et limites 

L'identification basée uniquement sur l’approche métabolomique n'est pas encore 

possible pour toutes les espèces de Penicillium. Plus de 10000 métabolites secondaires 

seraient recensés chez les Aspergillus et Penicillium dont moins de 10% seraient connus 

(Smedsgaard et Nielsen, 2005). Cette méthode reste donc prometteuse pour l’avenir lorsque 

les futures bases de données seront mieux développées (Visagie et al., 2014).  

La production de métabolites secondaires est dépendante du milieu sur lequel le 

champignon filamenteux va se développer (Frisvad et al., 2004). La comparaison des 

métabolomes d’un même individu dans des conditions différentes de culture permet donc de 

mettre en avant l’influence du milieu sur l’activation des voies du métabolisme. Cette 
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variabilité métabolique est un frein à l’utilisation de la métabolomique pour l’identification 

fongique. Il est donc très important d’avoir une méthode standardisée ou du moins, d’être en 

accord avec la littérature scientifique pour mettre en évidence le ou les métabolites d’intérêt 

qui pourront être utilisés comme biomarqueurs d’une espèce ou d’un groupement d’espèces 

phylogénétiquement proches.  

Pour cela, l’utilisation de l’approche ciblée nécessite une connaissance au préalable 

des familles des métabolites recherchées voire du métabolite biomarqueur spécifique de 

l’espèce. Ainsi, une description dans la littérature scientifique s’avère nécessaire. Il s’agit 

donc d’une limite de cette méthode. De plus, celle-ci sera utilisée de façon complémentaire si 

l’approche génomique s’avère non discriminante liée au manque de séquences dans les bases 

de données. Il s’agit d’une méthode longue souvent complexe qui demande de bonnes 

connaissances en traitement des données et en analyses statistiques. 

L’utilisation de l’approche non ciblée engendre un nombre considérable de données 

qu’il faut ensuite être en mesure d’analyser à l’aide d’outils bioinformatiques (Shulaev, 2006). 

Elle permet d’obtenir des empreintes métabolomiques, au même titre que les spectres 

d’empreintes protéomiques utilisés dans l’approche protéomique. Toutefois, il n’existe pas, à 

l’heure actuelle, de banque de données d’empreintes métabolomiques permettant d’identifier 

une espèce fongique avec un pourcentage de certitude comme pour l’approche protéomique 

pour laquelle des bases de données payantes sont fournies par les constructeurs de 

spectromètres de masse. Cette méthode permet d’étudier et de comparer le métabolome entre 

plusieurs individus de genres ou d’espèces différents. Elle possède donc un grand potentiel 

pour la mise en évidence de métabolites discrimants/biomarqueurs chez les champignons à 

identifier (Theodoridis et al., 2013).  

Cette approche complémentaire dans l’identification d’espèces fongiques inconnues 

nécessite des laboratoires bien équipés et expérimentés. Au vu du nombre de contraintes, cette 

méthode n’est donc applicable que par des laboratoires spécialisés sous-traitants. 

Bien que la détermination de l’empreinte métabolique d’un champignon filamenteux 

soit un outil intéressant pour la taxonomie, la recherche scientifique et l’ingénierie industrielle 

(Smedsgaard et Nielsen, 2005), cette approche n’est pas, aujourd’hui, utilisée en routine pour 

l’identification d’espèce contaminant l’environnement industriel pharmaceutique. 
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5. Exemple d’une stratégie d’identification des souches 
fongiques sur un site de production de médicaments stériles 

Après avoir présenté les différentes méthodes d’identification qui pouvaient être 

utilisées pour l’identification des champignons, nous allons voir de manière plus concrète 

quelle stratégie un site industriel pharmaceutique peut appliquer lorsqu’il se trouve confronté 

à l’identification de contaminants fongiques.  

Pour illustrer cet exemple, nous prendrons le cas concret de la stratégie 

d’identification développée sur un site de production de médicaments stériles dont l’identité 

est restée anonyme par souci de confidentialité. Ce site de production est composé de ZAC 

classées de A à D. Chacune de ces zones présente une limite de contamination 

microbiologique recommandée dans les textes réglementaires comme les euGMP pour 

l’Europe. Le laboratoire de contrôle qualité ainsi que le service d’assurance qualité du site 

industriel sont donc dans l’obligation de mettre en place une stratégie d’identification des 

souches microbiologiques afin de répondre à ces exigences. Leur proposition de stratégie 

d’identification des souches fongiques est présentée dans le Tableau 16. 

Tableau 16 : Stratégie d'identification des souches fongiques dans l'environnement industriel pharmaceutique 

Types de contrôle Résultats Identification Conservation 
Contrôles d’environnement classe A 
Monitoring opérateurs classe A 
Flacons MFT positifs 

Tous Identification à 
l’espèce 

Congélation 

Contrôles d’environnement classe B 
Monitoring opérateurs classe B 

Tous Identification à 
l’espèce 

Congélation 

Contrôles d’environnement classe C Supérieur au seuil 
d’action 

Identification au 
genre 

Non 

Contrôles d’environnement classe D Supérieur au seuil 
d’action 

Résultat 
« moisissure » 

Non 

 

Sur un site de répartition aseptique, il existe deux activités réalisées dans un 

environnement classé D. D’une part, le conditionnement de flacons produits, c’est-à-dire 

qu’ils contiennent du PA mais ces derniers sont alors bouchés et encapsulés : le risque de 

contamination microbiologique du PA est donc écarté. D’autre part, la MAL où les flacons à 

l’entrée de la ligne de production sont ouverts. Cependant, ces derniers seront lavés 

intérieur/extérieur par de l’eau purifiée et de l’air comprimé stérile avant d’être stérilisés par 

la chaleur sèche dans le tunnel de stérilisation. Le risque de contamination microbiologique 

du PA est donc, là encore, écarté. Il n’y a donc pas d’intérêt à identifier de manière précise les 
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microorganismes et donc les champignons filamenteux dans cette zone. Un simple 

dénombrement sera réalisé sur cet environnement classé D. En cas de dépassement du seuil 

d’action, établi selon l’historique de l’industriel, les champignons filamenteux pourront être 

identifiés comme « moisissure ». Cette identification « moisissure » consiste en une simple 

observation macroscopique. Elle est réalisable directement sur le site de l’industriel 

pharmaceutique au niveau du laboratoire de contrôle microbiologique. 

L’environnement classé C correspond à la porte d’entrée de la ZAC classée B via 

notamment les sas personnel et/ou matériel par exemple. Il parait donc logique que 

l’identification des champignons filamenteux soit plus précise que celle demandée pour une 

ZAC classée D. C’est pourquoi, lors du dépassement du seuil d’action, une identification au 

genre est nécessaire. En revanche, les souches fongiques retrouvées dans ces deux premiers 

environnements, classés C et D, ne nécessitent pas de conservation particulière. 

L’identification au genre consiste en première intention en une identification phénotypique 

(macroscopique et microscopique) pour les genres les plus communs comme Aspergillus, 

Penicillium ou Cladosporium, par exemple. Cette identification est réalisée sur le site de 

l’industriel pharmaceutique. Si l’identification phénotypique ne permet pas de déterminer le 

genre de la moisissure contaminant la zone, une identification par empreinte protéomique est 

réalisée en deuxième intention. Cette étape est actuellement sous-traitée auprès d’une 

entreprise spécialisée dans l’identification microbienne. Toutefois, le site industriel pris en 

exemple est équipé au sein de son laboratoire de contrôle qualité d’un spectromètre de masse 

MALDI-TOF Vitek® et de la suite logiciel qu’il utilise pour l’identification de bactéries par 

comparaison de spectres protéomiques (cf. Figure 31, page 75). Dans un avenir proche, cette 

étape pourrait donc être également envisagée directement sur site pour le cas des moisissures.  

Pour cela, il faudra par contre que les bases d’empreintes protéomiques fongiques proposées 

par les constructeurs de spectromètres de masse soient suffisamment développées et robustes, 

ce qui n’est pas encore le cas pour les champignons.  

Si aucun résultat probant est obtenu par empreinte protéomique, une identification 

génomique est réalisée en troisième intention, par un sous-traitant spécialisé. Toutefois, la 

description macroscopique préalable permet de garder un regard critique sur les résultats. 

L’environnement classé B possède des normes microbiologiques plus restrictives. 

Alors que 50 UFC étaient autorisées sur une boîte de sédimentation exposée pendant une 

durée de 4 heures pour un environnement classé C, seules 5 UFC sont autorisées dans 

l’environnement classé B, soit une norme 10 fois plus restrictive. La notion de dépassement 
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du seuil d’action ne rentre donc plus en compte à ce niveau. De plus, l’environnement classé 

B est l’environnement immédiat de la ZAC classée A. Ainsi, tous les champignons 

filamenteux retrouvés dans cette zone doivent être identifiés à l’espèce et une conservation de 

l’intégralité de ces souches sera réalisée par congélation. L’identification précise au niveau de 

l’espèce se fera uniquement par approche génomique par séquençage et un envoi est réalisé 

chez un sous-traitant spécialisé dans les identifications fongiques. En effet, l’industriel 

pharmaceutique pris en exemple n’est pas équipé pour ce genre d’identification pour des 

raisons évidentes de coûts d’investissement, de consommables (réactifs, amorces, kit de 

séquençage etc.) et de personnels qualifié en génomique fongique. L’envoi de l’échantillon 

chez le sous-traitant spécialisé et audité est économiquement plus intéressant dans un contexte 

où la réduction des coûts de production est plus que jamais d’actualité. 

Enfin, l’environnement classé A est l’environnement le plus critique puisque les 

flacons stériles sont ouverts et dosés dans cette partie du processus. Les normes sont donc très 

strictes : aucun organisme n’est permis dans cet environnement. Ainsi, tous les champignons 

filamenteux retrouvés dans cette zone doivent être identifiés à l’espèce et une conservation de 

l’intégralité de ces souches sera réalisée par congélation. Comme c’est le cas pour 

l’environnement classé B, l’identification à l’espèce consistera en une identification 

génomique par séquençage non réalisée sur le site de l’industriel pharmaceutique mais sous-

traitée.  

Si l’ensemble de ces approches, phénotypique, protéomique ou génomique, présente 

des limites dans l’identification d’un champignon filamenteux contaminant, et donc ne permet 

pas une discrimination entre plusieurs espèces, l’approche métabolomique ciblée via la 

déréplication chimique pourrait être envisagée. Comme nous l’avons montré précédemment, 

la recherche de métabolites d’intérêt chez le genre Penicillium par exemple peut apporter des 

compléments d’information et aider au diagnostic (cf. Tableau 15 page 85). Toutefois, cette 

méthode nécessite que des métabolites spécifiques à chacune de ces espèces soient décrits. A 

ce jour et à notre connaissance, cette approche n’est pas encore développée même dans les 

laboratoires sous-traitants spécialisés dans les identifications de microorganismes et il faudrait 

donc avoir recours à des laboratoires académiques spécialisés dans ce domaine. 
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Conclusion 
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En plus des bactéries, les champignons filamenteux représentent un risque de 

contamination avéré en environnement industriel pharmaceutique. Pour un site de production, 

cette contamination représenterait jusqu’à soixante isolats par an. Les genres les plus 

fréquemment rencontrés sont au nombre de trois et représentent à eux seuls près de 70% des 

moisissures rencontrées en industrie pharmaceutique. Il s’agit du genre Aspergillus à hauteur 

de 26%, du genre Cladosporium à hauteur de 22% et du genre Penicillium à hauteur de 22%. 

Ces contaminations peuvent engendrer des conséquences plus ou moins importantes. Pour 

l’industriel, le refus d’un lot de médicaments stériles contaminés par exemple, pourrait 

entrainer des pertes financières. Pour le patient, l’administration d’un médicament contaminé 

peut être à l’origine, par exemple, de simples réactions allergiques bénignes, dues à la 

présence de protéines allergisantes produites par certaines espèces de Cladosporium, jusqu’au 

développement d’infections fongiques (aspergilloses) voire de cancers, dans des cas extrêmes, 

avec l’aflatoxine B1 produite par certaines espèces d’Aspergillus. 

Cette problématique impose donc la nécessité d’apporter une identification rapide du 

champignon filamenteux contaminant l’environnement afin de mettre en place une action 

efficace face à la contamination rencontrée. Or, ce qui peut être réalisé dans un laboratoire de 

recherche, entièrement équipé et spécialisé en mycologie, est différent de ce qui sera fait dans 

un laboratoire aux ressources limitées, ou du moins, dans un laboratoire de contrôle qualité 

d’un industriel pharmaceutique non équipé pour les identifications fongiques. Ce besoin 

accroît la nécessité d’avoir de nouveaux outils complémentaires d'identification fongique. 

Il s’avère aujourd’hui compliqué d’identifier les champignons filamenteux sur la seule 

base de leur description morphologique. Les connaissances conséquentes en mycologie 

qu’exigent cette approche phénotypique, en raison de la complexité de la taxonomie des 

champignons filamenteux et de la diversité des espèces fongiques, ainsi que le manque de 

précision et l’aspect chronophage de cette méthode, la rendent inapplicable en routine pour un 

industriel pharmaceutique. Toutefois, la description morphologique peut être réalisée par le 

laboratoire de contrôle en première intention pour une identification au niveau du genre dans 

le cas de moisissures assez communes comme, par exemple, les genres Aspergillus, 

Penicillium, Cladosporium, Alternaria qui sont facilement identifiables par du personnel 

formé en microbiologie. Néanmoins, pour des genres de moisissures moins communs et/ou 

moins documentés, cette approche peut s’avérer très rapidement limitante. 
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Depuis plusieurs années, les techniques de biologie moléculaire se sont largement 

développées et démocratisées. Elles se positionnent donc comme l’outil privilégié dans 

l’identification grâce notamment à leur fiabilité et leur robustesse. En revanche, ces méthodes 

basées sur le séquençage moléculaire sont coûteuses et complexes à mettre en œuvre pour un 

laboratoire non spécialisé au sein du site industriel. Les industries pharmaceutiques se dirigent 

donc souvent vers des entreprises sous-traitantes spécialisées dans le séquençage d’ADN et la 

génomique. 

Plus récemment, une approche basée sur la protéomique, et plus précisément sur la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF, est apparue comme une alternative pour l’identification 

des champignons filamenteux, en rapport avec les outils déjà développés par les constructeurs 

pour les identifications bactériennes. Cette approche répond aux exigences de rapidité, 

fiabilité et faible coût en terme de réactifs et consommables. Cependant, l’investissement 

initial pour l’équipement est élevé et les banques de données fongiques sont à l’heure actuelle 

encore en cours d’optimisation et de développement dans le cadre de collaborations privées 

entre constructeurs et partenaires industriels spécialisés dans l’identification de 

microorganismes. Ces implémentations/créations de bases de données, si elles s’avèrent 

efficaces, seront probablement fournies par les constructeurs lors de l’acquisition de 

spectromètres de masse ou payantes en équipement supplémentaire. L’inconvénient lié au 

coût serait alors en partie compensé par l’information fiable et rapide de l’identification 

permettant un gain de temps dans le processus de libération des lots de médicaments. Cette 

méthode pourrait donc se révéler intéressante pour combler le manque actuel de méthodes 

rapides et précises d’identification des champignons filamenteux et ainsi répondre aux enjeux 

de l’industrie pharmaceutique. 

La métabolomique est la dernière des approches dites des « omiques » à avoir fait son 

apparition. La littérature scientifique et, par conséquent, les bases de données d’identification 

des champignons filamenteux sont donc, à ce jour, moins développées que les techniques 

précédentes. De plus, la variabilité importante que connait le métabolome des champignons 

filamenteux ne permet pas une identification précise à l’espèce. Cette méthode peut être, en 

revanche, utilisée dans un but de discrimination d’espèces fongiques permettant ainsi l’apport 

d’une information complémentaire à une approche d’identification plus fiable mais qui 

présenterait des limites. Il s’agit donc d’une méthode plutôt orientée recherche qui pourrait 

s’avérer, dans certains cas, un outil complémentaire d’identification efficace. 
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Ce travail de thèse a permis de mettre en exergue la complexité de l’identification des 

champignons filamenteux dans les environnements industriels pharmaceutiques. Cette 

complexité est due tout d’abord aux champignons eux-mêmes : il n’est pas toujours facile de 

les identifier même avec les différentes techniques développées à ce jour et l’avancée des 

connaissances scientifiques. Cette complexité est également liée à l’entreprise elle-même qui  

n’est pas forcément équipée d’un laboratoire de microbiologie de pointe, d’un laboratoire de 

biologie moléculaire, d’instruments d’analyse de précision (tels que des spectromètres de 

masse MALDI ou à haute résolution) voire de personnel qualifié dans des domaines différents 

et transversaux (mycologie, analyse génomique, protéomique).  

Finalement, nous pourrons conclure que pour le cas des champignons filamenteux, il 

n’existe pas une méthode d’identification fiable à 100%. Ceci est d’autant plus vrai pour les 

genres assez complexes contenant de nombreuses espèces comme c’est le cas pour les genres 

Aspergillus et Penicillium. A l’heure actuelle, seule l’utilisation complémentaire de 

différentes approches peut permettre d’obtenir le maximum d’informations convergentes qui 

pourraient fiabiliser les résultats d’identification. Ce constat doit donc être pris en 

considération par les industries pharmaceutiques qui pourraient être confrontées à des 

contaminations fongiques. 
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