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Le nombre théorique des différentes especes depipaans sur la Terre a été estimé
a environ 1500 000 espéeces (Hawksworth, 2004knetron 120 000 (soit 8%) seraient
décrites, parmi lesquelles, plusieurs milliers dasissures (Garon etl., 2015). Ce sont des
organismes ubiquistes retrouvés dans tous les #€wvsgs et dont I'importance est
considérable. Ils ont un intérét particulier darmdustrie alimentaire (fermentation
alcoolique...), dans lindustrie biotechnologique (WDrecombinant...) ou encore dans
l'industrie pharmaceutique (antibiotiques : pétirds, streptomycines...). En revanche,
certains peuvent avoir des effets néfastes suange e 'homme ou la qualité des produits

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

Ainsi, l'industrie pharmaceutique est soumise &eariain nombre de contraintes afin
d’assurer la qualité et I'efficacité des médicaragnbduits ainsi que de garantir la sécurité du
patient. L'une de ces contraintes est la maitreséacbiocontamination dans I'environnement
de production. Cette biocontamination est caras#érpar « la présence de microorganismes
indésirables pouvant entrainer, chez I'homme aigse sur les médicaments, des
perturbations qualitatives ou quantitatives, imratai ou différées » (EudraLex - Volume 4 -
Good Manufacturing Practice (GMP) Guidelines - p@@n Commission). Les moisissures

appartiennent donc a cette catégorie de microosgees indésirables.

Les données sur la biocontamination, et plus pgéumit la contamination fongique,
dans I'environnement industriel pharmaceutiquet sxtrémement pauvres. Bien que cette
biocontamination soit connue des différents actelegrsce milieu, elle reste cependant peu
décrite jusqu’a présent pour des raisons évidatgasonfidentialité et d'image de marque de
cette industrie. Un site, spécialisé dans le méadgrd stérile injectable, a néanmoins accepté

de communiquer un bilan annuel de ces identificatidespeces fongiques.

Ce bilan dénombre un total de 57 identificationard@nnée 2015. Les champignons
les plus fréequemment rencontrés sur ce site appagnt aux genreBenicilliuma hauteur de
37%, Cladosporiuma hauteur de 26% #ispergillusa hauteur de 11%. Ces trois genres sont,
par ailleurs, connus pour étre des producteursamioxines. Ainsi, ce bilan met en lumiére
la problématique de la contamination fongique dabsnvironnement industriel

pharmaceutique.

Ce travail, non exhaustif, a donc pour objectifniier une réflexion sur la
contamination fongique dans I'environnement phaeuntique. Il permet également de

s’interroger sur les méthodes actuelles mises emeogour I'identification des champignons
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non désirés dans cet environnement. En outre,blerdéoire de contréle qualité de cette
industrie pharmaceutique s’est vu exprimer cesiders années un nouveau besoin ; celui de
recourir a des meéethodes d’identification des sosi@®/ironnementales en routine a la fois

fiables, robustes et peu colteuses.

Ainsi, l'objectif de ce travail a consisté a répeier les méthodes actuelles
d’identification des champignons filamenteux puesabmparer leurs intéréts et leurs limites

respectifs.

Les textes et les normes réglementaires évoluaguehannée et occupent une place
de plus en plus prépondérante dans le quotidiem dhalustriel pharmaceutique. C'est
pourquoi, je présenterai, dans un premier tempsgcdetexte réglementaire du suivi

environnemental dans ce milieu industriel afin ddemprendre les contraintes.

Nous avons mis en évidence dans les paragrapliessiis qu’un site peut dénombrer
jusqu’a 57 contaminations d’origine fongique. Mdisu proviennent ces contaminations ?
Quels sont les risques ? Ainsi, dans un deuxiemgde je présenterai les principales
caractéristiques des champignons filamenteux cdntants cet environnement

pharmaceutique.

Afin de réduire cette contamination, il faut corir&ison «ennemi» et cette
connaissance commence par l'identification du chgngn filamenteux mis en cause. C’est
pourquoi, dans un troisieme et dernier temps, jésemterai les différentes méthodes
d’identification fongique en insistant sur les né@s et les limites de chacune d’entre elles et

leur application dans le cadre du suivi environnei@edans I'industrie pharmaceutique.
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1. Zones a atmosphére contrdlée

1.1. Définition

Une zone a atmosphére contrélée (ZAC), égalemamtiép salle blanche ou salle
propre est « une salle dans laquelle la conceotrates particules en suspension dans I'air est
maitrisée, et qui est construite et utilisée deriag minimiser l'introduction, la production et
la rétention de particules a lintérieur de la pieet dans laquelle d’autres parameétres
pertinents, tels que la température, I'humidité l@tpression sont maitrisés comme |l
convient » (norme ISO 14644-1, 1999). Toutes cawit®logies peuvent étre rassemblées
autour du terme plus générique d’environnement rimé@itCelui-ci correspond, d’apres la
norme 1SO 14698-1, a une « zone définie ou I'ontmsai les sources de contamination a
I'aide de moyens spécifiés » (norme ISO 14698-D320Ainsi, la classification de ces zones
repose sur la contamination particulaire, traitésdla norme I1SO 14644, et sur la
problématique de la biocontamination traitée dansdrme ISO 14698. Ces normes ont été
reprises pour la mise a jour du référentiel amérjda pharmacopée USP 36 chapitre <1116>
«Microbiological control and monitoring of asepticqressing environnementset adaptées
dans le référentiel européeriliropean Good Manufacturing Practidéeinex 1 (euGMP) «

Manufacture of sterile medicinal products

1.2.Classification des salles propres

Les ZAC destinées a la fabrication des médicam&®ties sont classées « selon les
qualités requises pour leur environnement » sbate de la contamination particulaire. Quel
gue soit le référentiel, il existe deux états decfionnement d’'une salle propre. L'état « au
repos », est I'état ou les locaux sont opératiaaskc le matériel de production en place,
sans que les opérateurs soient a leur poste. l¢éntactivité », est I'état ou les locaux et les
équipements fonctionnent selon le mode opérat@faidet en présence du nombre prévu
d’opérateurs (GMP Guideline EU GMP Annex 1, 2008haque opération de fabrication
requiert un niveau approprié de propreté de 'emnement « en activité » de facon a réduire
au minimum le risque de contamination particulaore microbienne des produits ou des

substances manipulés.

L’'annexe 1 des euGMP distingue quatre classes d& ZAs opérations a haut risque
doivent étre réalisées en classe A, classe lagdwge en termes de propreté. Les activités de

remplissage, les bols bouchons, les flacons ouwertsncore les postes de travail sous flux
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d’air laminaire en sont des exemples. La classermstitue I'environnement immédiat d’'une
zone de travail de classe A. Les classes C &riD destinées aux étapes moins critiques de la
fabrication du médicament stérile comme son caomlitement secondaire : étiquette, notice,
boite par exemple. Les limites recommandées derltamination particulaire en fonction de

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

le Tableau 1.

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

Grade At rest In operation
Max. permitted particles / m” Max. permitted particles / m”
= 0.5 ym = 5.0 ym =0.5 um =50 pm
A 3,520 20 3,520 20
B 3,520 29 352,000 2,900
C 352,000 2,900 3,520,000 25,000
D 3,520,000 29000 Not defined Not defined

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

classée et du type de prélevement sont préserdésdedTableau 2.

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

Grade Air sample 90 mm diameter | 55 mm Glove print (5
(CFU/m’ ) setile plates diameter fingers)
(CFU/4hours) contact plates (CFU/glove)
{CFU/plate)
A <] <1 <] <]
B 10 5 5 5
[ 100 50 25 -
D 200 100 50 -

L’environnement de la ZAC classée A, en contactdimvec le médicament, a des
normes microbiologiques plus restrictives que liemmement de la ZAC classée D ou a lieu
le conditionnement secondaire. En effet, alors lggeesuGMP autorisent 200 unités formant
des colonies (UFC) /frdans I'air de la ZAC classée D, celle classée i dtnombrer moins
d’une UFC /ni, c'est-a-dire qu’aucun microorganisme ne doit ptésent dans cette zone. |l
en est de méme pour les autres types de prélévemeribtal de 100 UFC par période de 4
heures est autorisé sur les boites de sédimentation un environnement classé D alors
gu’aucun microorganisme n’est permis dans I'envinement classé A. Un total de 50 UFC
par boite contact est autorisé pour un environnégiassé D alors qu’aucun microorganisme
n'est permis dans l'environnement classé A. Enfes empreintes de gants ne sont

monitorées uniqguement dans les environnementslusscptiques classés A et B. L’objectif
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de ces normes dégressives de la classe D veradaecA est évidemment de protéger le

médicament stérile.

La pharmacopée américaine, quant a elle, reprendjlatre classes ISO pour le
nombre de particules totales. Elles sont nommé@s83S0O7, ISO6 et ISO5, la plus élevée
en termes de propreté. Les activités rencontrées das classes sont similaires aux
recommandations européennes mais les spécificatonsont différentes. Les limites
recommandées de la contamination particulaire eatifan de la zone classée sont présentées

dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Limites recommandées de contamination particulaire dans I'USP 36 <1116> (d'apres 'USP 36 chapter 111p

150 Classe Particles =0.5 pm/m*
50 5 3520
50 & 35,200
50 7 352,000
50 8 3.520.000

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

classée et du type de prélevement sont préserdéedadTableau 4.

Tableau 4 : Limites recommandées de contamination microbienne dans I'USP 36 <1116> (d’apres 'USP 36 chapter 11156

Settle
Active Plate Contact
Air (9 cm) 4 Plate or | Glove or

Room Sample | h Expo- Swab Garment
Classification (%) sure (%) | (%) %)
lsolator Closed

RABS (150 5

or

better) =.1 <(.1 =01 =]
15 5 <l <1 <1 <1
150 & <3 <3 <3 <3
50 7 <5 <5 <5 <5
I5C B <10 <10 =10 <10

1.3.Exemple d’une ligne caractéristigue d'un site de pwduction de
médicaments stériles injectables

Une unité de production pharmaceutiqgue, qui prodigs médicaments stériles
injectables sous forme seche ou liquide dans wofflaest composée d’'un flux produit. Il
débute par un article de conditionnement (ADC)aamment le contenant du médicament, a
savoir le flacon, pour aboutir au produit fini (PB)savoir le flacon dosé avec un principe

actif (PA) solide ou liquide, bouché avec un boutiBC) en caoutchouc, serti avec une
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capsule, étiqueté avec une étiquette et mis ere.bGi¢ type de ligne de production est

généralement divisé en quatre zones présentédague H.

([ =oc | [ ] )
[

remplizzage/bouchaze

-
ws
Ezende:
— 7AC classée A
) —— ZAC clazsEe B

S 3
4 T -\I/ CONDITICNMEMENT ]\ m——— IAC ClzmEe C
[Eertisseuse )
— ZAC dazsee D
Tunnel de
sterilization —=  Fhux produit
Laveuse
Machine 3 ) | mize en
Mirage
FyEr carton
Mize en boite
W (=
LY LAVER ..l"

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

La premiere zone de ce flux de production est &gpedachine a laver. A ce stade, les
modules de flacons palettisés sont ouverts et lEoris sont présentés a l'entrée de la
machine a laver. lls sont, a ce niveau, non boudttéslonc a la merci de tous les
microorganismes présents dans I'environnementséi®nt ensuite retournés et nettoyés,
intérieur et extérieur, dans la machine a laveaidd d’eau et d’air comprimé stériles. Cette
Zone nécessite un environnement maitrisé de type @Asseée D, représentée en vert dans la
Figure 1. Les flacons entrent, ensuite, dans Iedude stérilisation présent dans cette zone. A
ce stade, la stérilisation est réalisée par laechaeche, a une température d’environ 350°C,
et un flux d’air laminaire stérile est assuré pas diltres afin d’écarter toutes nouvelles
contaminations des flacons. Le tunnel de sténtisatioit donc répondre aux criteres d’un

environnement maitrisé de type ZAC classée A, sgmt&e en bleu dans la Figure 1.

La deuxieme zone de ce flux de production est a@gpbloc. Il est composé d’'un ou
plusieurs postes de dosage et d’'un ou plusieutepde bouchage. Les flacons évoluent dans
un environnement de type ZAC classée A, représartddeu dans la Figure 1, alors que les
opérateurs évoluent dans un environnement de e dassée B, représentée en rouge dans
la Figure 1, afin d’alimenter la ligne en PA (piijme actif) et BC (bouchons) au travers de
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gants. La technologie barriere utilisée peut ébie de typerestricted access barrier system
(RABS), soit de type isolateur.

La troisieme zone de ce flux de production est Egpeonditionnement. Elle débute
par le poste de sertissage classée A. Le flacanfais bouché et serti, est considéré comme
hermétique. Il évoluera alors dans un environnerdertype ZAC classée D, représentée en
vert dans la Figure 1, sur les postes de lavagagei étiquetage et mise en boite.

La quatrieme et derniere zone qui compose cetté dei production est composée de
sas personnel, sas PA et sas ADC. Il s’agit d’étie la ZAC classée D, représentée en
vert, vers la ZAC classée C, représentée en orguiggyvers la ZAC classée B, représentée en
rouge dans la Figure 1. Pour cela, les opératamsanenés a changer de tenue a chaque

étape alors que les ADC et les flts de PA subpleatdécontaminations successives.

2. Suivi environnemental

Afin de répondre au mieux aux exigences réglemesgaiun programme de suivi
environnemental doit étre mis en place. Je m'isgEEi dans la suite de cet exposé

uniquement amonitoringde la biocontamination.

2.1.Rationnel

Le suivi environnemental doit étre conduit sur &sd d’'un rationnel déterminé par
une analyse de risque documentée par I'industhiaimaceutique. Les points de prélévement
sont définis aux endroits ou le produit est ex@o$énvironnement, ou des manipulations de
I'opérateur sont effectuées a proximité du prodetitpu le matériel et les surfaces qui seront
ameneés a étre en contact avec le produit sont miésipLa classification des salles propres
aide a établir le niveau de contrdle mais elle plique pas que toutes les salles de la méme
classification aient le méme niveau de controlecdaeméme fréquence. Lmonitoring doit
refléter les exigences microbiologiques en fonctienl’activité de la zone (Microbiological

Control and Monitoring of Aseptic Processing Enainements, 2013).

2.2.Moyens de prélevement

Il existe deux catégories de prélevements regrdugatotal quatre tests indépendants.
Pour le prélevement de I'air, la méthode par impacet la méthode par sédimentation sont

recommandées.
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La méthode par impaction ou échantillon voluméeigliair, présentée en Figure 2,
peut quantifier les bactéries et champignons epesisson dans l'air a proximité immédiate

du produit.

Figure 2 : Préleveur Air IDEAL (BioMérieux)

Cette méthode d’échantillonnage active peut déteaes suspensions de
microorganismes homogenes dans l'air mais n’est gu#juat pour des contaminations

sporadiques qui interviennent au cours de la faban.

Les boites de sédimentation, quant a elles, peudétdcter les bactéries et les
champignons qui descendent dans la colonne d'adessus de la boite. Bien que la
sensibilité dépende a la fois de la taille de gpk et de la vitesse de sédimentation des
microorganismes, cette technique est la seule rdéthai permette la surveillance en continu
des micro-organismes pendant les opérations dec#tion (Microbiological Control and

Monitoring of Aseptic Processing Environnementsl 320

Pour les prélevements des surfaces et les emmalategants opérateurs, les géloses
contacts ainsi que les écouvillons sont recommaritiegffet, la surface des gants est la zone
susceptible d'entrer en contact avec la contanoimatiicrobienne sur les surfaces de travail,
sur les matériaux, ou provenant de I'opérateundéme. Elle pourra, ensuite, étre transférée
au produit lors d’'une intervention. C’est pourqu@mpreinte des gants, comprenant les cing
doigts doit étre réalisée. Cet échantillonnage stextué avant la désinfection de routine des
gants avec l'alcool, ou avant de changer les gaxttrieurs dans les cas ou une double paire
de gants est utilisée (Microbiological Control aibnitoring of Aseptic Processing

Environnements, 2013).
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2.3.Fréquence de prélevement

La fréquence de I'échantillonnage dépend du proseske fabrication et de son
environnement. Les ZAC utilisées pour assurer ait@d biocontamination dans les zones de
fabrication de médicament non stérile requiérensuini environnemental peu fréquent car
celui-ci est non critigue. De méme, les ZAC dass|lelles des opérations de fabrication sont
conduites dans un systeme fermé comme par exempleioréacteur, requiérent un nombre
de points de prélevement et une fréquence moiritineeffet, le risque de contamination
microbienne du milieu environnant est comparativeinfaible. A contrario, un processus
aseptigue comme, par exemple, la répartition d’édicament stérile dans des flacons ou des
seringues possede un risque de contamination ppdwe.€éLe monitoring microbiologique
appligué a cette zone sera donc plus importanteemes de fréquence et de points de
prélevement de par sa nature critique. Un exemplieéjuence de prélevement pour le suivi
microbiologique d’un site de répartition de vacest présenté dans le Tableau 5 (WHO |

Environmental Monitoring of Clean Rooms in VaccManufacturing Facilities, 2012).

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

WHO, 2012)

Classification Volumetric™ | Settle plate'”” | Contact plate | Glove print
Grade A (filling Once per Once per Once per Once per
ﬂperalinnsl' shift shuft shift shift
Grade B Daily Daily Daily Daily
Grade C Weekly Weekly Weekly N/A
Grade D Monthly Monthly N/A N/A

Les campagnes de suivi environnemental s’adaptert en fonction de la classe de la
salle propre ainsi que de la criticité du médicanfabriqué. Pour une zone de classe A ou le
suivi doit étre renforcé, le prélevement par impmactles boites de sédimentation et les
empreintes de gants doivent étre réalisés a chelggregement d’équipe. Il est, cependant,
laissé a la discrétion du fabricant, le choix dmhbee de prélevement au début, au milieu et a
la fin de chaque campagne de production. Par &slleun groupe d’intérét commun de
I’Association pour les Produits Propres et Stér{ig3P) a travaillé en 2016 sur ce sujet afin
gu’'une révision de l'annexe 1 des euGMP comportes ple détails sur la surveillance
microbiologique des ZAC en accord avec I'lSO 1489&otamment pour les fréquences, le
moment de réalisation, les durées et le délai datggélevement et la mise en incubation.
L’'importance des analyses de tendances devraiebgait étre renforcée en complément des

spécifications pour chaque classe.
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2.4.Exemple  d'un plan  d’échantillonnage  des  contrbles
microbiologiques d’une ZAC A dans B

Un exemple d’'un plan d’échantillonnage des consr@ecrobiologiques est présenté
en Figure 3. Il s’agit d’'un focus sur la partie dld’'une ligne caractéristique d'un site de
production de médicaments stériles injectables gutzss une ZAC classée A dans B (cf.

Partie | 81.3).

B4 E3 B2 V2 ci | @
Ty
o

3]
o

4]
—

M |E1 oy

<
=

vi | &

Legende:
ZAC classee A Fhu produit " Prelevement voluméetrigue
—— zaCclazses B B Eoite de sédimentation @  =elose contact

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

Les contrbles de type boite de sédimentation, septés en orange dans la Figure 3,
sont répartis dans chaque zone cartérisée classéle Aoivent se situés au plus prét du
convoyage des flacons, a hauteur du col de cesederet a proximité de chaque activité
critiqgue (dosage, bouchage, convoyage) afin détegflau mieux I'environnement classé A
dans lequel évolue les flacons. Ainsi, la boite d8ta située a hauteur des flacons sur un
support autoclavé sur la zone comportant la tamlenante d’accumulation des flacons en
sortie de tunnel de stérilisation. La boite B2 ss#taée a hauteur des flacons sur un support
autoclavé en face des postes de dosage. La boiserB3Jituée a hauteur des flacons sur un
support autoclavé en face des postes de bouchafje, B boite B4 sera située a hauteur des
flacons sur un support autoclavé sur la zone dgesiu bloc. Ces 4 boites de sédimentations
seront ouvertes en début de chaque lot de médicarpeis remplacées toutes les quatre

heures et en fin d’équipe jusqu’a la fin de la répan de ce lot.

Les contréles de type préléevement volumétriquerdi@présentés en vert dans la

Figure 3, doivent refléter au mieux les deux enviements de ce bloc. lls sont donc situés au
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niveau des activités critiqgues de la ZAC classeanai que celles de la ZAC classée B. Ainsi,

le prélevement V1 sera réalisé sur la table deairae I'opérateur située dans la ZAC classée
B. Il est a réaliser une fois par équipe. Le préfaent V2 sera réalisé en ZAC classée A entre
les postes de dosage sur le devant du tapis deoygage. |l est a réaliser a chaque début

d’équipe, au début de chaque lot de médicamengs @irapres chaque remontage.

Les contréles de type préléevement volumétriquerdia@présentés en vert dans la
Figure 3, permettent d’évaluer la qualité microbgijue de I'air lors des opérations de
production. Ils sont donc situés au niveau devigesi critiques de la ZAC classée A ainsi que
celles de la ZAC classée B. Ainsi, le prélevememhtséra réalisé sur la table de travail de
I'opérateur située dans la ZAC classée B. Il estadiser une fois par équipe. Le prélevement
V2 sera réalisé en ZAC classée A entre les postedagage sur le devant du tapis de
convoyage. |l est a réaliser a chaque début d’'équip début de chaque lot de médicaments

ainsi qu’aprés chaque remontage.

Les contréles de type gélose contact, représentémket dans la Figure 3, permettent
d’évaluer la qualité microbiologique des surfacas ldes opérations de production. lls sont
donc situés au niveau des zones d’activités deetaipur. Ce dernier n’est pas censé
intervenir carters ouverts dans la ZAC classéerA ties opérations de production ; il n'y a
donc pas de prélévement de ce type représenté@ stigure 3. En revanche, le prélévement
C1 sera réalisé sur la table de travail de I'omtnasituée dans la ZAC classée B. Il est a

réaliser une fois par équipe et avant tout netteyag

Les contrbles de type « empreintes de gants » afaggsent pas sur la Figure 3. lIs
sont réalisés en classe B sur la table de traedibgérateur. Toute personne intervenant dans
cette ZAC doit effectuer au minimum un contrélegimts sur boite de Pétri avant chaque

sortie ou a la fin d’'un lot de médicaments ou adwigue nettoyage.

3. Identification des microorganismes

Il arrive, parfois, que le fait de savoir que lecrobrganisme soit un coque Gram
positif est suffisant. Par exemple, la plus pad deques Gram positif sont issus de la flore
commensale de la peau. Les bacilles Gram négathtca eux, ont souvent pour origine une
source d'eau. Dans d'autres cas, une identificapius précise est nécessaire afin de
comprendre l'origine du microorganisme. La conraise de I'espece, par exemple, peut
fournir des informations essentielles quant a sogine, son habitat et, par conséquent, la

potentielle source de contamination (Microbiologi€ontrol and Monitoring of Aseptic
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Processing Environnements, 2018insi, ces caractéristiques aideront a détermiaerause

d'une contamination en répondant a un certain nembde questions comme : la
contamination provient-elle des surfaces en coraeet le produit intermédiaire ?, provient-
elle de I'intervention d’'un opérateur ?, I'échectdat de stérilité est-il dG a la contamination

du produit ou tout simplement a un faux positif ?

Afin de comprendre lorigine d'une contamination cnabienne, il est donc
recommandé que tout microorganisme prélevé damtatse A ainsi que dans la classe B
entourant immeédiatement la classe A soit idenafieniveau de I'espece (PHSS Technical
Monograph No 20 Bio-Contamination, 2014). De ménes colonies représentatives
excédant le niveau d’action dans les zones supleoctasse B et C doivent étre identifiées a
I'espece. De plus, dans le cas d’investigationdasuause racine éventuelle d’'un échec de test
de stérilité ou de simulation de processus aseptifpedia fill tes}, un typage du
microorganisme doit étre réalisé afin de vérifielassouche, retrouvée dans I'environnement
et le test de stérilité ou Imedia fill test est identique ou différente. Enfin, tout orgargsm
atypique doit étre identifié a I'espece. Un orgares atypique se définit comme un
microorganisme dont la présence dans une zone@sejoe classe B est non désirée. C'est le
cas, par exemple, des espéces pathogenes, deteshdsilam négatif ou encore des
moisissures. Pour rappel, aucun microorganismenitétie présent dans une zone classée A.
Dans le cas contraire, une investigation systématest alors obligatoire. En outre, I'analyse
des tendances microbiennes peut mettre en évideng®tentiel probléeme émergeant dans
I'environnement de la salle propre telle que lauckdn de I'efficacité du nettoyage ou de la
désinfection par exemple.

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

définition, seront développées dans la Partieditd manuscrit.

4. Synthése

Le suivi environnemental réalisé sur un site dedpection pharmaceutique,
comportant des ZAC, engendre un nombre considediéfhantillons que le laboratoire de
contréle qualité doit analyser en paralléle de wembreuses autres activités (études de
stabilité, identifications, recherche de potergiglimpuretés, tests de stérilité par exemple).
De plus, la réglementation exige dans de nombresxqge’'une identification a I'espéce des
microorganismes rencontrés soit réalisée. Cestatsideront essentiels lors de la revue du

dossier de lot du médicament stérile afin de statuela libération de ce produit fini.

24



Alors que l'identification a I'espéce des bactémss aujourd’hui largement maitrisée,
celle des champignons filamenteux reste périlleGsedans le cadre d’'une contamination de
la ZAC classée A par un champignon filamenteuxy'dst plus acceptable d’identifier ce
microorganisme par I'appellation générique « msigie » : une identification au minimum

au genre est dorénavant demandée par les inspedEUANSM.

Dans la suite de ce manuscrit, je me suis dongeisgé plus particulierement aux
champignons filamenteux. En effet, cette catégdeienicroorganismes n’a, jusqu’a présent,
pas - ou tres peu - été décrite dans ce contexferderonnement industriel pharmaceutique
gue ce soit dans la littérature scientifigue ousdas référentiels réglementaires. Mon travail
a donc consisté a réaliser un état des lieux desegeale champignons filamenteux les plus

frequemment retrouvés dans l'industrie pharmacaatiq
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Partie Il : Champignons filamenteux et
environnement industriel pharmaceutique
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1. Champignons filamenteux

1.1.Définitions

Les champignons, également appelés mycetes, seurganismes eucaryotes uni- ou
pluricellulaires incluant des espéces macroscogigégalement appelées « macromycetes »,
et microscopiques, appelées « micromycetes », ekadpamenteux ou levuriforme. C'est a
ce second groupe qu’appartiennent les moisissurdsselevures, qui peuvent se révéler
pathogeénes pour 'Homme, détériorer la qualitérdédicaments mais qui s’averent aussi étre
indispensables pour produire certains ingrédiertarmpaceutiques actifs. En effet, a la
différence du métabolisme primaire qui interviemecdtement dans les processus vitaux tels
gue la reproduction et la croissance, le métabelimacondaire est impliqué dans des
stratégies de survie et de communication qui pgemeaux champignons de s’adapter a leur
environnement en produisant de tres grandes vartiémétabolites secondaires, également
appelés aujourd’hui métabolites spécialisés (Gatah, 2015). A titre d’exemple, I'industrie
pharmaceutique utilise certaines moisissures pausyhthese de médicaments comme la
pénicilline, un antibiotique produit a partir @nicillium chrysogenuma griséofulvine, un
antifongique produit a partir d@enicillium griseofulvumla lovastatine, un hypolipidémiant
produit a partir dAspergillus terreusou encore des facteurs de croissance tels que
I'érythropoéitine (EPO) ainsi que des hormoneseselfjue l'insuline produits selon la
technique de 'ADN recombinant a I'aide de levuf@sron etal.,2015)

Les champignons filamenteux peuvent devenir visibdesque leur développement est
important. Le terme « moisissure » est couramméhseéu pour désigner les champignons
filamenteux microscopiques. lls sont dépourvus téorophylle et sont donc qualifiés
d’'organismes hétérotrophes. Ainsi, une source debooa est nécessaire a leur
développement. Les champignons se nourrissenthsar@ion des matieres organiques ou
minérales et sont donc qualifiés d’organismes dimgayphes. Enfin, les champignons
filamenteux sont ubiquistes et généralement sagpbés, méme si certaines especes peuvent

également se révéler pathogenes voire opportunistes

1.2.Caractéristiques morphologiques générales

Les champignons filamenteux sont des organismes|dgpareil végétatif est appelé
thalle. Le thalle fongique est formé d’'un enchemé@tent de filaments tubulaires de 2 a 10 um

de diamétre, également connus sous le terme d’By@les hyphes comprennent les organites
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classiques d’'une cellule : noyau, mitochondrie,oplgsme et vésicules. lls peuvent étre
coenocytiques, c'est-a-dire non cloisonnés, ouéseptomprendre cloisonnés, et leur
enchevétrement forme le mycélium (Figure 4). Lesangbignons coenocytiques sont
également connus sous le nom de « champignonsemfers et les champignons septés sous

le nom de « champignons supérieurs ».

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

Les champignons filamenteux possedent une parostitode essentiellement de

polysaccharides, de glycoprotéines et de manndpestéFigure 5).
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Figure 5 : Schéma de la structure de la paroi fongique (Lecellier 2013)

Parmi les polysaccharides, la chitine et les glasasont les deux molécules
majoritairement observées. La chitine est un pohgnike molécules de N-acétylglucosamine
liées entre elles par une liaison de tgp#,4. Les glucanes sont des polymeres de molécules
de D-glucose liées entre elles par des liaigbiBowman et Free, 2006). Leur fonction est
d’assurer la protection des moisissures vis-a-@sabressions du milieu extérieur. La chitine
joue également un réle dans la rigidité de la peetiulaire. Les glycoprotéines jouent, quant
a elles, un role dans I'adhérence. Enfin, les mprotéines forment une matrice autour de la
paroi (Bouchet eal., 2005).
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1.3.Classification

Différents rangs taxonomiques sont utilisés powldasification des étres vivants. Ces
rangs hiérarchiques sont : le régne, la divisigaJ@&ment appelée embranchement ou phylum,
la classe, I'ordre, la famille, le genre et 'espeélt existe des rangs intermédiaires comme, par
exemples, la sous-division, la sous-famille, lessgenre ou la sous-espéce. La homenclature
binomiale est utilisée pour déterminer le nom ddigue des espéces. Elle fait référence au
genre et a I'espece. Cette homenclature suit lglegeénoncées par le naturaliste Carl Von
Linné en 1753.

Linné propose une premiere classification du mondant répartie en deux groupes :
les plantes d'une part, et les animaux, d'autret gamné, 1735). Cette classification
traditionnelle, établie en fonction d'un simple tére de ressemblance, placait les
champignons dans le groupe des végétaux. Ellelaépoogressivement au cours des années
pour atteindre cing regnes du vivant et placersigies champignons dans un régne a part
chez les Eucaryotes, plus proche du regne des ariouze celui des végétaux (Whittaker,
1969).

La constitution de six regnes du vivant, baséel'smalyse des séquences d’ARN
ribosomique et répartie en trois domaines - (1) Aehéobactéries, (2) les Eubactéries et (3)
les Eucaryotes - a, ensuite, été proposée (Woesmxt1977). Cette classification des
organismes vivants a, enfin, été révisée et maldig la base de la génomique pour obtenir,
aujourd’hui, un consensus sur deux empires : (%) Reocaryotes d’'une part et (2) les
Eucaryotes d'autre part (Cavalier-Smith, 1998 ; dtexp etal., 2015). Cette révision a
permis I'exclusion d'un groupe d’organisme fongifee, nommeé oomycetes, du réegne
fongiqgue donnant lieu a la redéfinition des champig vrais (Baldauf, 2003). Une

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

Ainsi, les champignons représentent, aujourd’hui, regne a part au sein des
Eucaryotes, bien distinct du regne des animaue eetli des plantes auquel ils appartenaient
autrefois. Les classifications les plus récentes &pparaitre leBungi ou champignons vrais,
encore appelés Eumycetes dans un groupe partideseEucaryotes, celui des Opisthocontes
(Adl et al., 2005 ; Simpson et Roger, 2004 ; Baldauf, 2008)Figure 7 présente les grands

groupes du regne des Eumycetes.

—— Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycota

L Basidiomycota

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

On vy retrouve les quatre divisions ou embranchesneptincipaux. Les
Chytridiomycetes représentent les champignons &uba qui auraient gardés un stade

flagellé. L’ensemble, anciennement connu sous ha des Zygomyceétes, correspond a des
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champignons inférieurs. Au contraire, les Ascomgséet les Basidiomycetes, regroupés
aujourd’hui dans le sous-regne des Dikaria, reptése les champignons les plus évolués. La
distinction entre les Zygomycetes, AscomycetesasidBomycétes repose également sur leur
mode de reproduction sexuée produisant respectivemies zygospores, ascospores ou

basidispores.

D’une maniere générale, deux modes de reproduginivent étre observés dans le
cycle de vie d'un champignon: la reproduction €exwet la multiplication végétative
(asexuée). La Figure 8 illustre le cycle de viend'espece d’ascomyceteyrotium rubrum

qui a la particularité de posséder ces deux moeesptoduction.
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Figure 8 : Cycle de vie de I'espéce Eutotium rubrum (adapté d’apres Sosa 2015)

Pour cette espece, le cycle asexué repose susgdardion des conidies permettant la
propagation du champignon dans I'environnement. €esdies sont produites en grande
guantité et en continu par des structures spééedisppelées phialides supportées par des
conidiophores développées a partir du mycéliunessdle détachent et sont dispersées soit par
I'air, soit par un insecte ou par I'eau, par exezsplAprés propagation, les conidies peuvent
rester inertes ou alors, dans des conditions emvénmentales favorables, germer et émettre
un nouveau mycélium. Cette forme asexuée est éaistajue du genrAspergillus genre qui

sera présenté dans la suite du manustdrip@ragraphe 4.1 page 44).
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Le cycle sexué se décompose en plusieurs étapasx Becospores de polarité
différente germent et émettent un mycélium a n lmsomes. Lorsque ces deux mycéliums
se rencontrent, la fusion des cytoplasmes, appel@Emogamie, donne naissance a un
nouveau myceélium a 2n chromosomes (a noter quegceed peut €galement provenir de la
fusion de deux mycéliums provenant du cycle védgtaest-a-dire suite a la germination des
conidies). Il y a donc naissance d’hyphes ascogér®esoyaux par cellule et tres rapidement,
'extrémité de I'hyphe pour former des asques. C&set endroit qu’'a lieu la fusion des
noyaux, appelée caryogamie, suivie d’'une divisiaonmeédiate, ce qui va engendrer la

formation d’ascospores a polarité différente. Lexjugs chezEurotium rubrum sont
contenues dans des structures sphériques sexagiees cléistothéces.

Ces deux modes de reproduction aboutissent a dewme$ morphologiquement
différentes de champignons : les téléomorphes @srmeexuées) avec la production de
cléistothéces correspondant au gdaueotium et les anamorphes (formes asexuées) avec la
formation de conidiophores caractéristiqguesAigsergillus Les cycles de reproduction sexué
et asexué sont étroitement liées dans le cas de espece mais dans la nature, certains

champignons ne sont observables que sous I'undedesformes (sexuée ou végétative).

La classification des Eumycetes a été construite lsubase de leur mode de
reproduction sexuée. De ce fait, certains champigndont le mode de reproduction sexuée
était inconnu et pour lesquels seule la multipiczaivégétative était observée, ont longtemps
éte classés dans les Deutéromycetes (ou champignpagaits) et ne rentraient pas dans les
Eumyceétes. C’est le cas, par exemple, d’especemtappnt a des genres importants tels que
Penicillium, Aspergillus Cladosporium Trichoderma,etc. Toutefois, avec I'avénement de la
biologie moléculaire, le nombre d’espéces présetdas ce groupe a tendance a diminuer. En
effet, de nombreux champignons anamorphes, donfoleses sexuées sont maintenant

connues, sont reclassés notamment dans le soussezhbment des Ascomycetes.

Ainsi, un méme champignon peut présenter deux mddeseproduction distincts,
sexuée et végétative, sans passage d'un stadetr@ Ikans le cycle de vie comme c’est le cas
par exemple pouEurotium rubrum C’est pourquoi un méme champignon peut avoir deux
noms différents car les formes sexuée et végétatigemorphologies différentes, ont été
décrites séparément (sporophores produisant dassstjascospores pour la forme sexuée et
conidiophores produisant des conidies pour la fou@gétative). On pourra citer comme
exemple le genr®avidiella qui est maintenant considéré comme étant le té@éame du

genreCladosporium]e genreNeosporia(et Eurotium a celui du genr@spergillusou encore
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le genreTalaromycesa celui du genr@enicillium C’est 13, toute la difficulté d’identification
et de classification du régne fongique.

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

En environnement industriel pharmaceutique, lesmghgnons filamenteux sont
ubiquitaires et peuvent étre retrouvés dans I'beau, les sols ou encore les matieres
premiéres. lls se propagent par I'intermédiaire sjewes. Celles-ci peuvent étre végétatives,
on parle alors de conidies, et/ou sexuées, on pmdes d’ascospores, basidiospores ou
zygospores. Le diametre de ces corpuscules paihdit 2 a 250 um ce qui leur permet
d’étre facilement mis en suspension dans l'airatdportés sur de grandes distances (Botton
etal., 1990). Lorsque les conditions d’humidité et dapgérature sont favorables, les spores

germent.

Les sources de contamination dans [lindustrie phaeutique peuvent étre
répertoriées selon cing grandes catégories : (fjlleu, (2) le matériel, (3) la main d’'ceuvre,
(4) la méthode et (5) les matiéres. Un diagrammehiKawa a été réalisé et est présenté

Figure 9.
Milieu Main d'ceuvre Matiéres
-Air ambiant -Opérateurs -MP
-Surfaces -Techniciens -FA
-Fluides processus
Effet
- Contamination
microbienne
Matériel Méthodes
-Production
-Equipements -Nettoyage
-Contréle
-Maintenance
Figure 9 : Diagramme d'Ishikawa des sources potentielles de contamination microbienne
2.1. Milieu

L'air est un vecteur de microorganismes ayant pmugine soit ’homme, par sa
propre flore ou par ses activités, soit 'enviromeat interne ou externe au site de production.
Le taux de contamination de I'environnement extemmge en fonction des saisons, du climat

et de la localisation géographique par exemples t@mmunautés fongiques urbaines
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seraient assez homogenes avec des champignongeapparprincipalement aux genres

Aspergillus et Penicillium (Botton etal., 1990) Cette observation pourrait étre associée a
I'effet toxique des polluants atmosphériques sudilgersité fongique. Les communautés

rurales, quant a elles, sont plus variées avecrésepce également de champignons
appartenant aux genrédternaria, Cladosporiumou encore~usarium(Botton etal., 1990).

Le taux maximum de spores fongiques peut étre évantre 1000 et 2000 spores

revivifiables par meétre-cube d’air (Botton ak, 1990). Ainsi, les populations fongiques

retrouvées dans un site de production situé enemitural seront différentes de celles

retrouvées sur un site en milieu urbain.

Concernant I'environnement interne au site indekties microorganismes observés
peuvent étre vehiculés par un certain nombre d'édsicomme les poussieres, les déchets
tissulaires, les poils, les particules issues ddelsquamation de la peau, les gouttelettes de
Pfligge, etc. Ce sont des particules dont le dissrext compris entre 5 et 20 um de diameétre.
Selon leur composition, elles peuvent favorisersigvie ou méme la multiplication des

microorganismes fixés.

Les surfaces regulierement en contact manuel i#sles poignées, les stylos, les

téléphones, par exemple, peuvent devenir une soupm@tante de biocontamination.

2.2.Matériel

Le matériel, utilisé en production, contrle, ng#ige et maintenance, peut également
étre un vecteur relais de contamination. Un certeombre de causes racines peut étre
répertorié ici comme une utilisation inadaptéedéfaut de nettoyage ou de décontamination,
un filtre High Efficiency Particulate AifHEPA) défectueux, etc. Par exemple, une fuite,
aussi minime soit-elle, associée a une températieneee dans la zone technique peut, tres
rapidement, aboutir au développement d’un champig8g un filtre & air non integre vient
s’ajouter a ces deux premiers éléments, ce champigourra venir contaminer la ZAC. Ce
type de contamination nécessite, certes, plusi@ateurs dégradés (T°C élevée, fuite de la
boucle d'eau et filtre non intégre) mais cet exemphontre bien l'importance de la

maintenance et du suivi préventif des équipements.

2.3.Main d’'ceuvre

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

cils, ses vétements, ses gestes et déplacemesitgjanses bijoux et/ou le maquillage est une
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source de contamination particulaire et microbiemngortante. Il est naturellement porteur

de microorganismes, qui sont généralement des gesaprotrophes n’entrainant aucune
infection. En revanche, sur un site de productioarmaceutique, les microorganismes portés
par le personnel peuvent étre responsables detariamination des ZAC. Deux types de

contamination peuvent étre distingués : (1) la maation résidente, naturellement présente
sur la peau, non pathogéne et stable, et (2) ldgagonation transportée, provenant de

I'environnement et éventuellement pathogéne. L’h@nast alors a la fois émetteur et vecteur
de cette biocontamination ce qui lui vaut le statatprincipale source de contamination

(PHSS Technical Monograph No 20 Bio-Contamingtiii4).

2.4.Méthode

Les méthodes, qu’elles soient de production, maariee, nettoyage, contrble et
transfert, peuvent étre responsables de contaminsasi elles ne sont pas adaptées, précises et

rigoureusement suivies.

2.5.Matiere

Les matiéres regroupent les matieres premiéredesplcomme les principes actifs, les
excipients, les articles de conditionnement et flesdes, comme les installations de
distribution d'eau, d’air comprimé ou d'azote. Cekerniers peuvent veéhiculer une
contamination microbienne importante. La présenee bdas mort dans le circuit de
canalisation, la prolifération au niveau des joiotsencore la présence d’aspérités dans les

canalisations en sont a I'origine (Bottoraét 1990).

2.6.Synthese

Ainsi, tout au long du processus de fabricationmicroorganisme présent a I'état de
trace au départ peut trouver, dans le produit foheés conditions favorables a son
développement (Botton al., 1990). De plus, la colonisation des produits etén@ux ainsi
que la sporulation sont des moyens trés efficacas pa dissémination d’'une espéce
fongique. C’est pourquoi, dans le cadre d’'une acomation fongique, des investigations
doivent étre menées afin de déterminer la sourtenpelle de cette derniére. L'utilisation de
'outil présenté dans cette partie, a savoir, lagdamme d’Ichikawa, également appelé
« méthode des 5M », apparait comme essentielle lpoaompréhension du processus de

contamination. Enfin, l'identification des diversespéces rencontrées constitue également
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une étape primordiale dans ce processus d'invéistigéPHSS 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 croissancprdduction de métabolites et/ou
son pouvoir infectieux, peut entrainer des risqllesxiste deux principaux risques a la suite
d’'une contamination dans la zone de production.nB’ypart, la qualité du médicament
pourrait étre impactée et, d'autre part, la sééwitou la santé du patient, a qui le médicament

serait administré, pourrait étre impactée.

3.1.Impacts sur I'environnement et/ou la qualité du praluit fini

Les champignons filamenteux sont connus dans Istréu agroalimentaire pour
entrainer des dégradations telles que des altésatimspect de surface, mais également des
altérations organoleptiques et des modificationsnicjues telles que le pH par exemple
(Delacharlerie, 2008). Ces dégradations s’expliqupar la capacité que possede le
champignon filamenteux a sécréter des métabolitesoamment des enzymes de type
hydrolytique telles que les amylases, les protédssdipases et les cellulases, par exemple,
assurant l'assimilation des matieres nutritivesoletlipolytiques, capables daltérer les
matieres grasses. Certaines enzymes sont égaleapaitles de dégrader I'environnement sur
lequel le champignon filamenteux se développe corfarellulose du bois ou les toiles de
coton avecTrichoderma reeseet sa batterie d’enzyme de type cellulases pamphe
(Henrissat, 2008). On peut donc se poser la quest® I'impact que pourrait avoir le
développement d’'un champignon filamenteux s'il @olssét les mémes propriétés dans
I'environnement industriel pharmaceutique. La ddgtn de matériaux pourrait générer des
particules d’origine process qui, si elles se s#oiaa proximité directe de la zone de

dosage/bouchage du médicament injectable, poutrseeretrouver a I'intérieur du flacon.

Les effets cliniques les plus couramment obselwésde l'injection accidentelle de
particules sont Il'occlusion, la thrombose, la phiEb I'embolie, linflammation, les
granulomes, les fibroses ou enfin la mort danséssles plus extrémes (Langille, 2013). Ce
risque de dégradation de I'environnement est lirgitce a un certain nombre de mesures.
Les matériaux utilisés dans la conception d’une &Gt notamment inertes. L'un des plus
connus est sans doute l'inox 316L. En revanche, des portes d'entrée de cette
contamination est I'environnement, et notammentvexteur air, avec les différents

emballages des PA et ADC comme les cartons etallest@s en bois qui peuvent contenir des
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spores par exemple. Un certain nombre de mesurdgspsges, telles que le traitement de
I'air, les cascades de pression, afin de réduimsgee.

Enfin, les champignons filamenteux sont notammaerinas pour leur capacité a
dégrader les matériaux a base de produits celtpesimais nous ne connaissons pas lI'impact
du développement d’'un champignon sur toutes lesrdffrant dans la composition d’'un
médicament injectable. Cette MP pourrait s’avémerbon substrat. Outre les dégradations
organoleptiques déja observées dans l'industri@adignentaire, les conséquences d'une
dégradation d’'une MP pourraient étre une diminutiondosage du meédicament le rendant
ainsi moins actif voire inactif ou une augmentatit®s impuretés pouvant avoir un impact sur
la santé du patient. Des normes concernant la qésed’'impuretés et de substances
apparentées dans le médicament sont clairementedédans la monographie générale 2034,
« Substances pour usage pharmaceutique », et elamapitre général 5.10., « Contréle des

impuretés dans les substances pour usage pharingaeewt de la Pharmacopée Européenne.

3.2.Impacts sur la sécurité du patient

Concernant la sécurité du patient, le médicamemtaocané directementyia un
champignon pathogene, ou indirectemend, des métabolites toxiques, peut provoquer des
effets nocifs et, ainsi, nuire a la santé du patien effet, les moisissures peuvent, selon les
especes, les souches et I'environnement, générernuabolites toxiques, tels que les
mycotoxines, et des métabolites primaires tels lggecomposés organiques volatils (COV)

défavorables.

Le terme mycotoxine dérive du greanycos», signifiant « champignon » et du latin
« toxicumy, signifiant « poison ». Pitt les a d'ailleursfids comme des « métabolites de
champignons qui, lorsqu’ils sont ingérés, inhalés absorbés par la peau, alterent les
capacités de réaction et provoquent des maladiés mort chez I'homme ou I'animal » (Pitt,
2000). Ainsi, il s’avere que ces molécules sontbégs d’induire un effet toxique a de faibles
concentrations (Reboux, 2006). Les mycotoxines sigg meétabolites secondaires (ou
spécialisés) et leur nombre est estimé a envirénh(Etzel, 2002; Elidemir edl., 1999). lIs
sont présents dans le mycélium et les conidiesr kgucture chimique leur permet d’étre
stables et en particulier thermostables (BullerreaBianchini, 2007). Cette caractéristique
empéche donc leur dégradation par une stérilisagioninale, technique tres répandue dans
I'industrie du médicament stérile lorsque le PAst’pas thermosensible. Parmi les centaines

de mycotoxines identifiées a I'heure actuelle, treataine est véritablement importante pour
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la santé humaine en raison de leur fréquence deudeoxicité (Bennett et Klich, 2003). De
nombreux genres de moisissures sont connus comam¢ gtoducteurs de mycotoxines.
Cependant, les mycotoxines potentiellement dangesepour 'lhomme, présentées dans les
Tableaux 6 et 7, sont produites par des souchegdoes appartenant aux genfespergillus
Penicilliumet Fusarium(AFSSA, 2009).

Tableau 6 : Mycotoxines réglementées et moisissures productrices associées (adapté d'aprés 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
Trichotécénes (groupes A et B) Fusarium langsethiae, F. sporotrichioides,
F. poae, F. graminearum, F. culmorum,
F. crookwellense, F. tricinctum,

F. acuminatum

Zéaralenone Fusarium graminearum, F. culmorum,

F. crookwellense

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

Mycotoxines Principales moisissures productrices

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

Toxines dAlternaria (alternariol, Alternaria alternata, A. solani

alternariol méthyl éther...)

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, | Neotyphodium coenophialum, N. lolii

lolitréme B)

Phomopsines Phomopsis leptostromiformis

Toxines trémorgenes Penicillium roquefortii, P. crustosum, P. puberneiu
Aspergillus clavatus, A. fumigatus

Une méme espece peut produire plusieurs sortesydetoxines selon les conditions

de culture. C’est le cas par exemple de I'esp&@cillium verrucosungui produit a la fois

40



'ochratoxine A et la citrinine. A l'inverse, une é@me mycotoxine peut étre produite par
plusieurs especes fongiques différentes. C'esasepar exemple de I'aflatoxine B1 qui est
produite par les espécAspergillus flavus, A. parasiticlet A. nomiusLa patuline est méme

produite par trois genres de champignons différestsavoir,Penicillium (P. expansui
Aspergillus(A. clavatu} et Byssochlamy$B. niveg. Les effets liés aux mycotoxines sont

attribués a la présence de double liaison C=C jouanle dans la toxicité et les propriétés
cancérigenes des mycotoxines en formant des adallikdON (Bennett et Klich, 2003). Le

Tableau 8 présente les effets liés aux principalgsotoxines.

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

Toxine Effets

Aflatoxine B1 + M1 Hépatotoxicité
Génotoxicité
Cancérogénicité
Immunomodulation
Ochratoxine A Néphrotoxicité
Génotoxicité
Immunomodulation

Patuline Neurotoxicité
Mutagenésén vitro
Trichothécénes (groupes A et B) Hématotoxicité

Immunomodulation
Toxicité cutanée

Zéaralenone Fertilité et reproduction
Fumonisine B1 Lésion du systéme nerveux central
Hépatotoxicité

Génotoxicité
Immunomodulation

Les effets toxiques induits par les mycotoxined slennature variée. Certaines d’entre
elles exercent un pouvoir hépatotoxique comme pamele les aflatoxines. Liu a démontré
que ces derniéres peuvent multiplier par 5 le gsdgi développer un cancer hépatique (Liu et
al., 2012). D’autres se révelent cestrogéniques commeésmalénone et induisent des
problémes au niveau de la fertilité et de la repatidn. Les mycotoxines telles que la
patuline, les trichothécénes ou encore les fumoessise révelent immunotoxiques et
hématotoxiques. L'ochratocine A, produite gspergillus ochraceuprésente une activité
néphrotoxique et les toxines trémorgenes sont dér&es comme neurotoxiques. Certaines
mycotoxines sont reconnues ou suspectées d'ét@aenes comme l'aflatoxine B1 par
exemple (AFSSA, 2009).
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Les composés organiques volatils (COV) sont desposés produits lors du
métabolisme primaire des moisissures. lls sontléppaans la littératurenicrobial volatile
organic compound¢MCOV) et appartiennent a différentes famillesnalgjues comme les
alcools, les cétones, les éthers, les estersetpgrtes par exemples. lls sont, par ailleurs,
responsables de I'odeur caractéristique associkeaisissures permettant la détection d'une
contamination non visible a I'ceil nu. lls pourrdiétre & I'origine d’irritations au niveau des
zones corporelles pouvant étre en contact aveccoByose€s, a savoir, les muqueuses

oculaires, nasales, cutanées et respiratoires€CetsBe Blay, 2008).

D’autres éléments des parois, des spores et/omgedliums peuvent entrainer des réactions
de type allergique. Les protéines allergisantesgpample, peuvent activer ou exacerber des
réactions allergiques de type | (IgE dépendantegjeotype 11l (IgG dépendantes). Les genres
Cladosporium Alternaria, Penicillium et Aspergillus seraient frequemment associés aux
allergies et aggraveraient des pathologies dertyipée ou asthme (Bush et Prochnau, 2004 ;
Frew, 2004 ; Smit eal., 2011). Les (1,3B-D glucanes, polysaccharides composant la paroi
de la cellule fongique interviendraient dans uncpssus inflammatoire. Leur action pro-
inflammatoire exacerberait les signes cliniquesiiaeau respiratoire (Young et Castranova,
2005). Concernant les pathologies infectieusesemtain nombre a été décrit chez I'Homme
et touche principalement I'appareil respiratoirengl I'especeAspergillus fumigatuspar
exemple, produit des spores de petite taille (3uan3 ce qui les rend trés invasives. (Bouchet
et al., 2005). Elle est, par ailleurs, capable de résigtix 37°C du corps humain. Dans des
conditions cliniques favorables, comme les patiémttement immunodéprimés par exemple,
cette espéce peut provoquer des aspergilloses palres invasives tres souvent mortelles.
Elle représente la pathologie la plus fréequentdaeplus grave due a ces champignons
(Grandiere-Perez al., 2002 ; Paugam ali., 2010 ; Tabone, 2003).
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4. Moisissures principalement observées dans I'envirarement
industriel pharmaceutique

En 2014, la société Eurofins IDmyk, spécialisée sddfidentification des
microorganismes, a publié le «top 30 » des gedeeshampignons rencontrés dans les
industries pharmaceutiques (Figure 10).

B Acremonium

W Alternaria

m Aspergillus

B Aureobasidium
M Beauvaria

B Chaetomium

B Cladosporium
END

m Davidiella

B Engyodontium

B Epicoccum

M Eurotium

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

D’aprés cette étude basée sur plus de 1200 id=iidns moléculaires réalisées par
séquencage multilocus, 4% des moisissures renesnti#ns I'environnement des industries
pharmaceutiques sont des champignons inférieu@$%t sont des champignons supérieurs.
Parmi eux, les genres les plus fréquemment rereosbnt au nombre de trois et représentent
a eux seuls pres de 70% des moisissures. |l gagifenreAspergillusa hauteur de 26%, du
genreCladosporiuma hauteur de 22% et du gerRenicillium & hauteur de 22% (Carlotti,
2014). Ces trois genresAspergillus, Cladosporiurat Penicillium - appartiennent au groupe
des Ascomyceétes.

Or, ces derniers sont particulierement importaatsils sont potentiellement producteurs
de mycotoxines et/ou substances pathogénes posani@ de 'Homme et de substances
délétéeres pour la qualité du médicament produit . (cf
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Impact des moisissures, page 38). Dans le cadee devail et dans la suite du manuscrit,

nous nous intéresserons plus particulierement &a@isgyenres de moisissures.

4.1.Le genreAspergillus

4.1.1. Historique

Les Aspergillus représentent avec ld2enicillium I'un des plus grands groupes de
champignons filamenteux. Il n’existe que tres petalbitats totalement dépourvus
d’Aspergillus Décrit par Michelli en 1729, le genwspergillus trouve son nom de sa
ressemblance avec le goupilloraspergillusen latin - dont on se servait a I'église a cette
époque.ll est décrit par Link en 1809 commeThallus e floccis caespitosis, septatis,
simplicibus aut ramosis, apice clavatis. Sporidmapicibus capitula formant. En 1872,
I'especeAspergillus fumigatusst décrite par Frésénius. L’histoire des espeeedjenre est
ensuite définie au travers les découvertes destaffes dont elles sont responsables, que ce

soit chez 'Homme ou chez I'animal.

4.1.2. Classification

Le nomAspergillusest donné a un genre de champignons filamentepari@mant au
sous-embranchement des Ascomyceétes. La classificalies champignons filamenteux du

genreAspergillusest présentée dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Taxonomie du genre Aspergillus

Embranchement Eumycota
Sous-embranchement Ascomycotina
Classe Eurotyomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomacea¢

Longtemps regroupés dans les Deutéromyceétes, céuserement connus sous leur
forme asexuée, ils sont désormais associés ademeftéléomorph&urotium, Neosartorya
et Emericella Ce genre comprendrait environ 339 espéeces de¢8tamson adl., 2014). Une
premiere classification, basée sur les caracterasrascopiques et microscopiques, a éte
proposée pour répartir 132 especes en 18 groupge(Rt Fennell, 1965). Plus récemment,
un total de 4 sous-genreésspergillus Circumdatj Fumigati et Nidulantesainsi qu’un total de
20 sections ont été proposgsur tenir compte des résultats de caractérisatioléculaire
(Houbraken eal., 2014 ; Hubka edl., 2015).
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4.1.3. Description morphologique

Les Aspergilluspossédent un mycélium d’aspect duveteux ou poudaecroissance

rapide et généralement de couleurs vives et tnéSesafFigure 1).

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

Nantes)

Le thalle hyalin présente un mycélium cloisonnéstcaractérisé par la présence d’'un
grand nombre de conidiophores dresé@sFigure 12 présente I'aspect microscopique d’un
conidiophore dAspergillus
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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 conidiophoresont terminés par une vésicule de forme tres spaeifappelée « la
téte aspergillaire ». Principale caractéristiquephologique de ce genre, elle supporte, soit
une seule rangée de phialides (structure uniségéi)une rangée de phialides et une rangée
de cellules sous-jacentes appelées métules (steubisériée). Les phialides et les métules
sont également dénommeées stérigmates. Enfin, ledies sont généralement rondes avec un
diametre de 2 & 3 um. Produites en grand nombréepgrhialides, elles donnent, a la téte
conidienne, un aspect radié si les stérigmatesreatun'ensemble de la vésicule, ou une

apparence en colonne si seule la partie supérikucelle-ci est fertile.

4.2.Le genreCladosporium

4.2.1. Historique

Le genreCladosporiumcompte parmi ces espéeces les plus communes dessuces
d’intérieur ou d’extérieur. Ce genre n’a jamais @éérit avec beaucoup de précision en raison
de la variabilité de ses caractéres morphologiqQ&sst Link qui le décrit pour la premiére
fois en 1816 comme khallus e floccis caespitosis, erectis simplicikaig subramosis,
apicibus in sporidia secedentibus. A Sporothrichdalio differt floccis non intricatis, ab
Acladio, sporidis apici prinum innatis, dein delait@us», d’ou son nom -<€ladosdu latin

« rameaux » efporg « spores » (Bensch ait, 2012).
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4.2.2. Classification

Le genreCladosporiumest donné a un genre de champignons appartenasdusd
embranchement des Ascomycétes. La classificatigncdampignons filamenteux du genre

Cladosporiumest 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 Deutéromycetes, ciuserement connus sous leur
forme asexuée, ils sont désormais associés ademefteléomorphe comnigavidiella par
exemple. Ce genre comporte un nombre d'espéces cla®ment défini en raison,
probablement, de I'imprécision de la descriptionrphologique. Ce nombre varie donc selon

les auteurs. D’apres (Ellis, 1971), ce genre conunagt pres de 43 especes.

4.2.3. Description morphologique

LesCladosporiumpossédent un mycélium d’aspect velouté ou flocorneé
croissance lente et généralement de couleurs ireet @ brun ou noire terne. Liaigure 13

présente I'aspect morphologique macroscopique dtuftare deCladosporium

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

SA 4.0)

Le thalle dématié présente un mycélium cloisorire.Figure 14 présente I'aspect

microscopique de conidiophores du ge@ladosporium
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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 decétium. lls sont simples ou
ramifiés, parfois a croissance sympodiale, géngolé non. Les conidies sont unicellulaires
ou multicellulaires en chaines acropétales randfidelles sont ovoides, elliptiques ou
fusiformes et possedent une paroi lisse ou ruguause des cicatrices d’insertion foncées,

souvent bien visibles. On parle de conidies « archer ».

4.3.Le genrePenicillium

4.3.1. Historique

Les Penicillium représentent avec lesspergillusl’'un des plus grands groupes de
champignons filamenteuxLesPenicilliumsont trés répandus dans I'environnemeliit ;

n'existe que tres peu d’habitats totalement dépmide ce genre.

Décrit par Link en 1809, le genrBenicillium regroupe les champignons dont
«Thallus e floccis caespitosis, septatis, simpliclawt ramosis, fertilibus erectis apice
penicillatis. Sporidia in apicibus penicillatis ¢etta». Ce sont des contaminants alimentaires
fréquents, mais certaines especes sont utiliséedipdustrie agroalimentaire comme les
especesPenicillium roqueforti et Penicillum camembertpour le fromage par exemple.
D’autres ont marqué I'Histoire et notamment celke ld médecine. La découverte de la
pénicilline par Fleming en 1928 a partir de I'esBenicillium notatumet son utilisation en
tant qu’agent antibactérien dans les années 1940.exemple, a permis de soigner les
infections des soldats, premiere cause de mortaliséde la seconde guerre mondiale. Cette
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découverte qui marquera le début de I'antibiothiérapoderne lui a valu, en 1945, le prix

Nobel de médecine partagé avec Monsieur Floreyagtsidur Chain.

Trés peu d'especes de ce genre sont incriminépatkologie humaine. La gravité de
I'incidence de ces champignons sur les alimentsacsanté humaine dépend avant tout de
leur aptitude a produire ou non des métaboliguesgtes.

4.3.2. Classification

Le nomPenicilliumest donné a un genre de champignons filamentepertgmant au
sous-embranchement des Ascomyceétes. La classificalies champignons filamenteux du
genrePenicilliumest présentée dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Taxonomie du genre Penicillium

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

Longtemps regroupés dans les Deutéromyceétes, céuserement connus sous leur
forme asexuée, ils sont désormais associés a tmunef téléomorpheralaromyceset
Eupenicillium Le nombre d’espéces n’est pas clairement définiage selon les auteurs.
D’aprés Visagieet al. (2014), ce genre comprendrait pres de 354 espé&bes.premiéere
classification, basée sur les caracteres macrapeepiet microscopiques et parfois complétée
par des données physiologiques, a été proposéRitpgnour répartir 137 espéces en quatre

sous-genresAspergilloides, Penicillium, Biverticilliuret Furcatum(1979).

Bien que cette classification ait été utilisée aurs de nombreuses années, elle n’est
plus, a ce jour, d’'actualité. En effet, avec I'aée de la biologie moléculaire, le genre
Penicilliuma été divisé en 2 sous-genr@spergilloideset Penicillium, et 25 sections a partir
de données phylogénétiques (Houbrakenlet2014 ; Visagie etl., 2014). De plus, cette
classification phylogénétique reste en perpétualig@ution avec la découverte constante de

nouvelles especes et la création de nouvellesossdtHoubraken etl., 2016).
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4.3.3. Description morphologique

Les Penicillium possedent un mycélium végétatif, d’aspect duvetauypoudreux, a
croissance rapide et constitué d’hyphes septésnygleu colorés voire trés colorés. Un
aspect morphologique macroscopique d’une cultuf@aécilliumest présentEigure 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 I'aspect microscopique dédamphores du genrenicillium

Figure 16 : Schéma de la structure de conidiophores d’un Penicillium (http://mycota-
crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?num=33&n=Penicillium)

lls sont caractérisés par la présence de conidioploessés, plus ou moins ramifiés,
et dont I'extrémité, appelée apex, se termine jgarphialides. Ces phialides ampouliformes
présentent une organisation en forme de « petitkepux » ou pénicilles ramifiés,
organisation spécifique de ce genre. Selon leurédég ramification, on parle d&enicillium
monoverticillés, biverticillés ou triverticillés.ds conidies, produites en grand nombre par les
phialides, sont disposées en longues chaines &ilm@mnt & donner a la téte conidienne un
aspect en pinceau. Elles correspondent a deseshohdes hyalines ou peu colorées.

La classification desPenicillium selon Pitt difféerencie quatre sous-genres:

AspergilloidesFurcatum, Biverticilliumet Penicillium.

560 W
?f n’
|

Pinceau monoverticilé Finceau biverticile Pinceau terverticilé Pinceau tetraverticilg :
Phialide seule Phialide + métule Phialide + meétule + rameau Phialide + metule + rameau + branche

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

brest.fr/esiabscientifique/Mycologie/Methodes+d'%C3%A9tudes/Identification+Penicillium)
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Tout d’abord, ledenicilliumsubgenus\pergilloidessont monoverticillés, c'est-a-dire
gue les phialides sont directement implantés saohédiophore. On y retrouve les especes les

plus fréquentes telles qie glabrum, P. spinulosum, P. restrictyoar exemple.

Ensuite, lesPenicillium biverticillés, c'est-a-dire que les phialides siomplantés sur
des métules eux-mémes implantés sur le conidiophpossedent deux sous-genres :
Furcatumet Biverticillium. Les Penicillium biverticillés subgenuBurcatumpossédent 2 a 5
métules, leurs phialides sont ampouliformes etrdégssance est supérieure ou égale a 10 mm
de diametre sur le milieu Glucose Nitrate Agar (SR50On y retrouve les espéces comme
P. citrinum, P. corylophilum, P oxalicupar exemple. LeBenicillium biverticillés subgenus
Biverticillium possédent plus de 5 métules avec une longueunéiedes égale aux phialides
et des phialides acérés. Sur milieu Czapek Yeast&ix(CYA), le mycélium est jaune ou
rouge avec des exsudats en avers et des pigmentsvars. Une croissance lente est
caractéristique sur G25N (inférieure ou égale antd de diamétre). Les espéces les plus
fréquentes sorR. purpurogenum, P. pinophilum, P. funiculospan exemple.

Enfin, les Penicillium subgenusPenicillium sont terverticillés, c'est-a-dire que les
phialides se trouvent sur les métules qui sorgsatiémes, portées par des rameaux implantés
sur le conidiophore. La croissance est importanteG25N (18mm) et une croissance est
observée a 5°C. Les espéces de ce groupe sontnsodee contaminants des produits
agroalimentaires et sont souvent productrices gimés. On y retrouv®. brevicompactum,

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

Un site industriel pharmaceutique a accepté de aomguer son bilan
microbiologique de I'année 2015 concernant les gignons filamenteux (Figure 15).

W Alternaria

W Aspergillus

m Beauvaria
9% B Chaetomium
m Cladosporium
m Cunninghamella
26% W Davidiella
B Epicoccum
= Penicillium
B Hypocrea
m Kernia

= Monagraphella

Paraconiothyrium

Tilletiopsis

Figure 18 : Bilan microbiologique des identifications fongiques 2015

Un total de 57 souches fongiques a été identifié I'snnée 2015. Sur ces 57
champignons isolés, 23 souches ont été retrouvaes ld ZAC classée A, soit 40% et 34
dans la ZAC classée B, soit 60% (Figure 19).

H Classe A

m Classe B

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

Concernant les 23 souches de la ZAC classée Auéhes ont été retrouvées sur les
gants opérateurs, soit 39% et 14 souches ont étéuvées sur les environnements
(prélevements par sédimentation et volumétrie YJ’aoit 61% (Figure 20).
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mgantclasse A

M Enviroclasse A

Figure 20 : Répartition du nombre d'identification des souches fongiques de la classe A en fonction du lieu de

prélevement

Concernant les 34 souches de la ZAC classée Boudhss ont été retrouvées sur les
gants opérateurs, soit 44% et 19 souches sur lggoenements (prélevements par
sédimentation et volumétrie d’air) , soit 56% (Fig21).

‘

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

mgantclasse B

B Enviroclasse B

prélevement

D’'une maniere générale, sur ces 57 souches forgidigentifiées en 2015, 21
correspondaient a d&enicillium (37%), 15 au genr€ladosporium(26%) et 6 souches a des
Aspergillus (11%). Ces trois genres représentent donc a euls sges de 74% des
champignons filamenteux identifiés sur ce site ban d’identification fongique, spécifique
a ce site industriel pharmaceutique, est donc dieadéquation avec la vision plus large que

peut avoir un sous-traitant spécialisé dans ce dmneomme la société Eurofins IDmyk.
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6. Synthése

Les genres les plus fréquemment rencontrés dansvirtemnement industriel
pharmaceutique sont au nombre de trois et repefseat eux seuls prés de 70% de ces
moisissures. |l s’agit du genmspergillusa hauteur de 26%, du gen@adosporiuma
hauteur de 22% et du gerfPenicilliuma hauteur de 22% (Carlotti, 2014). De plus, umdra
nombre d’entre eux est producteur de mycotoxinEsiede substances pathogenes pour la
santé de 'Homme et de substances déléteres pgualdé du médicament produit. En outre,

les champignons filamenteux sont des organismesla@omplexité est connue et reconnue.

Lorsque lI'un d’entre eux est découvert sur uneezde production, I'enjeu majeur
pour le laboratoire de contrdle qualité est l'idigcation de cette moisissure avec un degré de
précision et un niveau de confiance acceptablesis Ma ce jour, quelles méthodes
d’identification des moisissures pourraient étrel@pbles en routine pour le laboratoire de

contréle qualité d’un industriel pharmaceutique ?

Pour répondre a cette problématique d’'identificaties champignons filamenteux a
laquelle est soumise l'industrie pharmaceutiquesiplirs stratégies peuvent étre envisagées.
Elles reposent notamment sur I'étude de la morgliel@t/ou du génome, protéome ou
métabolome de lindividu. Ainsi, dans la partie, Ijuatre approches d’identification des
champignons filamenteux vont étre présentées apgsoches phénotypiques, génomiques,
protéomiques et métabolomiques. Afin d'illustrerttee troisieme partie, nous nous

intéresserons plus particulierement au g&eeicillium
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Partie Il : 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 champighdilamenteux est basée sur
I'observation morphologique de ces derniers. Papdssé, cette description occupait une
place centrale dans la taxonomie. Elle correspatdnmment a l'architecture physique avec
laguelle un organisme fonctionne et s’adapte a sowmironnement. Quelques aspects
physiques d’'un mycélium peuvent cependant étre iéxpude maniére spécifique a
I'environnement immeédiat sur lequel le champigneolée. Par conséquent, la caractérisation
d’'une méme souche au sein d’un laboratoire peatdtierente en fonction des conditions de
culture (milieux, température, lumiére, humidité,. Qes effets peuvent étre minimisés en
utilisant un protocole standardisé pour le milieucdlture, la méthode de repiquage ainsi que
les conditions d’incubation. La premiere étape eltecdescription morphologique consiste en

I'observation macroscopique.

1.1.1. Caractéres macroscopiques

Les criteres macroscopiques reposent sur I'observat la description des mycéliums
in vitro apres 3 a 7 jours d’incubation sur des milieux lssadalt Extract Agar(MEA) ou
Potato Dextrose AgaiPDA), par exemple — ou spécifiques — Czapek pamgite. Un certain
nombre de critéres peuvent étre décrits comme dspu la texture du mycélium, sa
topographie ou relief ainsi que sa couleur. Towbdid, la texture peut étre décrite avec
quatre adjectifs : un mycélium aérien abondant spralifié de texture «laineuse », un
mycélium aérien court sera qualifié de « duveteuxim» mycélium aérien produisant de
nombreuses conidies sera qualifié de « poudrewenfa, un mycélium aérien peu abondant
avec une surface lisse sera qualifié de « glabtea»topographie du mycélium peut étre
qualifiée de « plane », « surélevée », « cérélmiés» ou encore « avec des stries radiales ».
L’observation de la couleur du mycélium est efféetu’'une part en avers et d’autre part en
revers. La présence de pigments diffusibles dogt @tifiée. Un myceélium brun, gris ou noir
sera qualifié de « dématié ». Un mycélium de caubtaire voire transparent sera qualifié de
« hyalin ».

1.1.2. Caractéres physiologiques

Cette description macroscopique peut étre complgiae les caractéristiques

physiologiques afin de discriminer des espéeces ssaopiquement similaires. Lors de cette
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étape, la vitesse de croissance peut étre évatuémnetion du diametre du mycélium a sept
jours. Un diamétre du mycélium a 7 jours supérmuiégal a 3 cm permettra de qualifier la
vitesse de croissance « rapide ». Un diametre di€layn & 7 jours entre 1 et 3 cm permettra
de qualifier la vitesse de croissance « modérémsdiamétre du mycélium a 7 jours inférieur

ou égal a 1 cm permettra de qualifier la vitesserdesssance « lente ».

Des parametres importants, pouvant influés sur Gifférents caractéres
macroscopiques et physiologiques présentés ci-gessnt a prendre en compte lors de cette
étape de description macroscopique comme, par dgefepnmilieu de culture, la luminosité,

I'humidité ainsi que la température d’incubation.

1.1.3. Caractéres microscopigues

Les criteres microscopiques sont fondés sur I'asperphologique des différentes
structures du champignon : le thalle, les hyphesscbnidiophores, les conidies et les organes

de fructification.

Les caracteres morphologiques des hyphes, leureaqula présence ou non de
cloisons ainsi que leur diamétre approximatif penére décrits. Un hyphe sera considére
comme «large » si son diamétre est supérieur andop « étroit » si son diamétre est
inférieur a 4 um. La couleur, la taille ainsi qweforme des conidiophores peuvent étre
décrits. lls peuvent étre absents, simples ou r@sifLa structure et la disposition des
conidies sont a décrire également. La couleuraiéetainsi que la forme sont prises en
compte. Elles peuvent étre uni- ou pluricellulaisesitaires, en amas ou en chaines, de forme
ronde, ovale / ampouliforme ou en massue, par ebenies études microscopiques sont
réalisées a partir d’'un échantillon monté entredathlamelle dans une goutte d’eau ou de

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

Une illustration d’'une approche phénotypique stadidaée est la meéthode pour

I'identification des especes du geRenicilliummise en place par Pitt en 1988.

1.2.Méthode de PITT

Un certain nombre de méthodes ont vu le jour afitkedtifier les espéces au sein de
genre spécifique. C’est le cas, par exemple, deldssification de Pitt pour identifier les
Penicillium (1988). Elle est basée, d'une part, sur les carestmorphologiques, et, d'autre
part, sur les caracteres physiologiques. Ainstecetéthode s’appuie sur la ramification des

conidiophores ainsi que sur la croissanceRisCcillium sur différents milieux de culture et a
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différentes températures d’incubation. La méthautesiste, en effet, a réaliser une incubation
de I'espéece a identifier pendant sept jours sus tnailieux de culture différents, a savoir,
CYA, MEA et G25N. Ces échantillons sont incubésifééibntes températures présentées

dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Températures d'incubation en fonction des milieux de culture pour I'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 échamslloun total de trois échantillons est
mis en incubation sur un milieu CYA aux tempéragude 5, 25 et 37°C. Un échantillon est
mis en incubation a 25°C sur un milieu MEA. Enfim cinquiéme et dernier échantillon est
mis en incubation a 25°C sur un milieu G25N. L’ansacement de ces milieux est réalisé en
trois points & partir d’'une suspension de spores da 'eau/tween 0,01%. Au terme de ces
sept jours d’incubation, trois facteurs sont évalué s’agit de la mesure de la croissance

radiale, des observations macroscopiques et deswai®ns microscopiques.
Les critéres d’observations microscopiques sonsu@gants :

* L’organisation des pinceaux et notamment le nomdeeramifications entre les

conidies et le conidiophore sur le milieu CYA (Efgure 17) ;
* Le nombre de métules par conidiophore ;
* Lalongueur et la forme des phialides : ampoulifermn acéré (aiguille de pin)
» Les conidies (forme, ornementati@tc).

Le Tableau 13 résume les différences entre les-gaies dePenicillium 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 Aspergilloides Furcatum Biverticillium Penicillium
Nb de ramifications Monoverticillé Biverticillé biverticillé triverticilé ou
(conidies/conidiophore) tétraverticillé
Nb de métules par - <5 >5 -

conidiophore

Longueur phialides

< aux métules

€gale aux mgtule

Forme phialides - Ampouliforme acérée -
Croissance sur G25N - Importante Lente importante
Exemples d’espéces P. glabrum, P. citrinum, P. purpurogenum, P| P. brevicompactum, P|
P. spinulosum, | P. corylophilum, | pinophilum, chrysogenum,
P. restrictum P oxalicum P. funiculosum P. expansum,

P. griseofulvum

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

sous-genre de@enicillium Elle donne donc une orientation mais ne permstddaller plus

loin et notamment & I'espéce. Pour cela, la bi@agoléculaire reste nécessaire.

1.3.Intéréts et limites

L’étude des caractéres morphologiques nécessiteg@enatériels et permet une bonne

identification au genre. De simples boites de milie culture, des lames, du ruban adhésif,

un microscope ainsi qu'un incubateur sont nécessalira documentation est aisée avec les

systemes de microscopes intégrant un appareil gragithique. Elle est donc simple, rapide et

peu colteuse en matériels et réactifs.

Si l'identification au genre est assez aisée,relite, cependant, subjective et nécessite

les compétences d'un mycologue expérimenté et fgualElle reste, également, peu

discriminante et il est difficile de différencieesl especes au sein d'un méme genre. Le

polymorphisme ainsi que

la polychromie des chamgpign selon

les conditions

environnementales de croissance ne simplifient lpas identification. Enfin, le nombre

toujours croissant d’especes nouvellement déacesplexifie également cette approche. Les

difficultés associées a l'identification des esgedePenicillium, par exemple, ont donné lieu

a de nombreuses identifications erronées (Fisdradr, 003)

Ainsi, cette méthode longue et fastidieuse, souuaptécise, est incompatible avec

les exigences croissantes des textes réglementdérelindustrie pharmaceutique. Cette

approche phénotypique dite « classique » n’est gargsuffisante.
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2. Approches génomiques

2.1.Principe général
Comme les caractéristiques morphologiques de I phénotypique sont parfois
insuffisantes pour identifier un champignon, devedles stratégies ont été développées. Elles
utilisent des techniques d’identification moléctdabasées sur I'étude des séquences d’un
géene, appelé unilocus, d’'un fragment d’ADN défiel, qu’un intron ou un espaceur, ou de
plusieurs génes, appelés multiloci (Verscheuad.e2002). Ces méthodes sont universelles et
permettent d’étudier le polymorphisme afin de disgrer les especes et les genres des

champignons.

bY

Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer lacesgion de nucléotides
composant I’ADN. Tout d’abord, l'extraction des @es nucléotidiques a partir d’'un
mycélium est nécessaire. Ensuite, une amplificaionou des marqueurs moléculaires
d’intéréts est réalisée par PCR a l'aide d’amotcegerselles complémentaires des séquences
d’ADN et situées juste en amont de la zone a sésuerha particularité du séquencage
consiste en ['utilisation de nucléotides Iégéremdifitérents, les didésoxyribonucléotides
ddNTP présents en faible nombre dans le milieu daction alors que les
désoxyribonucléotides dNTP sont en grande quarnitésque 'TADN polymérase utilise un
ddNTP au lieu d'un dNTP, la synthése du brin starr&’incorporation aléatoire de ddNTP
permet d’obtenir des fragments d’ADN de taille ahte. Les ddNTP sont incorporés,
marqués par 4 fluorochromes différents. Les fragme&ADN obtenus sont de longueurs
différentes ; le séquenceur sépare les fragmeAidNd’selon leur taille par chromatographie.
Les systémes actuels détectent la florescence desldotides a partir de la méme colonne.
Le résultat est présenté sous forme d’électropmanége. Enfin, I'alignement des séquences
obtenues est effectué, soit graphiqguement, soitgxae, c'est-a-dire que les séquences écrites
en ligne sont alignées et comparées a des sequdaprésentes dans des banques de
données accessibles sur Internet (NCBI GenBankepample). On peut ainsi obtenir des
BLAST, c’est-a-dire des comparaisons avec les sampseles plus proches et l'identification
qui correspond, rendus avec un pourcentage d’hagie(@ltschul etal., 1990).

2.2.Marqueurs moléculaires d’intéréts

Les régions du génome utilisées pour l'identificatpar séquencage moléculaire sont
appelées marqueurs moléculaires. Elles doivent Iredgux conditions : (1) étre ubiquistes,

c’est-a-dire présentes chez tous les taxons etuelié€) contenir une région variable
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spécifiqgue de chaque espece et encadrée par deuenees conservées chez la plupart des
champignons (Figure 22).

Régions conservées Régions variables Régions conservées
AN S SO TR | TN - ADN
AATTGGCGTACCTA Espece 1
AAGTGGCGAACTTA Espéce 2
ACTTTGAGTACCTA Espeéce 3

Figure 22 : Comparaison de séquences variables de trois espéces distinctes (d’aprés takween.com)

La comparaison des séquences des régions varidéedifférents isolats retrouvés
dans I'environnement permet de conclure sur l'idieation a I'espece de ces derniers. Chez
les champignons filamenteux, les marqueurs molé&eslautilisés sont les genes, ou les
séquences intergéniques, présents sur le génongainacll existe deux types de séquences
utilisées pour lidentification moléculaire des off@ignons : (1) les genes codant pour les
ARN ribosomiques et (2) les genes codant pourrde®mes nucléaires.

2.2.1. Les genes de I’ARN ribosomique

L’ARN ribosomique est le marqueur d’intérét le ple@nnu et le plus fréquemment
ciblé pour I'identification des champignons. Il pede effectivement I'avantage d’étre présent
chez tous les étres vivants puisqu’il constitueslément fondamental dans le mécanisme de

traduction de ’'ARNm en protéine.

Chez les champignons, les génes codant pour les W®Nomiques sont au nombre
de quatre ; le gene codant pour I’ARN ribosomigq86eS] qui est constitutif de la petite sous-
unité du ribosome également appelée sous unitéaihimue 40S onuclear-Small SubUnit
(nuc-SSU), et les genes codant pour les ARN ribagoes 5S, 5,8S et 28S, qui sont
constitutif de la grande sous-unité du ribosomeéesigant appelée sous unité ribosomique 60S

ou nuclear-Large SubUnifnuc-LSU).

Ces genes sont organisés en groupe d'unités répétémeparées par les séguences
Inter Genic Space(lGS). A l'intérieur de chaque unité, les génesSl8t 5,8 S sont sépares
par les séquencésternal Transcribed Spacete type 1 (ITS1) et les génes 5,8 S et 28 S sont
séparés par les séquences ITS2. La Figure 23 pedldanganisation des genes codant pour

I’ARN ribosomique nucléaire.
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Figure 23 : Organisation des génes codant les ARN ribosomiques et des régions intergéniques chez les champignons et
présentant un intérét pour I'identification moléculaire
Généralement, les séquences des genes codantegoARNr 18S, 28S, 5S et 5,8S
sont hautement conservées au niveau des phylajldangt genres. En revanche, les
séquences ITS et IGS sont beaucoup plus polymorfBesee et Taylor, 2001). Les
séquences ITS présentent notamment des variatirspécifiques importantes alors que les
séquences IGS présentent une variabilité intragéeiélevée. Ainsi, les séquences utilisées

pour I'identification moléculaire sont donc les géqgces 18S, 28S et ITS.

Les génes nuc-SSU et nuc-LSU présentent une taitlgortante comprenant
respectivement 1800 et 3200 pb (Neefalet1993). Par conséquent, seule une petite partie
de ces séquences, également appelées séquendelepardst utilisée en identification. Il
s’agit des 900 premiéres bases de la partie 5’éie gnuc-LSU et de 1150 pb pour le géne
nuc-SSU.

La séquence ITS, quant a elle, est la région d’ABIglus largement utilisée pour la
phylogénie des champignons. En effet, il est aldmant référencé pres de 150 000
séquences d'ITS fongiques dans les bases de do(ae®n etal., 2010). Cette séquence
comprend les régions ITS1, ITS2 et le gene 5,8S.tde varie de 600 & 700 pb
(Mouhamadou eal., 2008). En raison de son haut degré de varigt@mnrapport aux genes
nuc-LSU et nuc-SSU, la région ITS contient les raatgs permettant la caractérisation et

I'identification moléculaire des especes fongig(fshoch eal., 2012).

Cependant, il arrive parfois que ces régions ITilisées seules, ne soient pas assez
variables pour permettre une distinction des espdear exemple, il n’est pas possible de
différencier certaines especes comivepergillus tamarii, A. nomius et A. flav(ilkam etal.,

2014). Dans ces situations, il faut alors avoiotes a d’autres génes.
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2.2.2. Les genes codant pour les protéines nucléaires

Les protéines nucléaires possédent des roles iemgsrtau niveau cellulaire. Les
séquences codant ces protéines sont donc génémlesmenises a de fortes contraintes
fonctionnelles. Par conséquent, les mutations ssrséquences sont rares, ce qui en fait un
avantage par rapport aux séquences d’ARNr pouwariak/ses phylogénétiques. Les génes les
plus utilisés sont ceux qui codent poupttubuline, les ARN polymérases de type Il (RPB2),
le facteur d’élongation TEF 1, I'actine ainsi gaechimoduline (Hibbett etl., 2007). Ce sont
des séquences composees d’'une quantité plus impmodantrons ce qui explique qu’elles
soient plus variables que I'ADN ribosomal. Ces sdmes offrent donc des informations
additionnelles pour permettre la distinction d’esggsetres proches.

Le géne codant pour Rtubuline, protéine d’environ 55 kDa, reste tréessmveé au
cours de l'évolution. Cette protéine est, en eféssentielle au bon fonctionnement de la
machinerie cellulaire des eucaryotes lors de lasuit(Einax et Voigt, 2003). Ce géne peut
étre présent en plusieurs copies dans le génomdiligectal., 2000) et possede une taille
variant d’environ 700 a 2000 pb due a la présercaotnbreux introns (Corradi &k, 2004).

Les génes RPB1 et RPB2 codent pour les deux grasoes-unités de I'ARN
polymérase de type Il. lls codent plus particuldeat les domaines catalytiques de cette
enzyme ce qui lui confére la propriété de posséley domaines conservés utilisés en
phylogénie chez les eucaryotes (Stiller et Hall999 Liu et Hall, 2004). Chez les
champignons, la séquence partielle du gene RPEB2yvibn 1100 pb, est utilisée pour leur

identification et la phylogénie moléculaire (Bindgal., 2010).

Le géne du facteur d’élongation TEk-&ode pour une protéine qui contrdle le taux et
la fidélité de la synthése protéique. Il est géle@nant présent en une copie unique dans le

génome des champignons (Baldauf, 1999).

Le gene codant pour I'actine, protéine d’environkiia, reste trés conservé au cours
de I'évolution. Cette protéine entre, en effet, lémn structure du cytosquelette des cellules.
Cegeéne est présent en une copie unigue dans le ggfiamkéa etal., 2000).
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2.2.3. Exemples d’identifications de champignons filament& en environnement
industriel pharmaceutique

Afin d'illustrer cette approche, trois échantillode champignons filamenteux issus de
I'environnement industriel pharmaceutique ont éténtifiés par séquencage moléculaire
unilocus du géne codant pour I’ARNr 28S (Figure. 24)

LOCUS 281 bp
ORIGIN
1 GAGTGATCGA AAGATGAAAR GCACTTTGAA ARGAGAGTTA AAAAGCACGT GARATTGTTG
A 61 AAMGGGAAGC GCTTGCGACC AGACTCGCTC GCGGGGTTCA GCCGGCATTC GTGCCGGTGT

121 ACTTCCCCGC GAGCGGGCCA GCGTCGGTTT GGGCOGGTCGE TCAAAGGCCT CTGGARGGTA

181 ACGCCCCCTC GGGGGCGTCT TATAGCCAGG GGTGCAATGC GGCCTGCCOG GACCGAGGAR
4 241 CGCGCTTCGGE CTCGGACGCT GGCATAATGG TCGTAAGCGA €

LOCUS 279
ORIGIN =
1 GAGTGATCGA AAGATGAAAA GCACTTTGAA AMGAGAGTTA AAAAGCACGT GAAATTGTTG
B 61 AAAGGGAAGC GCTTGCGACC AGACTCGCTC GCGGGGTTCA GCCGGCATTC GTGCCGGTGT
121 ACTTCCCCGC GGGCGGGCCA GCGTCGGTTT GGGCGGTCGE TCARAGGCCC TCGGAAGGTA
181 ACGCCCCTAG GGGCGTCTTA TAGCCGAGGG TGCAATGCGA CCTGCCTAGA CCGAGGAACG

ij 241 CGCTTCGGCT CGGACGCTGG CATAATGGTC GTAAACGAC

LOCUS 279 bp
ORIGIN

1 GAGTGATCGA AAGATGAAAA GCACTTITGAR AAGAGAGTTA AAAAGCACGT GAAATTCTTC

C 61 AARGGGAAGC GCTTGCGACC AGACTCGCTC GCGGGGETTCA GCCGGCATTC GTGCCGETAT
121 ACTTCCCCGC GGGCGGGCCRA GCGTCGGTTT GGGCGGTCGE TCARAGGCCC TCGGAAGGTA

181 ACGCCCCTAG GGGCGTCTTA TAGCCGAGGE TGCAATGCGA CCTGCCTAGA CCGAGGAACG

1+ 241 CGCTTCGGCT CGGACGCTGS CATAATGGTC GTAAGCGAC

Figure 24 : Séquences du géne codant I'ARNr 28S obtenues a 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 a descEsjde référence a I'aide d’'une
analyse BLAST sur NCBI. Les résultats sont présehigure 25. Les souches de référence,
qui possedent les plus fortes homologies avecdaes&e de I'échantillon, sont présentés par
ordre décroissant du pourcentage d’homologie (%cNat
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A Referance Seguence Name % _Match Total Mismatches
Penicillium brevicompactum €BS257.29 (C) 100.0 0
Penicillium olsonii CB5232.6 (C) 98.8 4
Penicillium bicurgeianum WRRLEBES (C) 97.94 6
Penicillium kojigenum WRRL3442 (C) 96.89 9
Penicillium raistrickii WRRL2039 (C) 96.89 9
Eupgn%ciilium ochrosalmoneum CBS231.6 (C) 96.8 9
Penicillium citrinum CBS139.45 (C) 96.46 10
Penicillium rogqueforti CBS167.91 (C) 96.44 11
Eupenicillium baarnense CBS134.41 (C) 96.19 11
Penicillium digitatum CBSE58.68 (C) 96.07 12

B Reference Segquence Name %_Match Total Mismatches
Penicillium chrysogenum CBS306.48 (C) 100.0 o
Penicillium rubens DIl6-41 (C) 100.0 ¢}
Penicillium nalgiovense CBS352.48 (C) 99.72 1
Penicillium commune CBS5474.92 (C) 99.65 1
Penicillium poloniecum CBS112560 (C) 9%.65 1
Eupenicillium crusstaceum FRR3556 (C) 99.64 1
Penicillium hirsutum DAOM221131 (C) 99.63 1
Penicillium hordei CBS701.68 {C) 99.63 1
Penicillium verrucosum CBS603.74 (C) 99.63 1
Penicillium auranticgriseum CBS324.89 (C) 99,51 2

C Reference Sequence Name %_Match Total Mismatches
Penicillium commune CBS474.92 (C) 100.0 o
Penicillium polonicum CBS112560 (C) 100.0 o
Panicillium tricoler CBS 101488 (C) 100.0 o
Penicillium griseofulvum ATCC 9260 (C) 100.0 e]
Penicillium auranticgriseum CBS324.8% (C) 99 .83 1
Penicillium camembertii CBS190.67 (C) 99.67 1
Penicillium clavigerum CBS310.48 (C) 99.67 1
Penicillium commune CBS311.48 (C) 99.67 i
Penicillium corylophilum CBS312.48 (C) 99.67 1
Penicillium palitans BM-02-11-152 (C) 99.67 1

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 a 100% avec une seuleségqude référence et avec des
homologies inférieures ou égales a 98,8 % pour deges séquences de référence,
I'échantillon n°1 a été identifi€ comme correspamdal’espécéenicillium brevicompactum.
Le séquencage moléculaire unilocus du gene cot®RNI 28S pour cet échantillon semble

ici suffisant mais ce n’est pas toujours le cas.

En effet, si I'on s’intéresse a I'échantillon n@®/ec des homologies égales a 100%
pour deux séquences de référence différentesulzhean°2 peut étre identifiée comme étant
Penicillium chrysogenurau Penicilium rubensL’identification sur la base du séquencage du
géne 28S ne semble donc pas suffisante et un dobséste quant a I'identification précise du

champignon.

Avec des homologies égales a 100% avec quatre réepigle référence différente,
I’échantillon n°3 peut correspondre Renicillium communeP. polonicum P. tricolor ou
P. griseofulvumComme pour I'échantillon n°2, il est difficile, sla base de ce séquencage,

de proposer une identification fiable pour I'échiéort n°3.
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Les résultats des comparaisons des séquences ebteour les échantillons n°2 et n°3
démontrent donc les limites du séquencage moléeulaiilocus. Afin de compléter ces
résultats, les trois échantillons de champignomamiinteux issus de I'environnement
industriel pharmaceutique ont été identifiés payus@cage moléculaire unilocus du géne

codant pour I-tubuline. Les résultats sont présentés Figure 26.

A Refarence Eequgnce Hame %_Hat‘:h. T’Dtﬂl_ﬂismtchﬂﬁ
Penicillium brevicompactum DI16-89 (C) 9%.58 2
Penicillium brevicempactum CBS110067 (C) 97.67 11
Penicillium brevicompactum ATHUM 5048 (C) 97.59 11
Penicillium bialowiezense AS3.15314 (C) B8.57 53
Penicillium bialowiezense AS3.15319 (C) 8B.57 53
Penicillium biourgeianum MRRL32207 (C) B8.55 50
Penicillium scabrosum DROM214786 (C) B4.52 75
Penicillium swiecickii DAOM214775 (C) B3.74 79
Penicillium olsonii ATHUM5184 (C) B3.46 76
Penicillium ochrochloron ATHUMS088 (C) 83.17 78

B Reference Sequence Name %_Match Total Mismatches

Penicillium chrysogenum ATHUMS058 (C) 100.0 o
Penicillium chrysogenum DTOLO00F7 (C) 100.0 o
Penicillium allii-sativi DTO14BI4 (C) 98.54 6
Penicillium vanluykii DTO14BIZ (C) 9 .28 7
Penicillium chrysogenum CBS306.48 (C) 98.13 8
Penicillium tardochrysogenum DTO149B2 (C) 9g8.02 8
Penicillium chrysogenum DAOM212031 (C) 97.83 9
Penicillium rubens CBS307.48 (C) 97.82 9
Penicillium desertorum DTO148I5 (C) 97.17 10

C Refersnce Sequence Name % _Match Total Mismatches
Penicillium griseofulvum NRRL2300 (C) 100.0 0
Penicillium dipedemyicola NRRL13487 (C) 96.42 15
Penicillium expansum ATHUM2534 (C) 93.63 28
Penicillium sinaicum CBS279.82 (C) 92.79 29
Penicillium glandicola ATHUM3001 (C) 92.1% a5
Penicillium vulpinum ATHUMS187 (C) 91.95 34
Panicillium desertorum DTOLl48I5 (C) 91.73 34
Penicillium dipodomyis NRRL13485 (C) 91.44 as
Penicillium desertorum DTOL6BS (C) 91.37 as
Penicillium nordicum CBS109541 (C) 91.31 ki:
Penicillium polonicum CBS 101479 (C) 91.04 37
Penicillium commune NRRL 35686 (C) B8.88 i1

Figure 26 : Résultats des comparaisons de séquences de B-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 a 97,884 trois séquences de
référence d’espece identique et avec des homoloyi&seures ou égales a 88,8 % pour les
autres séquences de référence d'espéces différdltiemtification de I'échantillon n°1
semble correspondreRenicillium brevicompactunie séquencage moléculaire unilocus du
géne codant |&-tubuline vient donc confirmer la premiere idemtfiion (séquencage 28S)
écartant le risque d’identification erronée.

Avec des homologies égales a 100% avec deux séspiale référence d’espece
identique et avec des homologies inférieures oleé@a98,54 % pour les autres séquences de

67



réféerence  d'especes  différentes, [I'échantillon n°emble correspondre a
Penicillium chrysogenuni’analyse complémentaire de ces deux séquencagBiN¢ 28S /

B-tubuline - permet donc de conclure Banicillium chrysogenum

Enfin, avec des homologies égales a 100% avecamesnce de référence et avec des
homologies inférieures ou égales a 96,42 % pouale®s séquences de référence d’especes
différentes, I'échantillon n°3 peut étre identiiémmePenicillium griseofulvumL’analyse
complémentaire de ces deux séquencages - ARNr g86buline - permet de conclure que
cette souche semble appartenir a I'espenicilium griseofulvumCes analyses montrent
bien qu’une identification multiloci permet donc figbiliser les résultats d’identification par

biologie moléculaire.

2.2.4. Synthése

Depuis maintenant pres de 20 ans, les méthodescutai®s ont connu un essor
considérable dans la taxonomie des champignonsidiléeux. Les séquences des genes
codant les ARN ribosomiques (18S, 28S) ainsi geedgions intergéniques non transcrites
de ces genes (ITS1 et ITS2) ont été tres utilimegphylogénétique pour distinguer les
especes fongiques. C’est pourquoi, une analyseaus) a I'aide de I'un de ces deux types de
marqueurs, permet une bonne identification au gd@arlotti, 2014). Par ailleurs, la
combinaison des deux régions ITS (ITS1/ITS2) perafebtenir de meilleurs résultats
d’identification que [l'utilisation de l'une ou deautre séparées (ITS1 ou ITS2). C'est
pourquoi, les régions intergéniques ITS1-ITS2 caor@bs, ont été proposées comme « code
barre de la vie » pour les espéces animales, &gqgd et les champignons (Schoclalet
2012). En revanche, il n’y a pas, a I'heure actyale consensus sur un marqueur universel
(unilocus). De plus, certaines espéces de gennesriamts pour l'industrie pharmaceutique,
commeAspergillus, Penicilliumou encoreCladosporiumpar exemplene peuvent pas étre
différenciés uniqguement avec ces marqueurs sealsuf@rt etal., 2007 ; R. Samson at.,
2004 ; Geiser etl., 2007). Lidentification plus précise a I'espécecessite |'utilisation
d’autres marqueurs d’intéréts (Schochakt 2012). Parmi eux, les génes constitutifs ou
« House Keeping Genes », codant principalement pag protéines essentielles aux
fonctions cellulaires de base, varient selon lesiges fongiques, les genres voire les espéces.
Les génes codant pour le facteur d’élongation TEFactine, lap-tubuline, les différentes
sous-unités des ARN polymérases en sont des exeglfifableau 14).
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Tableau 14 : Principaux marqueurs fongiques disponibles dans les bases de données en 2009 (d'aprés Begerow et al.

2010 modifié)
Marqueurs fongiques | Nombre de séquences disponibles
ITS incluant 5,8S 147 042
SSuU 136 588
LSU 115 228
B-tubuline 14 921
Actin 4124
RPB2 8 316
EFlo 7235

Cette approche « multiloci », basée sur la companaisimultanée de plusieurs
marqueurs d’intéréts, permet de pallier aux linota des approches unilocus. Ainsi, la

distinction fiable et précise des especes est andéélidans de nombreux cas (Carlotti, 2014).

2.3.Intéréts et limites

Cette technique apparait comme intéressante, pigtiement lorsqu’elle s’affranchit
de I'étape de repiquage qui est chronophage damad¢hodes classiques. Le travail a partir
d’'une culture jeune et pure permet un importannh g temps dans lidentification du
champignon. Elle s’applique a tous les champigngrempris ceux ne sporulant pas, grace a
des banques de données bien développées. Uneaunaliegcus a I'aide de marqueur comme
’ARNr 28S ou I'ITS1 et 2 permettra une bonne idiécdtion au genre (Carlotti, 2014).

Parmi les inconvénients, cette méthode d’identificanécessite la comparaison a des
séquences de référence. Il existe deux types dgubarde données moléculaires : privées et
publiques. La consultation d’'une banque de donpéeée engendre un codt supplémentaire
alors que la banque de données publique, librecd&apar définition, est incrémentée par
toute la communauté scientifique. Il existe doncrisque que des séquences de marqueurs
d’intéréts erronées ou incorrectement identifié@erd déposées pouvant ainsi entrainer des
mauvaises identifications des souches isolées.cGlctions publiques, comme GenBank
(NCBI) par exemple, sont donc des outils essenfesr I'identification mais celles-ci
peuvent s’avérer trés compliquées pour un persdaeakhiqgue non qualifié ou inexpérimenté
pour ces techniques (Kdljalg @t, 2013 ; Schoch etl., 2014). Il devra donc garder un regard

critique par rapport a I'ensemble des informatiookectées.
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L’amplification par PCR peut également présentezlques difficultés. Le risque de
contamination entre les échantillons, I'extractiméalable délicate et lente mais nécessaire

ainsi que la nécessité d’'un personnel qualifié faatie des limites de cette approche.

Elle représente, pour le laboratoire de l'industpbarmaceutique, un codt plus
important en raison des investissements lourds amtaméquipements ou les réactifs onéreux

par rapport a une simple identification morpholagiq

Par ailleurs, il arrive parfois que l'alignements dgquences obtenues avec celles
présentes dans les bases de données ne permetieti¢ gonner de résultats francs sur un
nom d'espéece. En effet, les séquences amplifiéeomepas assez spécifiques et donc non

discriminantes.

Enfin, une bonne connaissance de la mycologie megiendant requise et nécessaire,
notamment sur la taxonomie fongique ne serait-ce pour gérer les noms des formes

téléomorphes et anamorphes d’'une méme espéce.

Ainsi, l'identification des souches fongiques papproche génomique n’est viable
que si elle fait I'objet d’'une sous-traitance awgpr@de laboratoires spécialisés quand le
laboratoire de contrdle qualité de I'industriel phaceutique ne posséde pas ces compétences
et/ou ces techniques. Il existe de nombreux labwest spécialisés dans l'identification des
microorganismes comme les sociétés Eurofins IDmPCM Pharma et CARSO

Pharmaceutique, par exemple.

3. Approches protéomiques

3.1.Définitions

La protéomique consiste en « I'étude de I'enserdeke protéines exprimées dans un
organite, une cellule, un tissu, un organe ou wamsme a un temps donné et dans des
conditions données » (Kenyon at, 2002). L'approche protéomique permet d’identifige,
quantifier ainsi que de caractériser les proté{iedterson et Aebersold, 2003). L’ensemble

de ces protéines est nommeé protéome.

L’'analyse protéomique est une étude dynamique :gédnome peut conduire a
plusieurs protéomes différents. Un certain nomtardadteurs peuvent étre a l'origine de ce
phénomene comme, par exemple, les modifications-tpaductionnelles liees au stress

environnemental pour les souches fongiques (PattesAebersold, 2003).
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On peut distinguer deux grands types d’analyseéproique : la protéomique
descriptive s’intéressant aux protéines, a leueanivd’expression, a leur localisation ainsi
gu’a leurs modifications post-traductionnelles @&tpfotéomique fonctionnelle, quant a elle,
qui s’intéresse aux interactions et aux activités grotéines. L'identification des protéines
fait donc appel a la protéomique descriptive etspharticulierement a la protéomique
qualitative en se concentrant sur les protéinestaomment exprimées et tres abondantes
telles que les protéines ribosomiques. Un certaimbre de méthodes ont été décrites
(Porquet, 2004).

L'une de ces méthodes, qui a connu un essor caabléédans le domaine de la
biologie et qui a émergé pour l'identification dagroorganismes, est basée sur I'analyse du

protéome par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Mtyr2013).

3.2.Spectrométrie de masse MALDI-TOF
3.2.1. Principe

La spectrométrie de masse est une technologie tddiadébut du XX siécle. Elle

consiste a séparer et identifier des moléculesdelo masse et leur charge.

Le  spectrometre de masse MALDI-TOF (Matrix-AssistedLaser
Desorption/lonisation) est un spectrometre utilisame source d’ionisation laser assistée par
une matrice et un analyseur a temps de vol (Tim&li@ght, TOF). Cette technique permet
d’ioniser des molécules de grande taille, peu uektet sensibles a la chaleur sans les

dégrader. Elle s’applique aux biomolécules plugifea comme les protéines microbiennes.

Le dépodt est soumis a de nombreux tirs laser &figur de I'appareil qui conduit a
I'lonisation des protéines. Les ions sont ensuifgases par des champs électriques d’aprés
leur masse et leur temps de vol dans le tube adadénstrument. Le résultat est I'obtention
d’'un spectre (série de pics) prenant en compteehisité des pics (quantité de protéines

présentes) et la masse (exprimée en rapport masskage oun/2).
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3.2.2. Désorption lonisation

Le principe d’ionisation par la technique MALDI gs€senté en Figure 27.

_ Mélange -t /'/;.;53‘ J

matrice-échantillon

oV

o
=d
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=2
2 py i ® s @
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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, e&iéoan direction de la cible. La
matrice, ayant une grande réactivité pour I'absonpde la lumiere U.V., absorbe I'énergie du
laser protégeant ainsi les molécules protéiniqeela diégradation. L’énergie du laser produit
deux phénomenes : (1) la désorption c’est-a-dirgalaorisation de la matrice libérant les
protéines, (2) le transfert des protons de la w&tiil'analyte qui s’'ionise. L’analyte (en vert)
est cristallisé dans la matrice (en violet).

Les protéines ont des groupements accepteurs tnpret sont ionisées positivement.
Cette réaction est présentée ci-dessous :

R-NH, + H > R-NH;'

3.2.3. Spectrométrie a temps de vol

La spectrométrie a temps de vol est une technigparant les substances ionisées en
fonction de leur charge et de leur poids moléceldia séparation se fait entre une anode et
une cathode dirigeant ainsi les molécules ionis®es I'électrode portant la charge inverse
des ions a analyser. Les ions passent ensuitevérgran champ électrique de force connue
accélérant leur progression. Le spectrométre mdsueenps que mettent les différents ions a
atteindre le détecteur. Les grosses molécules megihes de temps que les petites molécules.

Elles sont donc séparées en fonction de hedzr 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 I'impact des ions en sigizds informations enregistrées sont
ensuite envoyées a l'analyseur qui va traiter lesnédes et les présenter sous forme de

spectre.

3.2.4. Spectre de masse

Les données enregistrées sont, tout d’abord, éadsuhfin de transposer les résultats
dans un spectre ou chaque pic correspond a undgpmolécule. L'axe des ordonnées
représente l'intensité relative du signal et I'ades abscisses indique le rapporiz Un
exemple classique de spectre obtenu en spectrentgrmasse MALDI-TOF est présenté

Figure 29.
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Figure 29 : Spectre généré lors d’une analyse MALDI-TOF (d’aprés BioMérieux)
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3.3.Application a 'identification des champignons

L’intérét de la spectrométrie de masse MALDI-TORsl$a discrimination d’especes
fongiques, dont celles du gerfPenicillium,n’a été exploré que dans les années 2000 (Amiri-
Eliasi et Fenselau, 2001 ; Welham adt, 2000 ; Valentine eal., 2002). Dans une étude
réalisée en 2005, Chen et Chen ont rapporté lacitépa discriminer six especes de
Penicillium sur la base de leur empreinte protéique (ChenhenC2005).De la méme
maniere, Hettick etll. en 2008, ont rapporté la capacité a discriminarzdoespéces de
Penicillium, soit deux fois plus (Hettick etl., 2008). Un exemple de cette étude est illustré
Figure 30. Elle représente les empreintes spestialates obtenues par spectrométrie de

masse MALDI-TOF a partir de quatre especes fongi@ppartenant au geriPenicillium

60
Peniciflium aurantiogriseum
40

0

0
&0

Penicillium brevicompactum
40

20

Penicillium citrinum

Relative Abundance

Penicillium chrysogenum

5000 10000 15000 20000

Figure 30 : Empreintes spectrales obtenues a partir de quatre espéces fongiques différentes (adapté d'aprés Hettick et
al., 2008)
On observe des pics communs a I'ensemble de céxeqyeectres, entourés en rouge,
illustrant le partage d'une, et parfois plusieupsotéine(s) commune(s). Ces protéines,
présentes quelle que soit I'espéce, sont doncfapées du genre du champignon filamenteux

et peuvent étre considérées comme des marquelgsnda. On observe également des pics
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spécifigues a chaque spectre, entourés en vermettant de différencier les espéces. Ces
protéines pourraient donc étre spécifiques a cesiades et permettent de discriminer les
quatre espéeces drenicillium Ainsi, chaque spectre, ou empreinte protéiqua, déférent(e)

d’'un genre a l'autre et d’une espéce a l'autreesilspécifique a I'espece recherchée.

Dés lors, on comprend bien que cette approche,gitam de discriminer les espéces
sur la base de leur empreinte spectrale protéigdeDM a intéressé les industriels dans le
développement et la mise au point doutils d’idécdtion adossés a leurs instruments
d’analyse. En effet, les données spectrales obsepeigvent étre utilisées comme empreinte
de chaque champignon isolé et comparées a desespdet masse pour lesquels les identités
des champignons sont connues. Ces alignementsed&es) par analogie en quelque sorte
avec les alignements de séquences ADN; pourraieningitre d’obtenir des scores
d’homologie et ainsi traduire une certaine proportididentité commune entre le
champignon a identifier et les champignons de eéf@g dont les données spectrales sont
déposées dans des bases de données (payantegtes ptidéveloppées en interne).

Cette approche a d’ailleurs été développée et ogatgrpar BioMérieux sous la forme
d’un logiciel de retraitement des données équifmapectrometre de masse Vitek© MS dans
un but d’identification des microorganismes suibése de leur empreinte spectrale. Ainsi,
chaque isolat analysé obtient un niveau de cordiatitibué a chaque identification en raison

de la variabilité intra espéce (Figure 31).

Niveau de .
confiance Choix % probabilité Commentaires
Bonne 1 60 4999
. L . _ Autres tests
Faible discrimination |[2a4 Somme =100 nécessaires pour les séparer
N/A N/A Pas de choix significatif
D absente
=4 Somme < 100 Identification non concluante

Figure 31 : Exemple de niveau de confiance fournit par le Vitek© MS Biomérieux

Apres analyse, si le logiciel propose une seulatifieation avec un pourcentage de
probabilité compris entre 60 et 99,9%, le niveaucdefiance est bon. L'espéece identifiée
correspond bien a I'espece recherchée. Si le Elgiebpose plusieurs choix d’'identification
avec un pourcentage de probabilité réparti de fagprtable entre les différents choix, le
niveau de confiance est faible. Ainsi, d’autregstesavereront nécessaires pour identifier
correctement l'isolat. Si le logiciel propose plde 4 choix ou ne propose aucun choix

d’identification, le niveau de confiance indiquélentité absente ».
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Si les empreintes protéomiques, obtenues par spe¢trie de masse MALDI-TOF,
sont utilisées en routine pour l'identification destéries depuis plusieurs années maintenant,
cette méthode s’avére plus compliquée pour les plggrons filamenteux d’origine
environnementale. En effet, les bases de donnéesigereur sont actuellement moins
développées pour ces derniers. Par exemple, BieMérpropose un équipement fourni avec
une base de données « Knowledge v3.0 » contenaft ebpéces fongiques, congue
principalement pour un usage clinique. Elle ne ceupas encore une large gamme de
champignons d’origine environnementale. En comparai cette méme base de données
contient 882 bactéries issues de tous milieux. gfoid, le développement de ces outils est en
cours grace a des partenariats privés entre l&satits constructeurs (BioMérieux, Brucker)

et des entreprises spécialisées dans l'identidicale microorganismes.

3.4.Intéréts et limites

Les avantages de [utilisation de la spectrométtee masse MALDI-TOF sont
nombreux. Elle est, tout d’abord, rapide avec wultat d’identification en quelques minutes
aprés culture pour les laboratoires équipés detrgpeetres de masse, de logiciel de
retraitement et de base de données d’empreintesralgs conséquentes. Ce gain de temps,
par rapport a d'autres méthodes plus longues, peet parfois trés bénéfique pour le
processus de libération de lots ou dans la miseeenre d’actions correctives dans le
processus de production suite a la détection deagonations environnementales. Elle est,
ensuite, simple d'utilisation et, enfin, économiagretermes de réactifs et de consommables.
Elle permet donc une bonne maitrise des colts |golaboratoire de contrble qualité de
I'industriel, par rapport a l'utilisation d’autreséthodes telles que le séquencage ou I'envoi a
des laboratoires spécialisés, et de temps carlysma&st réalisée directement au laboratoire.
De plus, il n’y a pas besoin d'un technicien spé#aen mycologie ou expérimenté dans
I'identification des champignons filamenteux commeur la méthode phénotypique par
exemple. En revanche, il faut savoir rester craigar rapport a un résultat d’'identification a
cause notamment des bases de données pas encere déseloppées et des risques

d’identification erronée.

Le principal inconvénient de cette méthode d’idadtion & ce jour est la faible
représentativité des espéces fongiques dans les dagdonnées. En effet, la spectrométrie de
masse a beaucoup été utilisée dans le diagnosticcahébactérien principalement et plus
rarement fongique (Murray, 2012). Cependant, lesanrganismes, et plus particulierement
les espéces fongiques, issus de l'environnement cguesoit hospitalier et/ou industriel
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pharmaceutique ne sont pas toujours identiguessauxhes responsables de pathologies
médicales. Cette méthode n’étant pas utilisée jakas pour le monitoring environnemental,
ces souches ne sont donc pas présentes dans éssdeadonnées spectrales. Les différents
protagonistes de l'industrie pharmaceutique oneatétle potentiel de cette méthode et ils
commencent donc, aujourd’hui, a développer les bad® données avec les souches
environnementales. La robustesse de cette appmob@omique et la fiabilité des résultats
d’identification sont exclusivement basées surdetenu et la qualité des bases de données.
C’est pourquoi, elles doivent inclure plusieursias® d’'une méme espece afin de couvrir la
variabilité intra espece. Ce travail nécessite dqogtes les souches utilisées dans la
construction des bases de données soient au pedatabactérisées par des méthodes
moléculaires (Chatellier, 2012). La création pais/alidation des bases de données est donc
un processus long, fastidieux et complexe. Il estedlement développé par les entreprises
privées commercialisant les équipements, et/ountarne dans les laboratoires spécialisés.
Cette approche n’est donc pas autant démocratisgéagénomique qui posseéde une banque
de données libre d’acces. Ainsi, il s’agit de laneénient majeur par rapport a la biologie

moléculaire.

Un deuxieme inconvénient de cette méthode d'ideatibn est I'extraction des
protéines. Le risque lors de cette premiere étd@eréalisée par lyse chimique ou lyse
meécanique par billes de verre par exemple (Che@hen, 2005), est la dégradation des
protéines. Cette dégradation peut avoir pour caregmg, soit 'absence des protéines
d’intéréts pour l'identification a I'espece du chgignon filamenteux, soit une concentration
en protéines d’intéréts trop faible. Elle pourrdr&imer soit une identification erronée de
'espece soit une absence d’identification. Ceti#p& du processus, qui peut avoir une
influence sur lidentification, doit donc étre pemturée/normée et étre réalisée par un

personnel formé et validé.

Un troisieme inconvénient est que les culturesestrhéthodes d’extraction doivent

étre standardisées pour palier a la variabilitprdééome au sein d’'une méme souche.

Enfin, si le colt de fonctionnement en routinetest attractif, I'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 chimiglozg la masse moléculaire est

généralement inférieure a 1500 Da.

Un métabolite primaire ou constitutif est directetenpliqué dans la croissance, le
développement ou la reproduction d’'une cellule. d@mposé posseéde donc une fonction
physiologique indispensable a [l'organisme. Les buwies primaires comprennent

notamment les acides aminés et les peptidespldgd, les sucres et les nucléotides.

Inversement, un métabolite secondaire ou spécialisét pas impliqué dans ces
processus physiologiques fondamentaux. Ces compssgs produits en fonction des
conditions environnementales par un nombre limiésmbces fongiques au sein d’'un genre,
d’'un ordre ou encore d’'un phylum ce qui lui confarepouvoir de discrimination important

contrairement aux métabolites primaires. Les mydo&s en sont un exemple.

L'ensemble des métabolites produits par une esgéogique est appelé le
métabolome. Ce métabolome est variable selon Ipéces mais aussi en fonction des
conditions externes de développement, a savoiterfgpérature et/ou le milieu/substrat de
croissance, par exemple. Un profil métaboliquesepose donc de I'ensemble des composés
gu’'un champignon peut produire comme des toxinedest antibiotiques par exemple. Le
métabolome fongique a été estimé a prés de 150@boides (Mapari edl., 2005).

Ainsi, la métabolomique est I'étude qualitativegeantitative de tous les métabolites
présents dans un systeme biologique a un tempsédenmnlans des conditions données.
L’analyse métabolomique est une étude dynamiqurepratéome peut conduire a plusieurs
métabolomes différents. Monsieur Ezan disait duab@bme qu’il « représente l'ultime
réponse d’'un organisme a une altération génétigoe, pathologie, une exposition a un
toxique ou toute cause environnementale ». Un ioertambre de facteurs peuvent étre a
I'origine de ce phénoméne comme, par exemple, ledifioations post-traductionnelles liées

au stress environnemental subit par nos souchggjioes (Patterson et Aebersold, 2003).

On peut distinguer deux grandes approches métaimplesi: la métabolomique
ciblée, d’'une part, permet de quantifier de manigge précise plusieurs métabolites dans un
échantillon. Cependant, il est nécessaire de lenaitre la structure des métabolites cibles.

Elle peut étre utilisée dans un objectif de déodidbn chimique des métabolites. L'approche
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non ciblée, d’autre part, permet d’identifier et geantifier de maniére relative tous les

métabolites.

C'est cette deuxiéme approche qui permet d’obteme vue d’ensemble des
métabolites d'intéréts également appelée « empraimétabolique ». L'identification des
microorganismes serait ainsi basée sur I'analyda ebmparaison de ces empreintes entre
elles. On parle alors de chimio-taxonomie. TousclE®Bposés ne peuvent pas étre utilisés en
chimio-taxonomie, méme si ces derniers ont une rtapoe pour le champignon filamenteux.
Le profil doit étre basé sur des métabolites sfi6ém spécifiques possédant un pouvoir de
discrimination, également appelés, métabolitesnidogueurs. En revanche, des composés
sans pouvoir de discrimination, parce que préseméz tous les champignons tels que les
métabolites primaires ou constitutifs par exemple,présentent pas ou peu d’intérét dans
cette approche. C’est le cas notamment de 'ergugpéésent dans les parois cellulaires de

toutes les espéces fongiques.

4.2 .Méthode

Tout d’abord, le développement du champignon filaieex doit étre réalisé dans des
conditions standardisées et controlées au labogatomme la température, I’hnygrométrie, la
luminosité ainsi que le temps d’incubation par eglemlLes milieux de culture de type CYA
et Yeast extract Sucrose (YES) sont optimaux ppwrdéduction de la plupart des métabolites
et notamment ceux ddenicillium apres une incubation de 7 jours a 25°C dans le noi
(Visagie etal., 2014). Ensuite, une extraction des métabolitedyte par la souche fongique
d’intérét est réalisée a l'aide d’'un mélange devaatis organiqgues comme par exemple le
dichlorométhane, l'acétate d'éthyle et le méthafdisagie et al., 2014). Enfin, les
métabolites extraits sont séparés par techniquesmetographiques et analysés par

spectrométrie de masse.

4.2.1. Chromatographie

La séparation des différentes molécules a pourctbpe faciliter leur identification.
Plusieurs techniques de séparation existent makitarépandue est la chromatographie. Le
principe de cette technique repose sur I'entraimgrde I'échantillon, contenant un mélange
de métabolites, par une phase mobile au contactedphase stationnaire. Ainsi, chaque
métabolite migrera a une vitesse différente en tfoncde ses caractéristiques physico-
chimiques et de la nature des deux phases. Laitpeholassique pour cette séparation est la

chromatographie liquide haute performance (CLHR)xiste plusieurs phases stationnaires et

79



le choix des phases est spécifique a la naturendéécules a séparer. La chromatographie en
phase gazeuse (CPG) peut étre utilisée lorsquamédeabolites sont volatils et thermostables.
La détection des pics séparés lors de la chronegtbgr se fera par spectrométrie de masse :
on parle alors LC-MS (liquid chromatography massctfometry) et GC-MS (gaz
chromatography mass spectrometry) selon le typecld@matographie couplée a la

spectrométrie de masse.

4.2.2. Spectrométrie de masse

L'identification des différents métabolites est emie via ['utilisation de la
technologie de spectrométrie de masse. Comme rausng vu précédemment pour la
spectrométrie MALDI (cf. paragraphe n°® 3.2.2, p, &le permet la séparation des molécules
en fonction de leur rappom/z grace a la variation de courant et de champ é&prilLes
molécules doivent donc étre chargées pour étremé&eq Pour cela, il existe différents types
de source d’ionisation et le choix est réalisé @mncfion de la nature et des propriétés des
métabolites a analyser. Un schéma général d'urtrepeetre de masse est présenté en Figure
32.

[ Source ]—[Analyseur

Figure 32 : Schéma général d'un spectrométre de masse

Un spectrometre de masse est composé de troiegdititinctes : (1) la source dans
laquelle les molécules sont ionisées, libéréesalast et transférées vers I'analyseur ; (2)
I'analyseur qui sépare les ions en fonction de tapport m/z ; (3) le détecteur, qui permet la
détection et transforme les signaux ioniques emasig €lectriques, traités ensuite par

l'informatique.

Les spectromeéetres de masse haute résolution (HRNIi§h Resolution Mass
Spectrometry vont permettre d’obtenir des rapportsz précis (4 ou 5 chiffres aprées la
virgule) et donc des propositions de formules lsrudesociées a chaque ion détecté. Ces
instruments de haute précision sont donc indisg@esapour développer des approches

métabolomiques.
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4.2.3. Analyse des données

La chromatographie liquide couplée a la spectramé masse haute résolution (LC-
HRMS) permet d’obtenir des empreintes meétabolongque chromatogrammes bruts assez
complexes qui seront difficiles a comparer visuabat entre eux. En effet, sous chaque pic
chromatographique plusieurs ions peuvent étre ptes@ifférents adduits d’'une méme
molécule, ions du bruit de fond, ions provenant mdgux de culture par exemple) rendant
I'analyse complexe pour I'opérateur. Il est dondispensable de passer par une étape de
retraitement de ces données pour supprimer les iodésirables et simplifier les
chromatogrammes. La Figure 33 est un exemple desuperposition de trois
chromatogrammes d’extraits bruts de champignoaméhteux.

Base peak chromatogram, m/z: 99.9998 - 999.9542

1,667 2811240

4086 3051303

Figure 33 : Comparaison par superposition de trois chromatogrammes d'extraits bruts de champignons

Les extraits bruts du champignon n°1 (en rouge)¢cltampignon n°2 (en vert) et du
champignon n°3 (en bleu) contiennent tres probadhrdes métabolites communs qui sont
ionisés et détectés par le spectrométre de masse,ghe leur abondance relative puisse
varier, mais aussi d’autres métabolites plus spg@Et de chacune des souches. A ce stade,
chaque pic chromatographique contient trois infaiona : le temps de rétention, le rapport
m/z de tous les ions détectés dans ce pic et leunditée L'objectif est donc de mettre en
evidence les ions discriminants qui pourraient ége biomarqueurs spécifiques de chaque
champignon. La sélection de ces ions d'intérétrérpdes chromatogrammes nécessite donc

plusieurs étapes d’analyse des données.

La premiére étape consiste a améliorer la quadigpics en apportant une correction

de base comme I'élimination du bruit de fond liénallieu de croissance par exemple. Cette
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correction est réalisée via la fixation d’une lien&u niveau de l'intensité pour chaque spectre

de masse obtenu tout au long du chromatogrammaeré=83).
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Figure 34 : Elimination du bruit de fond sur un spectre de masse

La deuxieme étape consiste a transformer les chogranmes traités en une matrice
de données exploitables par les outils danalysatisttjue. L'utilisation d'outils
bioinformatiques permet la création, la déconvolutet I'alignement des ions de chaque
chromatogramme (Figure 35). Parmi les nombreuxcielsi d’analyse des données, MZnfine

et XCMS® sont par exemple disponibles en libre accés.
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Figure 35 : Alignement des pics avec le logiciel MZmine®

Ainsi, ces étapes de retraitement permettront diubsous forme d’un tableau, la liste
des ions détectés ou non en fonction de leur tetap®tention et de leur abondance relative
et ceci pour tous les échantillons analysés. Ure amdileur est ainsi obtenu pour chaque ion
aligné dans tous les échantillons avec en verglmd'ion est présent, en rouge ; lorsqu’il est
absent et en jaune, lorsqu’il est présent mais Eolisite de détection fixée (donc considérée

comme étant du bruit de fond).
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La troisieme étape consiste a réaliser des analységsriées ou multivariées,
supervisées ou non selon qu’elles tiennent cometkagpartenance a chaque groupe. Une
des méthodes les plus utilisées pour I'analyse supervisée est I'analyse en composante
principale (ACP). Pour I'analyse supervisée, clastegressiorPartial Least Squareouplée
a l'analyse discriminante (PLS-DA) (Chao de La Baetal., 2015). Cette étape a pour
objectif de synthétiser et de structurer I'inforirnatcontenue dans les données mesurées. La

Figure 36 représente une analyse non superviségympe ACP en trois dimensions
(projections Axes 1-2 et 1-3).

pe2 (19.5%)

Figure 36 : Exemple d'une ACP obtenue a partir d’extraits bruts (n=5) de quatre champignons filamenteux cultivés sur un
milieu identique

Ce type d'analyse permet donc de séparer des chaom@ par analyse de leur
métabolome en mettant en évidence la présencesdimeriminants pouvant correspondre a
des métabolites biomarqueurs. Une sélection des diintéréts/discriminants pourra alors
étre réalisée. L’identification de ces derniers, lsubase de leur masse exacte obtenue par
spectrométrie de masse haute résolution nécessiteraevue de la littérature scientifique si
le métabolite est connu et/ou une méthode compléinerd’identification.

4.2.4. Approche métabolomique appliquée a l'identificationdes champignons

Dans leur étude, W. Kim ai., 2016 ont comparé le profil métabolique de 45ckes
d’Ascochytaet de Phomaen utilisant I'approche métabolomique non cibléecala technique
LC-MS. Parmi ces souches, un total de 30 souchmstiés en 13 espéces était décrit et un
total de 15 souches n’était pas encore complétensattérisé. Les auteurs ont montré qu'il
était possible de difféerencier I'ensemble des espépar la comparaison des profils
métaboliques excepté pour I'espatelentisqui présentait une variabilité trop importante de

son métabolome. Des souches comfmeisiet A. fabae présentant des profils métaboliques
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tres semblables, ont tout de méme été différen@@es succes. Cette étude témoigne de la
spécificité métabolique intra espece importanteiagie de la variabilité métabolique inter
espece discriminante. Si I'approche métabolomique ciblée a permis de discriminer les
especes entre elles, en revanche elle n’a pas pEigentification a I'espece des especes non
encore caractérisées. Cette étude a plutdt misaemt ks convergences chimio-taxonomiques
entre les especes non caractérisées et les esjgeries.

4.2.5. Exemples de recherche ciblée de métabolites spégifes de champignon

Dans certains cas, seule une petite quantité dabwlées peut étre nécessaire pour
confirmer l'identité d’un isolat fongique et notarant lorsque ces métabolites ont été décrits
dans la littérature scientifigue comme étant spfeifs d'une espéce ou d'un groupe
d’especes proches. Ainsi, il est possible de leactériser directement en ligne par analyse
LC-HRMS sans les purifier au préalable. Cette agipeaappelée la déréplication chimique est
énormément utilisée pour le gerenicillium afin de rechercher des métabolites secondaires
spécifiqgues de certaines espéces. Afin d’illustess propos, nous allons prendre en exemple
différents métabolites deenicillium plus ou moins spécifiques qui peuvent étre usligéur

identifier des isolats deenicillium

Toutes les especes Benicillium subgenus Penicilliuséries Verrucosa produisent de
I'acide arabénoique (Frisvad &, 2004). Si ce métabolite est détecté dans uniekima, il
permettra au mieux de conclure sur la séeri@dnicilliumd’intérét mais en aucun cas sur son

identification précise a I'espéece.

D’aprés Frisvad et Samson, 2004, si l'isolat prodie la griséofulvine et de la
roquefortine C par exemple, il pourra étre ideétifiniguement comme appartenant aux
especesPenicillium coprophilum, P. griseofulvunou P. sclerotigenum Ce binbme de
métabolites permet donc de réduire de 58 espécésemes dans I'étude, a 3 espéces, a
I'origine de la production de ces deux métabolifiscette réduction semble intéressante, ce
binbme de métabolites n'est pas suffisamment dsoeant pour permettre l'identification
précise de l'espéce recherchée. En revanche, siscktt produit également de l'acide
cyclopiazonique, il pourra étre identifié commenicillium griseofulvumAinsi, le trinbme de
métabolites permet de discriminer griseofulvumparmi 58 especes appartement au genre

Penicilliumsous-genr@enicillium
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Dans I'approche génomique, nous avons vu des eesmglidentification de
champignons filamenteux en environnement induspti@rmaceutique. Dans la Figure 25, p
66, le séquencage unilocus du géne codant poulN'28S présentait des difficultés pour une
identification précise a l'espéce de [I'échantilloi¥3. Quatre especes différentes de
Penicillium présentaient une homologie égale a 100%, une @gpésentait une homologie
égale a 99,83% et cing autres espéeces présentaiertomologie égale a 99,67%armi ces
cing dernieres especes, une espece de référeitaderiique a une autre espece de référence
ayant obtenu un pourcentage d’homologie égale @0100n total de neuf propositions
d’'espéeces était donc proposé. Ces résultats, qesehes et non discriminants, avaient
nécessité un séquencage complémentaire, celui i dg laB-tubuline, afin d’obtenir une
identification plus fiable. Selon la méme démardregproche métabolomique ciblée peut
étre utilisée. Le Tableau 15 présente les diff@ef@amilles de métabolites produits par les
neuf espéces identifiées par séquencage unilocdgdw®ntillon n°3 d’apres les données

extraites de Frisvad at., 2004.

Tableau 15 : Familles de métabolites produits par neuf espéces de Penicillium (adapté d’apres Frisvad et al., 2004)

Pourcentage d'homologie
obtenu par séquencage
hydroxyl-3-butynyloxy)
benzoate

Nephrotoxic glycopeptides

moléculaire {en %)
Fumigaclavines

M ethyl-d-(2-{ 2R )-
Mycelianamide
Morlichexanthone
RoguefortineC
Terrestric acid
Werrucofortines
Werrucosidins
Xanthomegnins

[Anacin
[Asperfuran
|Aspterric acid
A steltoxin
IAuranthine
lAurantiamine
Chanoclavine-l
Cyclopiamide
Cyclopiamine
Fulvic acids
Griseofulvins
Hadacidins
Patulidin
Patulins
Penitrems
Pseurotins
Puberulins
[TAN-1612

+ |Cyclopaldic acid
+ |Cyclopenins

+ |Cyclopiazonic acid
+ |Freguentin

+ |Palitantin

+ |Rugulovasines

+  vlet |

1

=]
=]
o

s

P. commune

v
o
)
]

+
+

s

+
e
a5
a5

P. palonicum 100| + +
P. tricolor 100
P. griseofulvum 100 + + |+ [+ + + + + | + + +
P. aurantiogriseum 99,83 + + |+ + + + + +
P. camembertii 99,67 + + | +
P. clavigerum 99,67 + +
P. palitans 99,67 + + + +
P. corylophylum 99,67

Un total de 37 familles de métabolites a été tdmour I'ensemble de ces neuf
especes. Un « + » est présent lorsque le métaleslifgroduit par I'espéce. Un code couleur a
été mis en place en fonction de I'intérét du méitbdans notre étude. Si le métabolite est
produit par plusieurs espéces (en rouge), il nenptira pas de réaliser une discrimination
précise de notre échantillon n°3. C’est le cas,gx@mple, des métabolites de la famille des
acides cyclopiazoniques produits a la fois panicilium commune, P. griseofulvum,
P. camembertii, P. clavigeruet P. palitansou encore de la famille des anacines produites
par P. polonicumet P. aurantiogriseumEn revanche, si le métabolite est produit par une
seule espéce (en vert), il sera plus spécifiquel'epéce et donc discriminant pour

I'identification de I'échantillon n°3. C'est le capar exemple, des métabolites de la famille
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des fumicaglavines pou?. palitanset de la famille des hadacidines pdurcamembertii.
Nous savons, grace au séquencage complémentapendwde Ig-tubuline, que I'échantillon
n°3 est unPenicillium griseofulvumbDes lors que nous rechercherons dans I'extrait tomut
des métabolites de la famille de la chanoclavirges cyclopiamides, des cyclopiamines, de
I'acide fulvique, des griseofulvines, des myceliandes, des patulidines, des pénicillines ou
des roquefortines C, lidentification de I'échalail n°3 serait confirmée par I'approche

métabolomique ciblée.

Néanmoins, une des limites de cette approche, fowe est que le nombre de
métabolites biomarqueurs est restreint. C’est ferm#amment d@enicillium corylophylum
dont aucun métabolite n'a été identifié (cf. Tabld®, p 85). Dans ce cas, les métabolomes

entiers peuvent étre comparés par I'approche miétague non ciblée.

Dans leur étude, Kimet al. (Kim, Park, et Lee, 2012) ont comparé le profil
métaboliqgue de quatre especesRimicillium, a savoirP. echinulatum, P. expansum, P.
solitumet P.oxalicum représentées par un total de 17 souches erantiliss techniques LC-
MS et GCMS. Ils ont montré qu oxalicumpouvait étre différencié des trois autres espéces
grace a ces principaux métabolites que sont lesdglalines A et B, la meleagrine et
I'oxaline. La meleagrine posséde une activité amtiitue alors que les trois autres composés
sont des mycotoxines bien connues des espedesrieillium subgenus Penicilliuffrisvad
et Samson, 2004Renicillium expansuns’est lui différencié par un autre biomarqueus, le
andrastines A, B et C. La déréplication chimiquarpechercher la présence d’un métabolite
biomarqueur spécifiqgue d’'une espéce s'avere donoulih intéressant, a partir de simple
extraits bruts de champignons, pour apporter desmations chimio-taxonomiques.

4 .3.Intéréts et limites

L'identification basée uniguement sur l'approchetabélomique n'est pas encore
possible pour toutes les especes Rimicillium Plus de 10000 métabolites secondaires
seraient recensés chez laspergillus et Penicillium dont moins de 10% seraient connus
(Smedsgaard et Nielsen, 2005). Cette méthode deste prometteuse pour I'avenir lorsque

les futures bases de données seront mieux dévelegisagie eal., 2014).

La production de métabolites secondaires est démaddu milieu sur lequel le
champignon filamenteux va se développer (Frisvadalet 2004). La comparaison des
métabolomes d’'un méme individu dans des condittbfi€rentes de culture permet donc de

mettre en avant l'influence du milieu sur l'actieet des voies du métabolisme. Cette
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variabilité métabolique est un frein a l'utilisati@le la métabolomique pour I'identification

fongique. Il est donc tres important d’avoir unetimoéle standardisée ou du moins, d’étre en
accord avec la littérature scientifique pour meéineévidence le ou les métabolites d’'intérét
qui pourront étre utilisés comme biomarqueurs d'aspece ou d’'un groupement d’especes

phylogénétiquement proches.

Pour cela, I'utilisation de I'approche ciblée néitss une connaissance au préalable
des familles des métabolites recherchées voire dtabulite biomarqueur spécifique de
I'espece. Ainsi, une description dans la littératscientifigue s’avére nécessaire. Il s’agit
donc d’'une limite de cette méthode. De plus, cellgera utilisée de fagon complémentaire si
I'approche génomique s’avere non discriminante digenanque de séquences dans les bases
de données. Il s'agit d'une méthode longue souwemiplexe qui demande de bonnes

connaissances en traitement des données et esesatgtistiques.

L'utilisation de I'approche non ciblée engendre nombre considérable de données
qu’il faut ensuite étre en mesure d’analyser @é&ad’outils bioinformatiques (Shulaev, 2006).
Elle permet dobtenir des empreintes meétabolomigues méme titre que les spectres
d’empreintes protéomiques utilisés dans I'apprquteeéomique. Toutefois, il n’existe pas, a
I'heure actuelle, de banque de données d’empremétabolomiques permettant d’'identifier
une espéce fongique avec un pourcentage de certitutime pour I'approche protéomique
pour laquelle des bases de données payantes somtief® par les constructeurs de
spectrometres de masse. Cette méthode permetidieaidle comparer le métabolome entre
plusieurs individus de genres ou d’especes différelle possede donc un grand potentiel
pour la mise en évidence de métabolites discrimi@ntaarqueurs chez les champignons a
identifier (Theodoridis eal., 2013).

Cette approche complémentaire dans l'identificatibespeces fongiques inconnues
nécessite des laboratoires bien équipés et exp@esieAu vu du nombre de contraintes, cette

méthode n’est donc applicable que par des laboeatspécialisés sous-traitants.

Bien que la détermination de I'empreinte métabdigiun champignon filamenteux
soit un outil intéressant pour la taxonomie, ldhegche scientifique et I'ingénierie industrielle
(Smedsgaard et Nielsen, 2005), cette approche pésstaujourd’hui, utilisée en routine pour

I'identification d’espece contaminant I'environnemdédustriel pharmaceutique.
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5. Exemple d’'une stratégie d’'identification des souchse
fongiques sur un site de production de médicamenttériles

Apres avoir présenté les différentes méthodes wfifieation qui pouvaient étre
utilisées pour lidentification des champignonsusallons voir de maniere plus concréte
quelle stratégie un site industriel pharmaceutioeret appliquer lorsqu’il se trouve confronté

a l'identification de contaminants fongiques.

Pour illustrer cet exemple, nous prendrons le cascret de la stratégie
d’identification développée sur un site de produttde médicaments stériles dont I'identité
est restée anonyme par souci de confidentialitésit@ede production est composé de ZAC
classées de A a D. Chacune de ces zones présemtelimite de contamination
microbiologique recommandée dans les textes réglines comme leeuGMP pour
'Europe Le laboratoire de contrble qualité ainsi que leviser d'assurance qualité du site
industriel sont donc dans l'obligation de mettre ptace une stratégie d’identification des
souches microbiologiques afin de répondre a cegeages. Leur proposition de stratégie
d’identification des souches fongiques est présedéhs le Tableau 16.

Tableau 16 : Stratégie d'identification des souches fongiques dans I'environnement industriel pharmaceutique

Types de contrble Résultats Identification Consent&on
Contrdles d’environnement classe A | Tous Identification & | Congélation
Monitoring opérateurs classe A 'espece
Flacons MFT positifs
Contréles d’environnement classe B | Tous Identification a | Congélation
Monitoring opérateurs classe B 'espece
Contréles d’environnement classe C Supérieur aill seuldentification au | Non

d’action genre
Contréles d’environnement classe D Supérieur ail selRésultat Non

d’action « moisissure »

Sur un site de répartition aseptique, il existe xdeagtivités réalisées dans un
environnement classé D. D'une part, le conditionmeinde flacons produits, c’est-a-dire
gu’ils contiennent du PA mais ces derniers sontsalmuchés et encapsulés : le risque de
contamination microbiologique du PA est donc écddtautre part, la MAL ou les flacons a
I'entrée de la ligne de production sont ouvertspélelant, ces derniers seront lavés
intérieur/extérieur par de I'eau purifiee et derleomprimeé stérile avant d’étre stérilisés par
la chaleur séche dans le tunnel de stérilisati@nrifque de contamination microbiologique

du PA est donc, la encore, écarté. Il n'y a dore@mtérét a identifier de maniére précise les
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microorganismes et donc les champignons filamentdaxs cette zone. Un simple
dénombrement sera réalisé sur cet environnemesgé&l2. En cas de dépassement du seuil
d’action, établi selon I'historique de l'industrigés champignons filamenteux pourront étre
identifiés comme « moisissure ». Cette identifimati moisissure » consiste en une simple
observation macroscopique. Elle est réalisablectirent sur le site de [l'industriel
pharmaceutique au niveau du laboratoire de contn@teobiologique.

L’environnement classé C correspond a la portetBende la ZAC classée H#a
notamment les sas personnel et/ou matériel par meenil parait donc logique que
I'identification des champignons filamenteux sdilpprécise que celle demandée pour une
ZAC classée D. C’est pourquoi, lors du dépassemierseuil d’'action, une identification au
genre est nécessaire. En revanche, les souchagueagetrouvées dans ces deux premiers
environnements, classés C et D, ne nécessitent deasconservation particuliére.
L’identification au genre consiste en premiére nititth en une identification phénotypique
(macroscopique et microscopique) pour les genregples communs commaspergillus,
Penicillium ou Cladosporium par exemple. Cette identification est réalisée lsusite de
I'industriel pharmaceutique. Si l'identification @hotypique ne permet pas de déterminer le
genre de la moisissure contaminant la zone, urdifdation par empreinte protéomique est
réalisée en deuxieme intention. Cette étape estelfaminent sous-traitée aupres d’'une
entreprise spécialisée dans l'identification midceoine. Toutefois, le site industriel pris en
exemple est équipé au sein de son laboratoire nkedt® qualité d’'un spectrometre de masse
MALDI-TOF Vitek® et de la suite logiciel qu’il utife pour l'identification de bactéries par
comparaison de spectres protéomiquésHigure 31, page 75). Dans un avenir proche, cette
étape pourrait donc étre également envisagée einectt sur site pour le cas des moisissures.
Pour cela, il faudra par contre que les bases d'eimes protéomiques fongiques proposeées
par les constructeurs de spectrometres de mass@ saffisamment développées et robustes,

ce qui n’est pas encore le cas pour les champignons

Si aucun résultat probant est obtenu par emprgrdgomique, une identification
génomique est réalisée en troisieme intention,ymasous-traitant spécialisé. Toutefois, la

description macroscopique préalable permet de gardesgard critique sur les résultats.

L’environnement classé B possede des normes matomgues plus restrictives.
Alors que 50 UFC étaient autorisées sur une bditsédtlimentation exposée pendant une
durée de 4 heures pour un environnement classéeuless5 UFC sont autorisées dans

I'environnement classé B, soit une norme 10 foisspkstrictive. La notion de dépassement
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du seuil d’action ne rentre donc plus en compte aigeau. De plus, I'environnement classé
B est I'environnement immédiat de la ZAC classée Ansi, tous les champignons
filamenteux retrouvés dans cette zone doiventi@amtifiés a I'espece et une conservation de
I'intégralité de ces souches sera réalisée paraatign. L'identification précise au niveau de
'espéce se fera uniqguement par approche génonpiguséquencage et un envoi est réalisé
chez un sous-traitant spécialisé dans les ideatifics fongiques. En effet, I'industriel
pharmaceutique pris en exemple n’est pas équipé powenre d’identification pour des
raisons évidentes de colts d’investissement, desotomables (réactifs, amorces, kit de
séquencage etc.) et de personnels qualifié en ggonenfongique. L’envoi de I'échantillon
chez le sous-traitant spécialisé et audité estaddnmuement plus intéressant dans un contexte

ou la réduction des colts de production est ples@gmais d’actualite.

Enfin, I'environnement classé A est I'environneméat plus critique puisque les
flacons stériles sont ouverts et dosés dans cattie plu processus. Les normes sont donc tres
strictes : aucun organisme n’est permis dans cgte@mement. Ainsi, tous les champignons
filamenteux retrouvés dans cette zone doiventi@amtifiés a I'espece et une conservation de
l'intégralité de ces souches sera réalisée par éatign. Comme c'est le cas pour
'environnement classé B, lidentification a I'eg®é consistera en une identification
génomique par séquencage non réalisée sur leesitendustriel pharmaceutique mais sous-

traitée.

Si 'ensemble de ces approches, phénotypique, grotie ou génomique, présente
des limites dans l'identification d’'un champignalarhenteux contaminant, et donc ne permet
pas une discrimination entre plusieurs espéceppitehe métabolomique cibléga la
déréplication chimique pourrait étre envisagée. @enmous I'avons montré précédemment,
la recherche de métabolites d’intérét chez le gBerecillium par exemple peut apporter des
compléments d’information et aider au diagnostic Tableau 15 page 85). Toutefois, cette
méthode nécessite que des métabolites spécifiqaeacaine de ces especes soient décrits. A
ce jour et a notre connaissance, cette approctst p&s encore développée méme dans les
laboratoires sous-traitants spécialisés dans &difttations de microorganismes et il faudrait

donc avoir recours a des laboratoires académiquéesadisés dans ce domaine.
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Conclusion
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En plus des bactéries, les champignons filamenteyptésentent un risque de
contamination avéré en environnement industrietrplaeutique. Pour un site de production,
cette contamination représenterait jusqu'a soixaetdats par an. Les genres les plus
frequemment rencontrés sont au hombre de troispeésentent a eux seuls pres de 70% des
moisissures rencontrées en industrie pharmaceutiigsiagit du genreAspergillusa hauteur
de 26%, du genr€ladosporiuma hauteur de 22% et du geenicilliuma hauteur de 22%.

Ces contaminations peuvent engendrer des consapiplus ou moins importantes. Pour
l'industriel, le refus d’'un lot de médicaments B&& contaminés par exemple, pourrait
entrainer des pertes financieres. Pour le pati@diministration d’'un médicament contaminé
peut étre a l'origine, par exemple, de simples tiéas allergiques bénignes, dues a la
présence de protéines allergisantes produitesgutaimmes especes @dadosporiumjusqu’au
développement d’infections fongiques (aspergillpsese de cancers, dans des cas extrémes,

avec I'aflatoxine B1 produite par certaines espélaspergills.

Cette problématique impose donc la nécessité ditgapone identification rapide du
champignon filamenteux contaminant I'environnemafih de mettre en place une action
efficace face a la contamination rencontrée. Oguigeut étre réalisé dans un laboratoire de
recherche, entierement équipé et spécialisé enlogiepest différent de ce qui sera fait dans
un laboratoire aux ressources limitées, ou du malass un laboratoire de contréle qualité
d’'un industriel pharmaceutique non équipé pour iteEmntifications fongiques. Ce besoin

accroit la nécessité d’avoir de nouveaux outilsgiémentaires d'identification fongique.

Il s’avere aujourd’hui compliqué d’identifier leb@mpignons filamenteux sur la seule
base de leur description morphologique. Les cosaaes conséquentes en mycologie
gu’exigent cette approche phénotypique, en raiseriadcomplexité de la taxonomie des
champignons filamenteux et de la diversité des aspéongiques, ainsi que le manque de
précision et I'aspect chronophage de cette métHadendent inapplicable en routine pour un
industriel pharmaceutique. Toutefois, la descriptimorphologique peut étre réalisée par le
laboratoire de contréle en premiére intention pme identification au niveau du genre dans
le cas de moisissures assez communes comme, parplexeles genresAspergillus
Penicillium, Cladosporium Alternaria qui sont facilement identifiables par du personnel
formé en microbiologie. Néanmoins, pour des gedesnoisissures moins communs et/ou

moins documentés, cette approche peut s’avérerapidement limitante.
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Depuis plusieurs années, les techniques de biologiEculaire se sont largement
développées et démocratisées. Elles se positiomt@mt comme l'outil privilégié dans
I'identification grace notamment a leur fiabilitéleur robustesse. En revanche, ces méthodes
basées sur le séquencage moléculaire sont colteiusesiplexes a mettre en ceuvre pour un
laboratoire non spécialisé au sein du site indelsttes industries pharmaceutiques se dirigent
donc souvent vers des entreprises sous-traitapéesatisées dans le séquencage d’ADN et la

génomique.

Plus réecemment, une approche basée sur la proteeymed plus précisément sur la
spectrométrie de masse MALDI-TOF, est apparue coommeealternative pour I'identification
des champignons filamenteux, en rapport avec |8k al¢ja développés par les constructeurs
pour les identifications bactériennes. Cette apgprocépond aux exigences de rapidité,
fiabilité et faible colt en terme de réactifs ensmmmables. Cependant, I'investissement
initial pour I'équipement est élevé et les bangdeslonnées fongiques sont a I'heure actuelle
encore en cours d’optimisation et de développerdans le cadre de collaborations privées
entre constructeurs et partenaires industriels isiE®s dans [lidentification de
microorganismes. Ces implémentations/créations aked de données, si elles s’averent
efficaces, seront probablement fournies par lesstcocteurs lors de l'acquisition de
spectrométres de masse ou payantes en équipenpiéreentaire. L'inconvénient lié au
colt serait alors en partie compensé par l'inforomafiable et rapide de l'identification
permettant un gain de temps dans le processubéation des lots de médicaments. Cette
méthode pourrait donc se révéler intéressante pomnbler le manque actuel de méthodes
rapides et précises d’identification des champigrfilamenteux et ainsi répondre aux enjeux

de l'industrie pharmaceutique.

La métabolomique est la derniere des approches dés « omiques » a avoir fait son
apparition. La littérature scientifique et, par séguent, les bases de données d’identification
des champignons filamenteux sont donc, a ce joovinsndéveloppées que les techniques
précédentes. De plus, la variabilité importante goenait le métabolome des champignons
filamenteux ne permet pas une identification petéid’espece. Cette méthode peut étre, en
revanche, utilisée dans un but de discriminatia@sjgeces fongiques permettant ainsi I'apport
d’'une information complémentaire a une approcheediification plus fiable mais qui
présenterait des limites. Il s’agit donc d’'une noéln plutdt orientée recherche qui pourrait

s’avérer, dans certains cas, un outil complémenthidentification efficace.
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Ce travalil de thése a permis de mettre en exeegaerhplexité de I'identification des
champignons filamenteux dans les environnementasinéls pharmaceutiques. Cette
complexité est due tout d’abord aux champignonsmémes : il n’est pas toujours facile de
les identifier méme avec les différentes techniquégeloppées a ce jour et 'avancée des
connaissances scientifiques. Cette complexité gadement liée a I'entreprise elle-méme qui
n'est pas forcément équipée d’'un laboratoire deahiologie de pointe, d’'un laboratoire de
biologie moléculaire, d’'instruments d’analyse deégmsion (tels que des spectrométres de
masse MALDI ou a haute résolution) voire de persbgoalifié dans des domaines différents

et transversaux (mycologie, analyse génomiqueéprnoigue).

Finalement, nous pourrons conclure que pour ledeaschampignons filamenteux, il
n'existe pas une méthode d’identification fiabl@G@%. Ceci est d’autant plus vrai pour les
genres assez complexes contenant de nombreuses®spénme c’est le cas pour les genres
Aspergillus et Penicillium A [I'heure actuelle, seule [l'utilisation complént@ine de
différentes approches peut permettre d’obtenir é&imum d’informations convergentes qui
pourraient fiabiliser les résultats d’identificatio Ce constat doit donc étre pris en
considération par les industries pharmaceutiques pgurraient étre confrontées a des

contaminations fongiques.
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