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Mycologie médicale

• Différents types d’infections fongiques avec une incidence variable 
• Infections fongiques invasives mais aussi infections fongiques superficielles

• Différents types de champignons impliqués en pathologie humaine : 
• Levures

• Champignons filamenteux 
• Champignons dimorphiques
(forme levure chez l’hôte, et forme filamenteuse dans l’environnement )

Bongomin et al., J Fungi (Basel). 2017 ; Denning The Lancet. Infectious diseases 2024

Micromycètes : 
organismes 
eucaryotes

Infections fongiques 
invasives → Mortalité 

élevée : 35-90% en 
fonction de l’IFI
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Différents types de champignons 

Filamenteux 

Septés Non ou peu Septés

-Dermatophytes

-Aspergillus 

-Fusarium

-Scedosporium

-Alternaria
-Cladosporium

-Mucorales
Hyalins Pigmentés

Levures

-Histoplasma

5

Résistance aux antifongiques de ces champignons 
abordée dans ce cours

Dimorphiques

-Candida
-Cryptocoque

Mycologie médicale



Constitution d’une cellule fongique 

Paroi 
fongique 

Membrane  
plasmique 

Ergostérol

Exemple chez C. albicans : 

→ composée notamment de 
Beta 1-3 glucane et de 
chitine

→ Bicouche lipidique riche 
en stérol → composée 
principalement d’ergostérol

Gow et al., Nature reviews. Microbiology 2012, Garcia-Rubio et al., Frontiers in microbiology 2020 6



Rappel- Antifongiques

Quelles sont les différentes classes d’antifongiques ? 
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Rappel- Antifongiques

Quelles sont les différentes classes d’antifongiques ? 

-

 -

 -

 -

Quelques exemples de molécules ? 
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Rappel- Antifongiques systémiques

• 4 classes : 
• Les azolés

o Fluconazole
o Itraconazole
o Voriconazole
o Posaconazole
o Isavuconazole

• Les échinocandines
o Micafungine
o Caspofungine
o Anidulafungine

• Les polyènes
o Amphotéricine B déoxycholate
o Amphotéricine B liposomale

• La 5-FC
o Flucytosine

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017

Inhibition de la biosynthèse de 
l’ergostérol : Inhibiteurs de la 
lanostérol 14 α déméthylase 

(gène ERG11/CYP51A)

Mécanisme d’action Cible

Membrane

Inhibiteur de la ß-1-3 glucane 
synthase (gène FSK1-FSK2)

Paroi

Formation de pores dans la 
membrane plasmique

Inhibition de la synthèse 
protéique et transcription

Membrane

Noyau

Nombre de 
cibles limité
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Rappel- Antifongiques

• 4 classes : 
• Les azolés : la plus grande classe d’ATFs

• Triazolés (ATF systémiques)

 

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017; Rybak et al., Pharmacotherapy. 2015 ; Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010

Mécanisme d’action Cible

Fongistatique 
sur Candida 

Fongicide sur 
Aspergillus 

Inhibition de la biosynthèse de 
l’ergostérol : Inhibiteurs de la 
lanostérol 14 α déméthylase 

(gène ERG11/CYP51A)

Membrane

Résistance naturelle   
à Aspergillus
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Rappel- Antifongiques 

• 4 classes : 
• Les azolés : la plus grande classe d’ATFs

• Triazolés (ATF systémiques)

• Imidazolés (ATF topiques)
o Clotrimazole

o Bifonazole

o Miconazole

o Econazole

o Kétoconazole

 

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017; Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010 ; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/

Mécanisme d’action Cible

Inhibition de la biosynthèse de 
l’ergostérol : Inhibiteurs de la 
lanostérol 14 α déméthylase 

(gène ERG11/CYP51A)

Membrane

Miconazole Econazole

12
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Rappel- Antifongiques

• 4 classes : 
• Les azolés : la plus grande classe d’ATFs

• Triazolés (ATF systémiques)

• Imidazolés (ATF topiques)

• Allylamine →Terbinafine

 

Mécanisme d’action Cible

Inhibition de la biosynthèse de 
l’ergostérol : Inhibiteurs de la 
lanostérol 14 α déméthylase 

(gène ERG11/CYP51A)

Membrane

PO et topique ₋ Inhibition de la biosynthèse de l’ergostérol mais stade plus précoce → inhibition de la squalène époxydase (Erg1)

→Traitement des dermatophytoses

• Autre antifongique inhibiteur de la biosynthèse de l’ergostérol

13Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017 ; Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010



Rappel- Antifongiques

• 4 classes : 
• Les échinocandines

• Lipopeptides cycliques semi-
synthétiques

• Synthèse d’origine fongique

• Voie d’administration : IV

 

Mécanisme d’action Cible

Micafungine Caspofungine

Fongicide sur 
Candida 

Fongistatique 
sur Aspergillus

→Traitement de 1ère intention des candidémies

Inhibition non compétitive de la 
ß-1-3 glucane synthase 

(gène FSK1-FSK2)

Paroi

14

+ Anidulafungine

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017; Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010 ; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/


Rappel- Antifongiques

• 4 classes : 
• Les polyènes

• Macrolactone polyénique

o Amphotéricine B

o Amphotéricine B liposomale

o Amphotéricine B déoxycholate

 

Mécanisme d’action Cible

Fongicide sur 
Candida 

et sur Aspergillus

Formation de pores dans la 
membrane plasmique

Membrane

Altération de la perméabilité 
membranaire → fuite ionique et 

lyse cellulaire

15Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017; Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010 ; https://www.sigmaaldrich.com/FR/fr/product/sigma/a4888



Rappel- Antifongiques

• 4 classes : 
• 5 FC ou Flucytosine

• Toujours en association pour limiter les 
résistances

 

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017;  https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ ; Morio et Le Pape Actualités Permanentes en Microbiologie Clinique 2014 ; 
Ostrosky-Zeichner et al., Nat Rev Drug Discov. 2010

Mécanisme d’action Cible

Fongistatique sur 
Candida 

→ Utilisé dans le traitement des 
cryptococcoses neuro-méningées

Inhibition de la synthèse 
protéique et transcription

Noyau

16
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Echec thérapeutique

Patient

• Mauvaise observance

• Site de l’infection

• Statut immunitaire

Champignon

• Résistance aux 
antifongiques

• Biofilm

Antifongique

• Interactions 
médicamenteuses

• Posologie

• Fongistatique/Fongicide

• Pharmacocinétique

• Différents facteurs impliqués dans un échec thérapeutique

Gow et al., Nat Commun 2022  17
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Définition de la résistance

• Résistance innée 
• « Résistance primaire »
• Indépendante de l’exposition aux antifongiques
• Toutes les souches de la même espèce sont touchées
• Ex : Pichia kudriavzevii et le fluconazole

• Résistance acquise
• « Résistance secondaire »
• Au départ, isolat sensible puis développement de la 

résistance
• Liée à l’exposition aux antifongiques, à la plasticité du 

génome
• Seules certaines souches d’une même espèce sont 

touchées 
• Ex : certaines souches de Candida albicans et certaines 

souches d’Aspergillus fumigatus

Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017 ; EUCAST : https://www.eucast.org/ast_of_fungi 

Phénomène dynamique et 
cumulatif → impact sur la 

thérapeutique

(ex: Candida krusei) 

Distribution des CMI au 
fluconazole pour C. albicans

Distribution des CMI au fluconazole 
pour P. kudriavzevii

→Résistance innée au fluconazole 

19
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Détection de la résistance

• Différentes méthodes pour détecter la résistance : 
• Méthode phénotypique : 

o Antifongigramme → détermination CMI → Sensible/ Intermédiaire/ Résistant

• Méthode génotypique : 

o Rechercher mutation ponctuelle
→sur gène impliqué dans la résistance aux antifongiques

Détermination du profil de sensibilité in vitro

20



Détection de la résistance

• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques

• Différentes méthodes :

o Les méthodes de référence : 
₋ EUCAST 

₋ CLSI 

o Les méthodes commerciales : 
₋ Etest®

₋ Sensititre  Yeast One

Non utilisée en routine 
au laboratoire 

Utilisée en routine au 
laboratoire 

Détermination de CMI 
(Concentrations Minimales Inhibitrices)

21



…

Détection de la résistance

• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques

• Différentes méthodes :

o Les méthodes de référence : 
₋ EUCAST : European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing

₋ CLSI : Clinical & Laboratory Standards Institute 
(Américain)Non 

commercialisées

T- T+ 0,0156 84210,50,25……

CMI

Exemple de plaque EUCAST 
Itraconazole (ITC)/ Voriconazole (VRC)

Souches d’Aspergillus fumigatus n°1 à 4

…

ITC

VRC

µg/mL

Détermination de CMI 
(Concentrations Minimales Inhibitrices)

❑ Détermination des CMI par microdilution en milieu liquide
❑ Long à réaliser, non adapté pour la routine 

1

2

3

4

1

2

3

4



• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques
• Différentes méthodes :

o Les méthodes commerciales : 

₋ Sensititre  Yeast One  → microdilution en milieu liquide    
→ méthode colorimétrique

₋ Etest® → bandelettes imprégnées d’antifongiques avec un 
gradient croissant d’antifongique → lecture visuelle

Test de la sensibilité au Fluconazole et à la 
micafungine par bandelette Etest ® 

Plus facile à réaliser, 
commercialisée, 

standardisée

Détection de la résistance

Détermination de CMI 
(Concentrations Minimales Inhibitrices)

Collection personnelle

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/YO9 23



• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques
• Différentes méthodes :

o Les méthodes commerciales : 

₋ Etest® → bandelettes imprégnées d’antifongiques avec 
un gradient croissant d’antifongique → lecture visuelle

Test de la sensibilité au Fluconazole et à la 
micafungine par bandelette Etest ® 

Plus facile à réaliser, 
commercialisée, 

standardisée

❑ Préparation d’un inoculum standardisé
❑ Milieu gélosé RPMI
❑ Dépôt de la bandelette imprégné d’antifongiques 

avec un gradient croissant d’antifongique 
❑ Incubation à 37°C 
❑ Lecture à 24h/48h → règles de lecture en fonction 

champignon et antifongique → nécessite une 
expertise (Lecture parfois difficile)

❑ Règle d’interprétation

Détection de la résistance

CMI

Détermination de CMI 
(Concentrations Minimales Inhibitrices)

Collection personnelle



• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques

 Quand réaliser un antifongigramme ? 

• si souche isolée dans un site stérile (ex: hémoculture)

• suspicion d’échec thérapeutique

• patient déjà exposé aux antifongiques  

• espèces rares

Détection de la résistance

25



• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques

Détection de la résistance

ECOFF : Epidemiological Cutoff Values

Seuil d’interprétation clinique = CB

EUCAST : https://www.eucast.org/ast_of_fungi ; Kahlmeter et al., Clin Microbiol Rev. 2023 ; Dannaoui,  Journal de Mycologie Médicale 2013 

Valeur de CMI qui identifie la limite supérieure 
d’une population de souches sauvages

Analyse de la distribution des CMI pour chaque espèce
❑ Détermination de l’ECOFF par méthode statistique

WT Non-WT

Permet la détermination des 
CB (Clinical Breakpoint) avec 
prise en compte de d’autres 

paramètres (PK, études 
cliniques…)

26
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Détection de la résistance

• Test de la sensibilité in vitro aux antifongiques

 Toutes les souches n’ont pas la même sensibilité 

Rapport d’activité du CNRMA 2022 27



•  Méthodes génotypiques pour détecter la résistance 
• Objectif : rechercher des mutations au niveau des gènes impliqués dans la 

résistance

• Séquençage Sanger, NGS …

Détection de la résistance

Séquence de référence de C. parapsilosis

Souche clinique de Candida parapsilosis 
résistante au fluconazole

Présence de la mutation 
Y132F au niveau du gène 

ERG11

D. Maubon et F. Morio EMC Maladies infectieuses 2018 28
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Rappel sur le genre Candida

• Genre Candida →un peu moins de 200 espèces 
• C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, Nakaseomyces glabrata (ex: C. glabrata), Pichia 

kudriavzevii (ex : C. krusei) 

• Multiplication par bourgeonnement et capable de former des filaments ou non

• Levures ubiquitaires, commensales, opportunistes dont le pouvoir pathogène 
ne s’exprime qu’en présence de facteurs favorisants locaux ou généraux

• Facteurs de risque d’infections à Candida : 
• Immunosuppression, soins Intensifs, exposition à des antibiotiques à large spectre, diabète, 

nutrition parentérale, chirurgie récente, matériel (KT) mais aussi facteurs locaux (humidité, 
macération)…

• Large spectre clinique : 
• Atteinte invasive : ex : les candidémies 

• Atteinte superficielle ou des muqueuses : ex : les candidoses cutanées ou oro-pharyngées

Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 ; Images eAnofel 30



Epidémiologie-Candida

• Responsable d’infections invasives (Candidémies), d’infections des muqueuses (Candidoses vulvo-vaginales)

Muñoz et al., Nat Commun.  2018 ; Arendrup. J Infect Dis. 2017 ; Bongomin et al., J Fungi (Basel). 2017 

• Différentes espèces de Candida 
• Certaines espèces → génome haploïde → d’autres 

espèces génome diploïde
• Existence d’espèces →Multidrug résistante (MDR)

Souche non sensible à un antifongique ou plus dans 2 
classes d’antifongiques ou plus

31



Epidémiologie-Candida

• Responsable d’infections invasives (Candidémies), d’infections des muqueuses (Candidoses vulvo-vaginales)

Pappas et al., Nat Rev Dis Primers. 2018 

Différents traitements 
en fonction de 

l’espèce  de Candida

32



Les différents mécanismes de résistance 
aux antifongiques chez Candida

33



Mécanismes de résistance aux azolés

• Différents mécanismes de résistance aux antifongiques azolés : 

Branco et al., Journal of Fungi 2023 ; Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017

Surexpression de 
la cible

Surexpression des transporteurs 
d’efflux

Déviation de la voie de la biosynthèse 
de l’ergostérol (ex : ERG3)

Souche sensible

Cible des 
antifongiques azolés : 

Lanostérol 14 α 
déméthylase (gène 
ERG11) → enzyme 

impliquée dans la voie 
de biosynthèse de 

l’ergostérol

Souche résistante Modification de la cible (ERG11) 
→ Mutation

34



Mécanismes de résistance aux échinocandines

• Mécanismes de résistance aux échinocandines : 

Branco et al., Journal of Fungi 2023 ; Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017 ; Rogers, et al., JAC 2022

Souche sensible Souche résistante

Modification de la 
cible (FKS) → 

Mutation ponctuelle
Cible des 

échinocandines : 
ß-1-3 glucane synthase 

(gène FSK1-FSK2), 
constituant de la paroi 

fongique

Principalement dans 2 régions 
FKS1 et FKS2



Mécanismes de résistance aux polyènes

• Mécanismes de résistance aux polyènes : 

Branco et al., Journal of Fungi 2023 ; Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017

Souche sensible Souche résistante

Mécanisme d’action des 
polyènes :

Formation de pores dans la 
membrane plasmique

Mutations au niveau 
des gènes codant 
pour des enzymes 
nécessaires à la 
biosynthèse de 
l'ergostérol 
→ modification de la 
composition en 
stérols

Rare 

36

Altération de la perméabilité 
membranaire → fuite ionique et 

lyse cellulaire



Mécanismes de résistance à la 5-FC

• Différents mécanismes de résistance à la 5-FC : 

Branco et al., Journal of Fungi 2023 ; Morio et al., International Journal of Antimicrobial Agents 2017

❑ Modification du gène codant 

pour le transport de la 

molécule dans le noyau (FCY2)

❑ Modification du gène codant 

pour des enzymes permettant 

à la molécule d’être active 

(FCY1 et FUR1)

Mécanisme d’action de la 
Flucytosine :

Inhibition de la synthèse protéique 
et transcription

Mutations

37



Chez Candida albicans
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Résistance-Candida albicans

• Modification de la cible :
• Mutations au niveau du gène ERG11

Flowers et al., AAC 2015 

Modélisation des mutations sur ERG11

Génération de mutants avec différentes mutations décrites chez des souches de 
C. albicans résistantes au fluconazole → profil de sensibilité in vitro différent en 

fonction des mutations et de la combinaison de mutations

39



Résistance-Candida albicans

• Surexpression des pompes d’efflux
• Nombreux polymorphismes au niveau des gènes codant pour les facteurs de transcription de ces pompes d’efflux

Nishimoto et al., JAC. 2020 

Surexpression de Mdr1
→ Famille des  transporteurs MFS 
     (Major Facilitator Superfamily)
→ Efflux spécifique du fluconazole  
→ Mutations « gain de fonction » au niveau 
de Mrr1 (Facteur de transcription de Mdr1)

Surexpression de Cdr1 et Cdr2
→ Famille des transporteurs ABC (ATP 
Binding Cassette)
→ Mutations « gain de fonction » au 
niveau de Tac1 (Facteur de transcription 
de Cdr1 et Cdr2)

40



Résistance-Candida albicans

• Déviation de la voie de biosynthèse de l’ergostérol

Martel et al.,AAC 2010 ; Garnaud et Cornet RFL 2020

Dérivés méthylés 
toxiques en présence 

d’azolés

Accumulation de dérivés 
non toxiques en 

présence d’azolés et 
mutation ERG3
→ résistance

Accumulation de 
dérivés non 
toxiques en 

présence 
d’azolés et 

mutation ERG3
→ résistance

Dérivés méthylés 
toxiques en présence 

d’azolés

41



Résistance-Candida albicans

• Surexpression de la cible
• Nombreux polymorphismes au niveau du gène codant pour le facteur de transcription de Erg11

Nishimoto et al., JAC. 2020 

Mutation au niveau du 
gène UPC2 (Facteur de 
transcription du gène 
ERG11)

42



Résistance-Candida albicans

• Combinaison de plusieurs mécanismes chez un même isolat 

Morio et al., Int J Antimicrob Agents. 2013

Chez des isolats de C. albicans résistants au fluconazole → combinaison de plusieurs mécanismes de résistance et de 
plusieurs mutations au niveau d’un même gène 

43



Résistance-Candida albicans

• Plasticité du génome

Schéma adapté de Legrand et al., Trends Genet. 2019 ; Selmecki et al., Eukaryot Cell. 2010 ; Selmecki et al., Science 2006

❑ Description de modifications structurales des 
chromosomes ou du nombre de chromosomes 
(aneuploïdie) → réponse à l’exposition aux 
antifongiques azolés 

❑ Formation d’un isochromosome → chromosome 5 
i(5L) → Augmentation du nombre de copie des gènes 
ERG11 et TAC1 (gène présent sur chr5)
❑ Rapidement perdu à l’arrêt de l’exposition à 

l’ATF

44



Chez Candida parapsilosis
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Candida parapsilosis

• Levure ascomycète, commensale et saprophyte 

• Retrouvée au niveau de la peau (flore normale)

• Transmission horizontale :  cathéters, personnels soignants                                                
(infections nosocomiales)

• Espèce de Candida la 2ème ou la 3ème plus fréquemment isolée (après Candida albicans)

• Mortalité à 3 mois : 15-20% 

Collection personnelle

Butler et al. Nature 2009  ; Tóth et al. Clin Microbiol Rev 2019 46



Epidémiologie de Candida parapsilosis 

Daneshnia et al., 2023 The Lancet Microbe

Répartition 
mondiale

47



Candida parapsilosis

• Levure ascomycète, commensale et saprophyte 

• Retrouvée au niveau de la peau (flore normale)

• Transmission horizontale :  cathéters, personnels soignants                                                
(infections nosocomiales)

• Espèce de Candida la 2ème ou la 3ème plus fréquemment isolée (après Candida albicans)

• Mortalité à 3 mois : 15-20% 

• Résistance aux azolés : 2ème espèce après N. glabrata (Ex : C. glabrata)
• Description de cas groupés d’infections invasives à l’hôpital  

• Ex : Hôpital de la Pitié-Salpêtrière, APHP, Paris 

Collection personnelle

Butler et al., Nature 2009 ; Tóth et al., Clin Microbiol Rev 2019 48
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Candida parapsilosis

Butler et al., Nature 2009  ; Tóth et al., Clin Microbiol Rev 2019 

✓ Test de sensibilité au 
fluconazole (Etest puis 
confirmé par EUCAST)

✓ Séquençage gène ERG11
✓ Génotypage

Même clone → 6 isolats résistants 

Enquête sur la circulation des isolats résistants 

• Description de cas groupés d’infections invasives à l’hôpital  
• Ex : Hôpital de la Pitié-Salpêtrière, APHP, Paris 

→Infections fongiques invasives avec des isolats de 

    C. parapsilosis (Cp) résistants au fluconazole

Etude entre mars 2012 et octobre 2019 : 
• 283 isolats de Cp (240 patients)

49
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Un phénomène mondial

Et bien d’autres ….
2020

2018

2019

2021

2023
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Candida parapsilosis et résistance

Daneshnia et al., The Lancet Microbe 2023

Augmentation du 
nombre d’isolats de 
Candida parapsilosis 

résistant dans le monde
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Candida parapsilosis et résistance

Daneshnia et al., The Lancet Microbe 2023 ; Escribano et al., Frontiers in Fungal Biology 2022

Répartition mondiale
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• Différents mécanismes de résistance aux 
antifongiques azolés 

• Décrit chez C. albicans et N. glabrata (ex : C. glabrata) → 
mal connus chez C. parapsilosis

• Résistance = combinaison de différents mécanismes

• Revue de la littérature chez C. parapsilosis  → plus de 80 
polymorphismes décrits chez des souches cliniques 
notamment résistantes au FLC en 2021

• Gène ERG11 → n=16

• Gène UPC2 → n=11

• Gène TAC1 → n=23

• Gène MRR1 →n=31

• Gène ERG3 → n=3

• Gène FKS1 → n=9

53

Intérêt des techniques d’édition du génome pour mieux comprendre les mécanismes de résistance

Exemple : 
gène 
ERG11

D’autres polymorphismes décrits depuis… 

Escribano et al., Frontiers in Fungal Biology 2022

Présentation de mon stage de master 2 
et de ma thèse d’Exercice

Résistance aux antifongiques : état des lieux 
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Avantages de la technique :
- Efficacité élevée
- Aucune intégration de marqueurs
- Pas besoin de souches auxotrophes (utilisable sur des souches 

cliniques) 

• Avènement de la technique CRISPR-Cas9

• Mise en place par l’équipe du Pr. BUTLER (Dublin) chez C. parapsilosis

Méthode d’édition du génome
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Objectif
Etudier l’impact de ces mutations du génome sur l’activité in vitro des antifongiques afin de 
corréler le génotype au phénotype de résistance 

Problématique de la recherche
Phénomène émergent de la résistance aux azolés chez C. parapsilosis
→Approfondir l’étude des mécanismes de résistance en étudiant le polymorphisme génétique 
sur la sensibilité aux azolés

Problématique et objectifs
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• Projet : Introduction de mutations ponctuelles 

• à l’état homozygote et hétérozygote 

• sur les gènes ERG11 et ERG3 

• sur les gènes codant pour les facteurs de transcription 
Tac1 (TAC1), Mrr1 (MRR1)

• Sur 2 fonds génétiques distincts (ATCC 22019, STZ5)

Constitution d’une librairie de mutants 

• Evaluer la sensibilité in vitro des mutants CRISPR-Cas9  aux 
antifongiques systémiques dont FLC, VRC, POS, ISA                   

  

56

Gènes Mutations

ERG11 A395T (Y132F)
A428G (K143R)
G1193T (R398I) 

TAC1 G1949A (G650E)
T2933G (L978W)

MRR1 G1747A (G583R)
A2619C (K873N)

ERG3 G331A (G111R)

Gènes et mutations sélectionnées

Méthodologie

(Etest®, bioMérieux)

56



ADN donneur
(Repair template)

Transformation chimique  
chez C. parapsilosis 
 sur milieu YPD+NTC

Recombinaison 
homologue 
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Transformation chez E. coli DH5α

Génération par PCR

Plasmide non intégratif  contenant : 
- Cassette permettant d’exprimer l’ARN guide
- Gène CAS 9
- Gènes de résistance à l’Ampicilline, à la 

Nourséothricine

Ouverture du plasmide grâce aux sites 
de restriction de Sap1 

Plasmide pCP-tRNA

Cassette d’expression de l’ARN guide

• Projet : Introduction de mutation ponctuelle (100pb) 
• Mutation ponctuelle 
• + 2 mutations silencieuses 
       en amont  du PAM

Edition du génome de C. parapsilosis avec CRISPR-Cas9

Lombardi et al., mSphere 2019   57
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S SDD R
WT/WT WT/Y132F Y132F/Y132F

Exemple 1 : Mutant Y132F (ERG11)

• Augmentation des CMIs au FLC avec la présence 
de la mutation sur 1 ou 2 allèles (X4 et X16 des CMIs) 

   → Impact du dosage allélique

• Mutant hétérozygote non sensible au FLC          
(car  CMI ≥ 2µg/mL)

• Mutant homozygote  résistant au FLC                 
(car CMI ≥ 8µg/mL) → Echec thérapeutique

• Impact moins important sur la sensibilité au  VRC

• Aucun impact sur la sensibilité au POS et ISA

• Même résultat STZ5 (2ème fond génétique)

Mutation Y132F réduit la sensibilité au FLC chez C. parapsilosis

ATCC 22019 ATCC 22019 ATCC 22019
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Mutation Gain de fonction G583R → 
très forte réduction de la sensibilité au FLC

• La seule mutation G583R suffit pour conférer une 
résistance de haut niveau au FLC à l’état homozygote 
(multiplication de la CMI par 650) 

• Echec thérapeutique même si présence de la mutation à 
l’état hétérozygote (ATCC 22019)

• Aussi augmentation des CMIs pour les autres triazolés 
(VRC, POS, ISA)

• Affecte aussi une autre classe d’antifongique (5-FC)
WT/WT G583R/G583R

RS

Exemple 2 : Mutant G583R (gène MRR1) 
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STZ5 STZ5
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Chez Candida auris
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Candida auris et résistance 

27/03/2023

24/03/2023

29/03/2023
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Candida auris 

• 1ère description au Japon en 2009

• Levure pathogène émergente

• Isolée dans tous les continents

• Particularité → Génome Haploïde

• Multi-résistance possible donc 
impasse thérapeutique

• Niche écologique reste inconnue
• Colonisation cutanée chez l’Homme

• Thermotolérance et halotolérance

• Persiste longtemps sur les surfaces

• Dissémine en milieu hospitalier 

Epidémies hospitalières

Rhodes & Fisher Current opinion in microbiology 2019 ; Chow  et al., Emerg Infect Dis. 2019 ; Chayaporn Suphavilai et al., pre print ; Bigot et al., Hygiènes 2023

Augmentation 
du nombre de 
cas de C. auris 
dans le Monde

6 clades à ce jour

+ clade VI à Singapour 
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Candida auris –Répartition mondiale

Geremia et al., Healthcare 2023 ; Desoubeaux G et al., J Mycol Med. 2022 ; Lone et Ahmad Mycoses. 2019  63



Candida auris –Emergence

Casadevall et al., mBio 2019 ; Akinbobola PLoS Pathog. 2023 ; Escandón P. J Fungi (Basel). 2022 

• Emergence de Candida auris : plusieurs hypothèses Réchauffement 
climatique 

→Thermotolérance

Utilisation de 
fongicides azolés et 
antifongiques azolés

→ résistance aux 
azolés

Présence dans les 
milieux marins 

→Halotolérance
Réservoir ? 

Transmission par les oiseaux 
colonisés ? Réservoir ?

Isolat  de C. auris sensible aux ATFs 
retrouvé dans un estuaire en Colombie
C. auris aussi retrouvé en Inde dans des 
zones marécageuses salines
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Résistance- Candida auris 

Chaabane et al., Front Microbiol. 2019 65

Carte représentant le nombre d’isolats de C. auris 
par épidémies 

Distribution variable des CMI en fonction des 
isolats de C. auris



Résistance- Candida auris 

• Différents mécanisme de résistances

Azolés

Echinocandines

Polyènes

Flucytosine

Chaabane et al., Front Microbiol. 2019 ; Chow  et al., mBio. 2020  

Surexpression des 
pompes d’efflux

Modification 
cible

Modification 
cible
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Chez les autres espèces de Candida
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Résistance-Chez les autres Candida

Janvier 2021

Septembre  2021

Août  2014
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Rappel Aspergillus spp.

• Aspergillus spp.
• Moisissures 

• Champignon filamenteux

• Ubiquitaire, saprophyte 

• Présent dans l’environnement (air, sol, surface, dans l’alimentation)

• Nombreuses espèces 

Arastehfar et al., Stud Mycol. 2021 ; Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 70



• Responsable d’un large spectre clinique de pathologies pulmonaires : 

Aspergillus fumigatus

 →  Aspergillose allergique chez l’immunocompétent à l’aspergillose invasive chez le patient immunodéprimé

Les différentes pathologies pulmonaires causées par Aspergillus fumigatus

Park et al., 2009 ; Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 

Facteurs favorisant le développement 
d’Aspergillus
❑ Généraux : neutropénie, 

immunosuppression
❑ Locaux : présence de cavités du 

parenchyme pulmonaire (ex : post 
tuberculose)…

❑ Environnementaux : travaux 
(favorisent la dissémination des 
spores)
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Aspergillus fumigatus

• Traitement de 1ère ligne : les antifongiques azolés
• Deux origines de la résistance : 

- Traitement au long cours par des antifongiques azolés (cas des aspergilloses 
chroniques ou des aspergilloses allergiques) 

- Utilisation dans l’environnement de phytosanitaires fongicides « inhibiteurs de 
déméthylation » (DMI) contre les champignons phytopathogènes (ex : Fusarium)

-  mécanisme d’action et structure similaire aux antifongiques azolés utilisés 
en clinique

Voriconazole
Tébuconazole

Park et al. 2009

Prochloraze

https://www.cdc.gov/fungal/diseases/aspergillosis/antifungal-resistant.html#ref-13 72



Epidémiologie de la résistance chez 
Aspergillus fumigatus

Bosetti et al., Curr Fungal Infect Rep. 2023 73



• Les mécanismes de résistance chez Aspergillus fumigatus 

Résistance chez Aspergillus

Nywening et al.,  Environ Microbiol. 2020 ; Berger et al., Front Microbiol. 2017 

Les principaux mécanismes de résistance chez A. fumigatus D’autres mécanismes sont également décrits

Mécanisme 
de résistance 
majoritaire : 
altération du 
gène CYP51A

CYP51A : gène codant pour 
l’enzyme la lanostérol 14 

alpha déméthylase 
impliquée dans la 

biosynthèse de l’ergostérol
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• Deux types d’altérations du gène CYP51A
• Mutations ponctuelles au niveau du gène CYP51A liées à 

l’exposition aux antifongiques

• Mutations au niveau du promoteur du gène CYP51A  (Tandem 
Repeat (TR) : séquence de nucléotides qui se répètent) 
associées à des mutations ponctuelles au niveau du gène 
CYP51A : mutations d’origine environnementale

Rapport d’activité du CNRMA 2022 ; Bastos  et al., PLoS Pathog. 2021 ; Garcia-Rubio et al., Appl Environ Microbiol. 2021 

Résistance chez Aspergillus

Retrouvées chez 
des isolats cliniques 
→ chez des 
patients non 
exposés aux azolés
+ isolats 
environnementaux

Altération du promoteur du gène CYP51 
aussi décrit chez les champignons 
phytopathogènes
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• Focus sur les mutations d’origine environnementale 
• Augmentation de la résistance à partir des années 2000 → utilisation de fongicides azolés 

Snelders et al., PLoS Med. 2008 

Résistance chez Aspergillus

En rouge, % de patients avec souches d’Af R à l’itraconazole ; 
nombre de patients avec culture positive à Af

Etude réalisée au Pays-Bas sur collection de 2683 souches d’Af  provenant 
des Pays-Bas et de 4 autres pays (période de 14 ans)

Mutation d’origine 
environnementale 

majoritaire TR34/L98H



• Différents profils de sensibilité in vitro aux azolés 
en fonction des mutations

Rogers et al., JAC 2022 ; Garcia-Rubio et al., Appl Environ Microbiol. 2021

Résistance chez Aspergillus
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Résistance chez Aspergillus

Janvier 2017

Histoire Clinique :
▪ Cas d'aspergillose pulmonaire invasive : 

▪ Chez un agriculteur de 66 ans traité pour une polyarthrite rhumatoïde (ttt par Anticorps monoclonaux)
▪ Hospitalisation en soins intensifs pour pneumopathie bilatérale

▪ LBA → Aspergillus fumigatus (Af) résistant aux azolés           TR46/Y121F/T289A 
▪ Investigations environnementales au domicile du patient 

  → souches d’Af avec la TR46/Y121F/T289A dans son environnement
  → Génotypage réalisé : génotypiquement indistinguable de l'isolat clinique
 Rôle direct de la maison comme source potentielle d'aspergillose invasive résistante aux azolés 

Pas d’exposition aux ATF azolés
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Origine de la résistance chez Aspergillus ?

Berger et al., Front Microbiol. 2017 ; Godeau et al., Journal of fungi 2023 ; https://www.cdc.gov/onehealth/resource-library/one-health-graphics.html

Mutations ponctuelles décrites 
chez des souches provenant de 

patients exposés aux azolés mais 
aussi retrouvées chez des isolats 

dans l’environnement

• Présence de deux origines de la résistance aujourd’hui fait débat : 

• Quels sont les hotspots de la résistance ? 

Utilisation de 
fongicides 

azolés

Utilisation de 
antifongiques 

azolés

March  2017

c

Importance 
d’une approche One Health 
pour mieux comprendre les 

origines de la résistance 
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Dermatophytes (DY)

• Définition : champignons filamenteux hyalins kératinophiles et kératinolytiques

• Responsable d’infections superficielles de la peau et des phanères 

• Large spectre clinique : 
• Atteinte de la peau glabre, des ongles, du cuir chevelu, de la barbe

• Infections fongiques les plus fréquentes : 20 à 25% de la population mondiale

• Différents types de DY :
• Espèces anthropophiles 

• Espèces zoophiles

• Espèces géophiles ou telluriques 

81Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 ; Images eAnofel ; Sabou, Revue Francophone des Laboratoire. 2022 



Différentes lésions cliniques 

• Atteinte des ongles- Onychomycoses (Tinea unguium) 

• Atteinte des cheveux- Teignes (Tinea capitis) 

• Atteinte de la barbe-Sycosis (Tinea barbae)

• Atteinte de la peau glabre -Dermatophyties de la peau glabre (Tinea corporis, Tinea 
cruris, Tinea pedis) 

82Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 ; Images eAnofel 



Traitement des dermatophytes

83

• Atteinte des ongles- Onychomycoses (Tinea unguium) 
• Sans atteinte matricielle : ttt local sous forme de vernis  → amorolfine ou ciclopirox (solution filmogène) 

• Avec atteinte matricielle : associé ttt local à un ttt par voie générale → terbinafine

• Atteinte des cheveux- Teignes (Tinea capitis) 
• Par voie locale : antifongique imidazolé (pommade, gel, lotion)

• Par voie générale : 
• Teigne microsporique → itraconazole 

• Teigne trichophytique → terbinafine

• Atteinte de la peau glabre -Dermatophyties de la peau glabre (Tinea corporis, Tinea cruris, 
Tinea pedis) 

• Par voie locale : topiques antifongiques (crème, lotion, gel ou poudre) azolés (éconazole …) ou terbinafine ou 
ciclopiroxolamine

• Par voie générale : terbinafine si lésion étendue

Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales ANOFEL Collège des enseignants en Parasitologie et Mycologie Médicale 2022 



Dermatophytes 
- résistance à la terbinafine 
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Janvier 2022

Mars-Avril 2016

Mars 2018

Avril 2020



• Jusqu’en 2015 

• Description de cas d’infections à Trichophyton spp. résistants à la terbinafine 
→Trichophyton rubrum 

• Dès 2005, lien entre l’acquisition de la mutation du gène ERG1 (Leu393Phe) 
codant pour la squalène époxydase (cible de la terbinafine)

85

Dermatophytes 
- résistance à la terbinafine 

Avril 2005

₋ Inhibition de la biosynthèse 
de l’ergostérol → inhibition 
de la squalène époxydase 
(Erg1)

Allylamine →Terbinafine



• Depuis 2016
• Dermatophytoses extensives et difficultés à traiter certains cas 

de Tinea corporis et cruris en Inde 

• Profonde modification des dermatophytoses en Inde 

• Remplacement progressif de T. rubrum par une espèce à la 
frontière entre : 

• T. mentagrophytes → Lésions très inflammatoires 

• T. interdigitale → Caractère anthropophile 

• Principale hypothèse : 

• Utilisation inappropriée de traitements antifongiques 
couplés à des corticostéroïdes +/-antibiotiques 

• Etudes avec différents marqueurs moléculaires :

      → complexe T. mentagrophytes (génotype VIII)

Terbinaforce plus : Terbinafine, ofloxacine, ornidazole, clobetasol 
propionate 
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Dermatophytes 
- une nouvelle espèce 

Verma SB, Vasani R. Mycoses. 2016 ; Dellière S et al., Emerg Infect Dis. 2022 ; Elaiba et al., Revue de Biologie Médicale 2024

Une nouvelle espèce → Trichophyton indotineae en 2020



Une répartition mondiale mais 
Inde pays le plus touché 

87

Dermatophytes 
- Trichophyton indotineae

Elaiba et al., Revue de Biologie Médicale 2024 ; Jabet et al., Emerging infectious diseases 2022 

Une nouvelle espèce → Trichophyton indotineae en 2020

▪Inde pays le plus touché 
▪Cas rapportés en Europe : Pologne, Belgique, 
Allemagne, Suisse Danemark et aussi en France 
▪Mais aussi dans le Monde : Vietnam, Brésil, 
Canada
▪Description de résistance à la terbinafine
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Dermatophytes 
- résistance à la terbinafine 

Elaiba et al., Revue de Biologie Médicale 2024

Aspect macroscopique et 
microscopique 

de Trichophyton indotineae 

Une nouvelle espèce 
→ Trichophyton indotineae 

en 2020



• Modification de la cible 
• Mutation au niveau du gène codant pour la squalène époxydase (ERG1)

Dermatophytes 
- résistance à la terbinafine 

Rogers et al., JAC 2022 89



• En France : deux séries de cas rapportés en 2022 (Jabet et al., Emerg Infect Dis 2022, Dellière et al., Emerg 
Infect Dis 2022)

• migrants ou voyageurs de retour de zone d’endémie (Inde et Bangladesh) 

• certains patients n’avaient pas quitté la France → transmission autochtone 

• Données récemment publiées en Ile de France (Moreno-Sabater A. et al., J Fungi (Basel) 2022)

•  4,8% de T. indotineae (n=125)

• 16,7% de résistance à la terbinafine (1/6)

• Etude prospective nationale multicentrique en cours 

• Evaluation de la résistance à la terbinafine pour T. rubrum, T. mentagrophytes, T. interdigitale, T. 
indotineae
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Dermatophytes 
- Trichophyton indotineae en France
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Conclusion- Résistance aux antifongiques

• Différents mécanismes de résistance acquise : 
• Modification de la cible

• Surexpression de la cible 

• Surexpression des pompes d’efflux

 Phénomène dynamique et cumulatif

• Peu de classes d’antifongiques → risque d’impasse thérapeutique si émergence de 
résistance à une ou deux classes d’antifongiques

• Approche One Health nécessaire pour mieux comprendre les origines de la résistance
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Nouveaux Antifongiques

• Nouveaux antifongiques

Hoenigl et al., Drugs 2021

❑ Nouvelles classes mais pas que : 
 (ex: Rezafungin →échinocandines (résistance croisée ?))
❑ Olorofim → résistance croisée décrite avec un fongicide 

utilisée dans l’environnement 

Décembre 2023
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Résistance aux antifongiques
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