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RESUME

Aspergillus fumigatus est un champignon filamenteux environnemental responsable de
I'aspergillose, une infection opportuniste touchant aussi bien I’'Homme que I'animal. Cette
pathologie est particulierement fréquente chez les manchots maintenus en captivité. Son
traitement repose sur la prescription d’antifongiques azolés, mais la survenue de mutations
dans le gene cyp51A codant la protéine cible peut conduire a des échecs thérapeutiques. Le
lien entre I'apparition de résistances et |'utilisation d’antifongiques azolés dans I'agriculture
est bien démontré par un phénomeéne de pression de sélection. Le ZooParc de Beauval est
un grand parc animalier frangais qui héberge une colonie de plus de cent manchots de
Humboldt (Spheniscus humboldti), dans un environnement rural, entouré de terres agricoles.
La premiére partie de ce travail a cherché a déterminer l'incidence clinique de I'aspergillose
au sein de la colonie de manchots, et a évaluer le niveau de contamination
environnementale par A. fumigatus au moyen de trois séries de prélevements dans leurs
nids. La deuxiéme partie de ce travail a consisté a rechercher les mutations de résistance
dans les souches d’A. fumigatus isolées au préalable dans I'enclos.

Notre étude retrouvait une part de mortalité imputable a I'aspergillose chez les manchots de
9,4% en 2018 et 33,3% en 2019. Cette mortalité concernait des manchots juvéniles dans
respectivement 100% et 87,5% des cas. Les prélévements environnementaux ont retrouvé
une charge fongique globale dans les nids beaucoup plus importante en été. Parmi les
espéces identifiées, on retrouvait celles d’A. section fumigati dans respectivement 67%, 75%
et 100% des nids en avril 2018, décembre 2018 et septembre 2019. Les isolats d’A. section
fumigati étaient tous des A. fumigatus stricto sensu excepté un isolat d’A. nishimurae. |l a
été mis en évidence une mutation du gene cyp51A de type G138 dans un des isolats d’A.
fumigatus. Cette souche présentait une CMI élevée a l'itraconazole et, dans une moindre

mesure, au voriconazole.

L'aspergillose a Aspergillus fumigatus est une cause importante de mortalité chez les
manchots du ZooParc de Beauval, a mettre en relation avec la contamination massive de
leur environnement par A. fumigatus. Une réflexion quant a la configuration des nids et aux
mesures d’hygiéne appliquées est a mener pour tenter de diminuer la morbi-mortalité
imputable a I'aspergillose, notamment chez les jeunes manchots. Malgré la localisation du
ZooParc de Beauval dans un environnement rural, il ne semble pas y avoir d’impact des
pratiques agricoles adjacentes sur la sélection de souches résistantes.
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ABSTRACT

Aspergillus fumigatus is an environmental mold responsible for aspergillosis, an
opportunistic infection affecting both humans and animals. This pathology is particularly
common in penguins bred in captivity. Its treatment is based on the prescription of azole
antifungals. However, the occurrence of mutations in the cyp51A gene encoding the target
protein can lead to treatment failures. The link between the emergence of resistance and
the use of azole antifungals in agriculture is well demonstrated through a phenomenon of
selection pressure. The ZooParc de Beauval is a large French animal park that hosts a colony
of more than a hundred Humboldt penguins (Spheniscus humboldti) located in the French
countryside and surrounded by fields. The first part of this work investigated the clinical
incidence of aspergillosis within the penguin colony and assessed the level of environmental
contamination by A. fumigatus using three sets of samples from their nests. The second part
of this work consisted in looking for resistance mutations in strains of A. fumigatus isolated
beforehand in the enclosure.

Our study found respectively a 9.4% and a 3.3% proportion of mortality due to aspergillosis
in penguins in 2018 and in 2019. This mortality concerned juvenile penguins in respectively
100% and 87.5% of cases. Environmental samples have found a greater overall fungal load in
the nests in summer. Among the identified species, A. section fumigati species were
respectively found in 67%, 75% and 100% of nests in April 2018, December 2018 and
September 2019. A. section fumigati isolates were all A. fumigatus stricto sensu except one
isolate which was A. nishimurae. A G138 mutation in the cyp51A gene was demonstrated in
one of the A. fumigatus isolates. This strain showed an elevated MIC for itraconazole and, to

a more limited extent, for voriconazole.

Aspergillosis caused by Aspergillus fumigatus is a major cause of death in penguins at
ZooParc de Beauval, due to the massive contamination of their environment by A.
fumigatus. The configuration of the nests and hygiene measures should be reconsidered to
reduce the morbidity and mortality attributable to aspergillosis, especially in young
penguins. Despite the location of the ZooParc de Beauval in a rural environment, adjacent
agriculture does not seem to have any impact on selection of resistant strains.
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INTRODUCTION

Aspergillus et aspergillose

Aspergillus est un champignon filamenteux saprophyte de répartition mondiale. Tres
répandu dans lI'environnement, il est fréquemment isolé a partir du sol, de la matiere
végétale en décomposition, du compost, des copeaux de bois, du foin, etc... Le genre
Aspergillus est constitué de plus de 300 especes [1]. Parmi elles, seule une vingtaine est
impliquée en pathologie humaine et animale, avec une large représentation de I'espéece
Aspergillus fumigatus (Figure 1) [2]. Il n’est pas possible de distinguer les différentes espéces
des complexes d’Aspergillus a partir des seules caractéristiques macroscopiques et
microscopiques des champignons. Leur identification précise nécessite I'utilisation de
techniques moléculaires.

Figure 1. Examen microscopique sur culture d’Aspergillus section fumigati, coloration au bleu de lactophénol,
x400 (Laboratoire de parasitologie - mycologie, CHRU Tours)

L'aspergillose est une infection opportuniste acquise a la suite d’une exposition
environnementale a Aspergillus. La contamination se fait le plus souvent par voie
respiratoire, par inhalation de spores, et est responsable d’un large spectre d’entités
cliniques allant de linfection locale pulmonaire a des formes disséminées retrouvées
classiqguement chez les sujets immunodéprimés.

Chez les animaux, cette pathologie différe de I'aspergillose humaine par deux aspects [3]. Le
premier aspect est physiopathologique. Depuis les années 1980, I'apparition de phénomeénes
d’'immunodépression chez 'Homme (immunodépression d’origine infectieuse avec la

12



découverte du VIH ou d’origine iatrogénique avec |’essor des thérapies immunosuppressives
et anticancéreuses) a conduit a I'émergence d’infections opportunistes fongiques, dont fait
partie I'aspergillose [4]. Une conséquence de cette profonde mutation épidémiologique fut
I’augmentation de |'utilisation des antifongiques et I'apparition de nouvelles molécules. Au
contraire, chez les animaux, I'épidémiologie de I'aspergillose est restée inchangée.

Le second aspect est I'intérét économique ou conservatoire. Le colt a en effet un impact
important sur les décisions de diagnostiquer et de traiter les infections fongiques chez
I’animal. Dans ce contexte, la valeur économique et/ou sentimentale de I'animal dictera les
actions a entreprendre en cas d’aspergillose. La nécessité de conservation pour certaines
espéces animales, principalement dans le cadre des parcs zoologiques, pourra également
jouer un role important dans la décision de traitement.

Finalement, plusieurs entités cliniques d’aspergillose sont maintenant bien définies en
médecine vétérinaire. Certaines sont spécifiques d’espéces animales et dépendent bien
souvent de leurs anatomies respectives. Parmi ces entités, on trouve I'aspergillose aviaire.

13



L"aspergillose aviaire

L'aspergillose aviaire touche les oiseaux sauvages de maniere sporadique, mais plus
fréquemment les oiseaux en captivité. L'espéce majoritairement impliquée est A. fumigatus,
probablement en raison de la plus petite taille de ses spores par rapport a d’autres especes
d’Aspergillus et de sa capacité a croitre a des températures élevées (la température
corporelle chez les oiseaux pouvant dépasser 40°C).

Une particularité anatomique des oiseaux est la présence de sacs aériens [5]. Ces sacs sont
des organes creux présents dans tout leur corps et dans leurs os (Figure 2). lls permettent
d’alimenter les poumons en oxygene, et participent a la thermorégulation et a I'allegement
du squelette. lls recoivent ainsi en permanence de I'air chaud et humide contenant des
concentrations élevées en oxygéne et comportent peu de vaisseaux sanguins capables de
transporter les cellules immunitaires. Ces conditions favorisent le développement de

I'aspergillose aviaire.
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Figure 2. Morphologie du systeme respiratoire chez I'ciseau. On note la présence de sacs aériens dans tout le
corps, en communication directe avec les poumons. D’aprés Sereno et al. [6].

Facteurs de risque
Il existe différents facteurs de risque d’aspergillose chez les oiseaux [7]. Une partie est liée a
la concentration des spores dans l'environnement et est majoritairement corrélée au
maintien en captivité : chaleur, humidité, mauvaise ventilation et mauvaise hygiéne des lieux
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de vie, stockage a long terme de la nourriture, etc... Une autre partie est liée a I’hbte et
comprend notamment une nourriture inadéquate, une prise de médicaments, un stress lié a
la captivité, un surpeuplement, des traumatismes...

Pathogénese et clinique
Il existe deux formes principales d’aspergillose aviaire : 'une aigué, 'autre chronique. La
forme dépend de la quantité de spores inhalées et de certains facteurs dépendants de
I’h6te, comme vus précédemment. Les spores inhalées colonisent les sacs aériens puis les
poumons, conduisant a la formation de granulomes fongiques qui obstruent les bronches et
la trachée, entrainant une détresse respiratoire puis la mort. La migration par voie
hématogene est également possible.

L'infection est souvent cliniquement difficile a détecter. On peut noter dans un premier
temps des difficultés respiratoires et des sibilances (respiration sifflante) liées a I’obstruction
des voies respiratoires par les granulomes fongiques. Puis surviennent des signes généraux
comme une léthargie, une anorexie, des diarrhées. Parfois, I'amaigrissement de I'oiseau est
le seul symptome décelable.

Moyens diagnostiques
Les moyens diagnostiques chez 'oiseau, et plus largement chez I'animal, sont limités, et le
diagnostic est souvent posé en post-mortem avec la mise en évidence de lésions
caractéristiques a l'autopsie (Figure 3).

Figure 3. Autopsie d’un cygne (Cygnus olor) souffrant d’aspergillose. On observe un sac aérien rempli de
matériel nécrotique caséeux contenant des éléments fongiques. D’aprés Seyedmousavi et al. [8].
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Il existe néanmoins quelgques moyens de diagnostiquer plus précocement I|'aspergillose
aviaire [9]. La réalisation d’'une numération sanguine et le dosage de certains marqueurs
biochimiques peuvent mettre en évidence un processus infectieux, mais ne sont pas
spécifiques de la pathologie. Les leucocytes sont généralement augmentés, et on peut
observer une anémie non régénérative, principalement en cas d’aspergillose chronique. De
facon non spécifique, I'analyse biochimique montre classiquement une hyperprotéinémie
avec hypoalbuminémie et hypergammaglobulinémie, une augmentation des enzymes
hépatiques liée aux toxines fongiques qui endommagent le foie ainsi qu’une hypoglycémie.

Il est possible de réaliser une sérologie ou une recherche d’antigenes aspergillaires qui
peuvent permettre d’orienter le diagnostic. Il semble que la sérologie a elle seule ne soit pas
appropriée pour détecter les cas cliniques d'aspergillose aviaire et que des résultats négatifs
n'excluent pas cette maladie. Le fait qu'Aspergillus soit un organisme omniprésent explique
la présence tres fréquente d’anticorps anti-Aspergillus méme chez des individus
cliniquement sains [10]. La recherche d’antigenes aspergillaires de type galactomannane
parait intéressante chez certaines espéces d’oiseaux en combinaison avec d’autres outils
diagnostiques, mais peut se révéler insuffisante pour d’autres genres aviaires [11], [12].

La radiographie ou I'imagerie par tomodensitométrie peuvent également étre des moyens
simples et non invasifs d’évoquer le diagnostic d’aspergillose. L’endoscopie permet de
mettre en évidence des lésions fongiques et de réaliser concomitamment des biopsies du
tractus respiratoire. Ces biopsies peuvent étre mises en culture afin d’identifier I'espéce
incriminée. Aspergillus étant un contaminant atmosphérique courant, une culture positive
n’est pas un signe formel d’infection, particulierement si I’échantillon provient d’un site non
stérile. L’isolement du champignon in vitro sera néanmoins susceptible d’avoir une
importance diagnostique et sera a confronter a I’'ensemble des signes clinico-biologiques. La
recherche d’ADN d’Aspergillus par PCR peut étre réalisée dans les cas ou la culture ne
montre pas de résultat satisfaisant.

Prise en charge curative
La prise en charge de l'aspergillose aviaire est délicate et nécessite parfois des traitements
longs, notamment dans les formes chroniques. Elle doit passer avant tout par la détection et
I’élimination des facteurs favorisants [13]. L’ablation chirurgicale des granulomes fongiques
associée a un traitement antifongique constitue une bonne approche et améliore les
chances de guérison. La chirurgie est cependant risquée du fait de I'anesthésie et du risque
de traumatisme, et on lui préfere donc généralement un traitement antifongique seul. Le
traitement est donné par voie orale ou par nébulisation, la voie parentérale étant plus
compliquée a aborder et réservée aux formes graves. Plusieurs molécules développées pour
la médecine humaine ont été testées chez les oiseaux, notamment les azolés,
I'amphotéricine B, ou la terbinafine. Le voriconazole, un azolé de nouvelle génération
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souvent employé dans le traitement de I'aspergillose humaine, est également considéré
comme un des traitements les plus efficaces de [I'aspergillose aviaire [14]. Les
recommandations de posologie sont maintenant bien définies pour certaines espéces
animales.
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L’aspergillose chez le manchot

Le manchot est un oiseau fréquemment touché par I'aspergillose, particulierement lorsqu’il
est maintenu en captivité. En 1977, Khan et al. rapportaient une épidémie d’aspergillose
dans un groupe de huit manchots nouvellement arrivés dans un zoo de New Delhi [15].
Parmi les huit manchots importés, sept décédaient dans les quatre a dix-sept jours suivant
leur arrivée. Trois des sept manchots montraient a l'autopsie des lésions typiques
d’aspergillose. Les prélevements environnementaux réalisés ne retrouvant pas d’Aspergillus,
les auteurs concluaient alors a une contamination antérieure a leur arrivée et a une probable
exacerbation de I'infection par le stress de la captivité et du changement d’environnement.
D’autres études ont montré I'implication de I'aspergillose dans les décés survenant chez les
manchots en captivité. En 2015, une étude menée sur six ans chez 327 manchots de
Magellan du Centre de rétablissement des animaux marins de Rio Grande (Brésil) faisait état
de 66 déces par aspergillose, soit 48,5% des déces totaux [16]. Il s’agissait pour 95,5% de
jeunes manchots, et pour 75,8% de manchots transportés par avion depuis d’autres centres.
A. fumigatus était I'espece impliquée dans 98,5% des cas. Globalement, I'ensemble de ces
données mettent en évidence des catégories de population particulierement a risque de
développer une aspergillose : les juvéniles, les manchots récemment importés et les
manchots sujets a un stress physique ou environnemental.
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Résistances acquises d’Aspergillus fumigatus aux antifongiques azolés

Les antifongiques azolés, tels que l'itraconazole, le voriconazole, I'isavuconazole ou le
posaconazole, font partie des antifongiques utilisés en premiere intention dans le traitement
et la prophylaxie de l'aspergillose [17]. A. fumigatus est naturellement sensible aux azolés,
contrairement a certaines espéces cryptiques du complexe fumigati comme A. lentulus ou A.
pseudofischeri, qui y sont intrinséquement résistantes [18]. Cependant, les deux dernieres
décennies ont vu apparaitre des résistances acquises aux azolés chez A. fumigatus. Les
premiers isolats cliniques d’A. fumigatus résistants a I'itraconazole ont été mis en évidence
en 1997 au Royaume-Uni et en Suéde [19], [20]. Depuis, les études sur des isolats cliniques
et environnementaux d’A. fumigatus se sont multipliées et ont retrouvé de plus en plus
fréquemment des résistances acquises aux azolés. Une étude multicentrique menée sur des
isolats cliniques entre 2009 et 2011 dans 19 pays (15 européens et 4 non européens)
retrouvait ainsi une prévalence de résistance d’A. fumigatus aux azolés de 3,2% [21].

Les mécanismes de résistance acquise aux azolés sont multiples et certains restent encore
méconnus, mais le mécanisme le plus couramment retrouvé est une modification de la cible.
La protéine cible des antifongiques azolés, la lanostérol-14-a-déméthylase, est une enzyme
clé dans la voie biosynthétique de I'ergostérol, le stérol prédominant dans les membranes
cellulaires de la plupart des champignons (I'équivalent du cholestérol dans le régne animal)
(Figure 4). Il a été démontré que des mutations dans le gene cyp51A, qui code pour cette

protéine, peuvent provoquer une résistance.
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Figure 4. Voie de biosynthése de I'ergostérol chez Aspergillus fumigatus. L'’enzyme Ergll (= lanostérol-14-a-
déméthylase) est la protéine cible des antifongiques azolés. Adapté d’aprés Dhingra et Cramer [22].
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Deux voies d’acquisition de résistances aux azolés sont décrites chez A. fumigatus [23] :

» L’exposition de souches in vivo a des thérapeutiques antifongiques données a long
terme.

» L'exposition de souches environnementales aux antifongiques azolés, utilisés
notamment dans I'agriculture.

Bien que ces deux voies aient des caractéristiques différentes, les prérequis a I'apparition de
résistances sont les mémes : un environnement favorable a la croissance fongique et la
présence concomitante de composés azolés.

Rble des antifongiques utilisés en thérapeutique

En médecine humaine, les antifongiques azolés sont largement utilisés dans le traitement et
la prophylaxie de l'aspergillose et peuvent favoriser dans certains cas l'apparition de
résistance. Le risque d’apparition de résistance aux azolés chez A. fumigatus dépend du
mode de reproduction du champignon, et donc du type d’infection dont est atteint le patient
[24]. Dans l'aspergillome par exemple, le champignon se multiplie dans une cavité
pulmonaire par multiplication asexuée en sporulant. La génération de multiples spores
unicellulaires favorise alors la présence d’une diversité génétique importante. Il suffira d’'une
mutation dans un noyau pour impacter le phénotype. Au contraire, dans |'aspergillose
invasive, il n’y a pas de reproduction asexuée, le champignon croit par élongation du
filament. Le filament contenant des milliers de noyaux, des mutations dans certains d’entre
eux n’auront pas de retentissement sur le phénotype.

Dans ce contexte de résistances se développant in vivo chez le patient, les mécanismes
impliqués sont en regle générale des mutations ponctuelles du géne cyp51A (Figure 5). Les
mutations connues pour entrainer des résistances se situent par exemple aux positions G54,
M220 et G138 [25]. Les acides aminés correspondant sont situés a proximité immédiate de
I'ouverture de l'un ou l'autre des deux canaux d'accés au ligand de la protéine. Ces
mutations ponctuelles induisent ainsi des modifications de ces canaux et empéchent la
liaison de l'azolé a sa cible [26]. Beaucoup de ces mutations entrainent une résistance a
plusieurs, sinon a tous les azolés anti-Aspergillus. On observe parfois diverses mutations se
développant chez le méme patient (Figure 5) [27].
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Figure 5. Développement de résistances par A. fumigatus in vivo chez un patient soumis a un traitement
antifongique azolé. Ce processus est majoritairement observé chez des patients atteints d’aspergillome et
traités au long court par antifongique azolé. Les mutations se développant dans ce contexte sont généralement
des mutations ponctuelles du géne cyp51A. On peut observer plusieurs colonies issues d’un méme
prélevement présentant des mutations de résistance différentes. Adapté d’aprés Meis et al. [28].

Rble des antifongiques utilisés dans I’environnement
L'utilisation des antifongiques azolés dans I'environnement est large. Elle comprend la
protection des plantes et des cultures, mais aussi la préservation de divers matériaux,
comme le bois. En agriculture, de nombreux composés sont disponibles pour contréler la
propagation de pathogenes fongiques. Cependant, ce sont les antifongiques azolés qui sont
le plus souvent employés, particulierement en Europe et en Asie, du fait de leur haute
efficacité et de leur large spectre d’action [29]. En Europe, 40% de tous les pesticides
pulvérisés sur les cultures sont des antifongiques et plus d'un tiers de tous les antifongiques
vendus sont des antifongiques azolés [30]. Bien que A. fumigatus ne soit pas un
phytopathogene, il est tres répandu dans I'environnement. L'utilisation réguliere
d’antifongiques azolés, capables de rester dans le sol pendant plusieurs mois, crée donc un

environnement qui contribue a I'émergence de souches résistantes aux azolés.

L'isolement de souches d’A. fumigatus résistant aux azolés chez des patients n’ayant jamais
recu d’antifongiques laisse supposer que, dans ces cas précis, A. fumigatus peut acquérir des
résistances dans l'environnement [31] (Figure 6). Les mutations les plus fréquemment
rapportées, TR34/L98H et TR46/Y121F/T289A, combinent une ou plusieurs substitutions de
codons dans le géne cyp51A avec une répétition en tandem de 34 (TR34/L98H) ou 46 paires
de bases (TR46/Y121F/T289A) dans le promoteur du géne, conduisant a sa surexpression. Ce
mécanisme de résistance est actuellement le plus étroitement associé a la voie
environnementale de résistance [32].
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Figure 6. Développement de résistances par A. fumigatus exposé aux antifongiques azolés dans
I’environnement. Les mutations de résistance sont retrouvées majoritairement chez des patients naifs d’azolés
et sont caractérisées par I'association de mutations ponctuelles du gene cyp51A et de duplications en tandem
du promoteur du géne. La diversité génétique est faible entre des patients sans rapport, la mutation
TR34/L98H prédominant largement. Adapté d’aprés Meis et al. [28].

Le nombre de souches porteuses de ces mutations comportant un tandem repeat est en
augmentation depuis 20 ans. Depuis la découverte des premiers isolats résistants aux azolés
porteurs de la mutation TR34/L98H en Italie et aux Pays-Bas en 1998 [33], [34], des résultats
similaires ont été rapportés dans de nombreux pays du monde et sur tous les continents
(Figure 7). Des isolats cliniques et/ou environnementaux d’A. fumigatus porteur de la
mutation TR34/L98H ont ainsi été recensés en Europe (Italie [33], Pays-Bas [34], Norvege
[34], Autriche [21], Royaume-Uni [35], Pologne [36], Belgique [37], Danemark [38],
Allemagne [39], Portugal [40], Roumanie [41], Espagne [42], France [43], Irlande [44]), en
Asie (Turquie [45], Chine [46], Inde [47], Taiwan [48], Iran [49], Koweit [50], Japon [51],
Pakistan [52], Thailande [53], Corée [54]), en Océanie (Australie [55]), en Amérique (Mexique
[56], Brésil [57], Colombie [58], Argentine [59], Etats-Unis [60], Pérou [61]) et en Afrique
(Tanzanie [62], Kenya [63]). La découverte plus récente de la mutation TR46/Y121F/T289A
confirme I'émergence rapide de souches résistantes aux azolés avec des mutations
complexes.

Le génotypage de souches d’A. fumigatus épidémiologiquement et géographiqguement non
apparentées montre une moindre diversité génétique parmi les isolats hébergeant
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TR34/L98H et TR46/Y121F/T289A par rapport aux isolats sauvages, ce qui suggere que
chaque mutation pourrait provenir d'un ancétre commun [64], [65]. Ces études indiquent
gue ces mutations de résistance peuvent migrer rapidement.

;|

Figure 7. Répartition mondiale de la résistance d’A. fumigatus aux antifongiques azolés médiée par les
mutations TR34/L98H. Les pays en rouge sont les pays ayant rapporté des isolats cliniques et/ou
environnementaux possédant cette mutation [21], [33]-[63]. Adapté d’aprés Resendiz Sharpe et al. [66].

Cing molécules azolées largement utilisées en agriculture (propiconazole, tébuconazole,
difénoconazole, époxiconazole et bromuconazole) sont particulierement impliquées dans le
développement de souches résistantes aux azolés. Ces cing inhibiteurs de la 14-a-
déméthylase présentent des caractéristiques moléculaires trés similaires a celles des
antifongiques azolés médicaux, entrainant un haut niveau de résistance croisée et
impliquant particulierement la mutation TR34/L98H (Figure 8) [67]. Enfin, la coincidence
entre l'autorisation d'utilisation de ces inhibiteurs de la 14-a-déméthylase et la premiere
détection de la mutation TR34/L98H conforte I'hypothése de résistances médiées par
I’exposition environnementale [67].
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OBJECTIFS

L’aspergillose est une problématique importante au ZooParc de Beauval. Les oiseaux
pensionnaires du parc, et particulierement les manchots de Humboldt (Spheniscus
humboldti) (Figure 9), sont suspectés d’étre régulierement touchés par cette infection. C’'est
dans ce contexte qu’une étude collaborative a démarré en 2018 en partenariat avec le
service de parasitologie - mycologie du CHRU de Tours. Son but était d’étudier I'incidence de
I'aspergillose dans la colonie de manchots au moyen de prélevements autopsiques et
d’évaluer le niveau de contamination fongique dans leur environnement au moyen de

préléevements de surface itératifs dans leurs nids.

Figure 9. Manchots de Humboldt (Spheniscus humboldti), ZooParc de Beauval. Photographie personnelle.

Par ailleurs, étant donné que le ZooParc de Beauval est situé en milieu rural (Figure 10) et
est entouré de terres agricoles qui pourraient favoriser la sélection de souches résistantes,
les mutations de résistance aux azolés ont été systématiquement recherchées dans les

isolats environnementaux d’Aspergillus fumigatus.

Enclos des manchots

Figure 10. Photographie satellite du ZooParc de Beauval a Saint-Aignan (41110), France. Latitude 47.247597,
longitude 1.353355. Le zoo est situé dans une zone rurale et est entouré de terres agricoles.
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MATERIELS & METHODES

Etude de l'incidence clinique de I'aspergillose chez les manchots de
Humboldt du ZooParc de Beauval

En cas de déces, les animaux du ZooParc de Beauval sont systématiquement autopsiés. Dans
le cadre de ce projet se déroulant sur les années 2018 et 2019, des prélevements étaient
réalisés lors de I'autopsie des manchots suspects d’aspergillose. Les |ésions présentes au
niveau des poumons et/ou des sacs aériens étaient biopsiées.

Les préléevements étaient ensuite acheminés a +4°C au laboratoire de parasitologie -
mycologie du CHRU de Tours. Des appositions de la biopsie étaient réalisées sur lame, fixées
au méthanol puis imprégnées au calcofluor pour un examen direct. La lame était examinée
au microscope a fluorescence a la recherche de filaments mycéliens de type aspergillaire
(longueur d’onde d’excitation 330-380 nm, longueur d’onde d’émission 500 nm) (Figure 11).
Un examen direct positif suffisait a poser le diagnostic d’aspergillose.

En parallele de I'examen direct, des fractions du préléevement étaient cultivées sur deux
tubes Sabouraud additionnés de chloramphénicol incubés I'un a 30°C et l'autre a 35°C
pendant une semaine. En cas de pousse d’un champignon filamenteux, une observation
microscopique était réalisée a partir de la colonie par technigque du drapeau avec coloration
au bleu de lactophénol (Figure 11). L'espéce présente en culture était alors
phénotypiquement identifiée selon ses caractéristiques macroscopiques et microscopiques.

Enfin, une extraction d’ADN était réalisée a partir de la biopsie (extraction manuelle sur
colonne QlAamp DNA Mini-Kit® de QIAGEN aprés digestion de la biopsie dans un tampon de
lyse). Lextrait était amplifié par une PCR quantitative en temps réelle qui ciblait ’ARNr 28S
spécifique d’A. fumigatus (Annexe 1). Ce protocole étant réalisé sur des prélévements issus
de sites normalement stériles, une PCR positive conduisait au diagnostic d’aspergillose,
méme en cas d’examen direct et de culture négatifs.
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Figure 11. Mode opératoire pour la recherche d’aspergillose a partir d’'une biopsie. La biopsie est apposée sur
lame de verre, fixée au méthanol puis colorée au Calcofluor. L'examen direct a la recherche de filaments
mycéliens est ensuite réalisé par microscopie a fluorescence. La culture consiste a ensemencer la biopsie sur
deux tubes Sabouraud + Chloramphénicol incubés a 30°C et 35°C pendant une semaine. Si la culture est
positive, un examen direct est réalisé sur les colonies par technique du drapeau avec coloration au bleu de
lactophénol. La lame est observée au microscope optique et permet I'identification du champignon selon ses
caractéristiques macroscopiques et microscopiques. Enfin, une gPCR en temps réel a la recherche d’A.
fumigatus est réalisée apres extraction manuelle de I’ADN sur colonne.
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Etude de la contamination environnementale dans les nids des
manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval

Prélevements environnementaux dans les nids
Afin d’étudier la prévalence d’Aspergillus fumigatus et d’autres espéeces fongiques dans
I’environnement des manchots, trois sessions de prélevements environnementaux ont été
réalisées en avril 2018, décembre 2018 et septembre 2019. Ces trois sessions ont été
réparties sur les années 2018 et 2019 de maniére a pouvoir estimer les éventuels impacts

des variations saisonnieres.

Les manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval sont hébergés dans un enclos contenant
un bassin, une plage et une partie arborée ou sont localisés les nids (Figure 12). Les
manchots nichent dans des nids fixes enterrés (Figure 13). Des nids aériens mobiles,
variables dans leur existence et leur localisation d’une session a I'autre, sont également a
leur disposition mais n’ont pas été pris en compte dans notre étude pour pouvoir garder une
comparabilité des différentes sessions de prélevements.

Figure 12. Enclos des manchots de Humboldt au ZooParc de Beauval. L’enclos est composé d’un bassin, d’une
plage et d’'une partie arboré ou sont localisés les nids. L’enclos comprend 24 nids enterrés dont les localisations
approximatives sont indiquées sur ce schéma. Le nombre de nids aériens est variable, ils ne sont donc pas
représentés.
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Figure 13. Nids des manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval.

Les prélevements environnementaux ont été réalisés dans les 24 nids enterrés. Pour chaque
nid, deux écouvillonnages de la paroi du nid et deux écouvillonnages du sol étaient effectués
sur des écouvillons secs préalablement humidifiés dans 1,5 mL d’eau physiologique, soit 96
prélevements par session (Figure 14).
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Figure 14. Session de préléevements environnementaux d’avril 2018.
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Mesure du taux de prévalence de la contamination environnementale

Analyse phénotypique

Les prélevements environnementaux étaient acheminés a température ambiante au
laboratoire de parasitologie - mycologie du CHRU de Tours pour ensemencement le jour
méme. Apres remise en suspension par agitation au Vortex® de I’écouvillon, 1 mL de milieu
liquide était prélevé et ensemencé au rateau sur gélose a I'extrait de malt. Les géloses
étaient incubées a 35°C pendant 72 heures. Au bout de ces 72 heures, un décompte des
colonies présentes en culture était réalisé. Chaque type de colonie était identifié au moins
au genre fongique au moyen d’un examen macroscopique et microscopique (test au drapeau
avec coloration au bleu de lactophénol et observation en microscopie optique) (Figure 15).

J3 : Dénombrement des
10 : Ensemencement sur gélose au malt colonies, scotch-test Identification macro/microscopique

Incubation
72h a35°C

Figure 15. Etat des lieux de la contamination fongique dans les nids. Les prélevements environnementaux (deux
écouvillonnages de paroi et deux écouvillonnages de sol pour chaque nid) sont ensemencés sur gélose au malt.
Aprés 72h d’incubation a 35°C, les colonies sont dénombrées et chaque espéece est identifiée par examen
macroscopique et microscopique.

Tests statistiques

La charge fongique globale était mesurée pour chaque session de prélevements en UFC/nid.
Le test statistique utilisé pour comparer la charge fongique moyenne entre les différentes
sessions de prélévement était un test non paramétrique de Wilcoxon pour séries appariées.
Le seuil de significativité retenu était p < 0,05.

Identification moléculaire
Pour une détermination précise de I'espéece, tous les isolats d’Aspergillus section fumigati
étaient identifiés moléculairement par séquencage du géne codant pour la B-tubuline [69].

Les isolats environnementaux précédemment identifiés comme Aspergillus section fumigati
étaient isolés sur gélose Sabouraud additionnée de chloramphénicol puis ré-incubés a 35°C
pendant 48 heures. A l'issue de ces 48 heures, le matériel fongique présent en culture était
prélevé, et 'ADN en était extrait au moyen d’une cryolyse avec microbilles de verre
(Cryolys® Precellys) suivie d’une extraction sur colonne (QlAamp DNA Mini-Kit® de QIAGEN)
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(Figure 16). Le succes de I'extraction était contrélé par dosage de
spectrophotométrie au NanoDrop® (ThermoFisher).

Isolement de la souche d’A. section
fumigati sur gélose Sabouraud
=

Récupération du matériel fongique
dans un tube a cryobilles

Cryobroyage a I'azote liquide
(Cryolys® Precellys)

I’ADN par

Extraction manuelle de 'ADN
‘- sur colonne (QlAamp DNA

S~ Mini Kit® QIAGEN)

Figure 16. Extraction de I'’ADN aspergillaire a partir d’une culture. Le matériel fongique est récupéré dans un
tube a cryobilles puis broyé par cryolyse a I'azote liquide sur le Cryolys® de Precellys. L’ADN est ensuite extrait

manuellement sur colonne (QlAamp DNA Mini-Kit® de QIAGEN).

Une fois I’ADN extrait, le géne codant pour la B-tubuline était amplifié par PCR

conventionnelle en utilisant les amorces B-tubl et B-tub2 (Annexe 2) [70]. La pureté des

amplicons était vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose. Enfin, le géne était séquencé

par la méthode de Sanger. Les séquences obtenues étaient alignées sur le logiciel Codon

Code Aligner® puis comparées a des séquences de référence par I'outil BLAST® du NCBI.
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Recherche de mutations de résistance aux antifongiques azolés

Les mutations de résistance aux antifongiques azolés ont été recherchées dans les isolats
environnementaux d’A. fumigatus précédemment identifiés. Pour cela, on procédait a un
séquencage du gene cyp51A qui code pour la protéine cible des antifongiques azolés et qui
contient les mutations de résistance les plus fréquemment décrites (Figure 17) [25], [31].

Itraconazole, Posaconazole
TR34 L98H
|:| Voriconazole, Isavuconazole, Itraconazole (variable), Posaconazole (variable)

l:‘ Multirésistance (Itraconazole, Posaconazole, Voriconazole, Isavuconazole)
Promoteur Cyp51A
TR34 TR34
G54 G138 M220 G448
TR46 TR46
ry

TR46 ‘ Y121F T289A
- 4

Figure 17. Principales mutations du géne cyp51A responsables de résistance aux antifongiques azolés chez A.
fumigatus [28]. Adapté d’apres Guegan et al. [71].

Une PCR conventionnelle était réalisée a partir des ADN précédemment extraits des isolats
environnementaux d’A. fumigatus. Un premier couple d’amorce AFTR-F et AFTR-R était
utilisé pour amplifier une portion de 234 paires de bases dans le promoteur du géne cyp51A
(Figure 18) [72]. Ces amorces encadraient la position des éventuels tandem repeat (TR34 et
TR46). Deux autres couples d’amorces CYP51AF-F1/CYP51AF-R1 et CYP51AF-F2/CYP51AF-R2
étaient utilisés pour amplifier la partie codante du géne cyp51A et permettaient par la suite
de détecter d’éventuelles mutations ponctuelles (Figure 18) (Annexe 3) [73]. La pureté des
amplicons était vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose. Enfin, le géne était séquencé
par la méthode de Sanger. Les amplicons de la partie codante du géne cyp51A obtenus
précédemment étaient trop longs pour étre séquencés correctement. On ajoutait donc, au
cours de la PCR précédant le séquencage, un couple d’amorces supplémentaire pour chacun
des deux fragments du gene. Pour le premier fragment du géne, on ajoutait au couple
CYP51AF-F1/CYP51AF-R1 les amorces AF766F et AF855R. Pour le deuxiéme fragment du
géne, on ajoutait au couple CYP51AF-F2/CYP51AF-R2 les amorces AF1426F et AF1709R
(Figure 18) [74]. Les séquences obtenues étaient alignées sur le logiciel Codon Code Aligner®
puis comparées a la séquence de référence (gene cyp51A d’une souche sauvage d’A.
fumigatus, GenBank AF338659) par l'outil BLAST®. Les duplications dans le promoteur
étaient recherchées directement sur la séquence nucléotidique du géne tandis que les
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mutations ponctuelles responsables de résistance aux azolés étaient recherchées sur la
séquence protéique de maniére a mesurer leur impact sur la conformation de I'enzyme
lanostérol-14-a-déméthylase (Annexe 4).

AFTR-F

CYPS51AF-F1 AF766F CYP51AF-F2 AF1426F
‘@ B - = e
Promoteur AFTR-R AF855R CYP51AF-R1 AF1709R CYP51AF-R2

Figure 18. Emplacement schématique des amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage du géne
cyp51A et de son promoteur [72]-[74].

Toute identification d’'une mutation de résistance sur le géne cyp51A était suivie par une
étude phénotypique de la résistance aux azolés sur la souche concernée. Les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) aux azolés étaient déterminées par microdilution (Micronaut®
Biocentric) et comparées aux breakpoints cliniques publiés par I'EUCAST [75].
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RESULTATS

Etude de l'incidence clinique de I'aspergillose chez les manchots de
Humboldt du ZooParc de Beauval

Cinquante-trois déces ont été comptabilisés chez les manchots de Humboldt du ZooParc de
Beauval en 2018, et 48 déceés en 2019. La population moyenne était de 113 manchots en
2018 et 118 manchots en 2019. Le taux de mortalité brut toutes causes confondues s’élevait
donc a 46,9% (53/113) en 2018 et a 40,7% (48/118) en 2019. La moyenne d’age lors du
déces était de 19 jours en 2018 et de 200 jours en 2019, la médiane d’age de 12 jours en
2018 et de 17 jours en 2019 (Figure 19).

Douze prélevements autopsiques ont été recus au laboratoire de parasitologie - mycologie
du CHRU de Tours en 2018 et 35 en 2019. Le diagnostic d’aspergillose a été retenu pour
41,7% d’entre eux (5/12) en 2018 et 45,7% (16/35) en 2019 (Annexe 5). La mortalité
proportionnelle imputable a I'aspergillose était donc de 9,4% (5/53) en 2018 et 33,3%
(16/48) en 2019. La moyenne d’dge lors du décés chez les manchots atteints d’aspergillose
était de 78 jours en 2018 et 538 jours en 2019, la médiane d’dge de 41 jours en 2018 et de
19 jours en 2019 (Figure 19). Au total, 100% (5/5) des manchots atteints d’aspergillose
décédés en 2018 étaient des manchots juvéniles (moins de 2 ans) et 87,5% (14/16) en 2019.
Sur les 93 naissances survenues en 2018, 4,3% (4/93) des poussins décédaient d’aspergillose
dans les 6 mois. Sur les 55 naissances survenues en 2019, 21,8% (12/55) décédaient
d’aspergillose dans les 6 mois.

Le diagnostic d’aspergillose a été posé sur un examen direct positif et une culture positive
(+/- PCR positive) dans 38,1% des cas (8/21). Dans 33,3% des cas, seule la PCR était positive
(7/21). Les autres cas présentaient un examen direct positif et une PCR positive (2/21) ou
bien une culture et une PCR positives (2/21) ou encore une culture positive isolement sans
possibilité de réaliser la PCR (2/21) (Figure 20).
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Age des manchots lors du déceés (en jours)
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Figure 19. Age des manchots lors du décés : en 2018 et 2019 pour les manchots atteints d’aspergillose et en
2018 et 2019 chez I'ensemble des manchots.

Examen direct

PCR Culture

Figure 20. Examens positifs ayant permis de diagnostiquer une aspergillose sur les prélevements autopsiques
des manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval.
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Etude de la contamination environnementale dans les nids des
manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval

Mesure du taux de prévalence de la contamination environnementale
Analyse phénotypique
La culture des préléevements environnementaux a permis de dénombrer une moyenne de 3,8
UFC de champignons filamenteux/nid pour avril 2018, 2,6 UFC/nid pour décembre 2018 et
48,1 UFC/nid pour septembre 2019 (Figure 21). La charge fongique dans les nids était donc
significativement plus importante en septembre qu’en avril ou en décembre (p < 0,001). Il
n’y avait pas de différence significative entre les mois d’avril et de décembre (p = 0,721).

Nombre moyen d'UFC de champignons filamenteux/nid en
fonction de la saison au moment des prélévements
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Figure 21. Décompte des colonies de champignons filamenteux présents dans les nids en fonction de la session
de prélevements. Test de Wilcoxon pour séries appariées : NS non significatif, *** p < 0,001.

Soixante-dix-neuf pour cent des nids (19/24) étaient colonisés par au moins une espéce de
champignon filamenteux en avril 2018, 100% (24/24) en décembre 2018 et 100% (22/22) en
septembre 2019. Les especes majoritairement représentées étaient celles appartenant aux
genres ou sections A. section fumigati et Penicillium sp en avril 2018, Trichoderma sp et A.
section fumigati en décembre 2018, A. section fumigati et A. section nigri en septembre
2019. A. section fumigati était présent dans 67% des nids (16/24) en avril 2018, 75% (18/24)
en décembre 2018 et 100% (22/22) en septembre 2019 (Figures 22-25).
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Espéces recensées dans les nids lors de la session de prélévements d'avril 2018

A. section nigri

A. section flavi
Cladosporium sp ‘
1

\‘\-\_

Mucorale

Nigrospora sp

Figure 22. Espéces recensées dans les nids lors de la session de prélevements d’avril 2018 (en nombre d’isolats
de I'espéce/nombre d’isolats totaux dénombrés). A. section fumigati 47,2% (25/53), Penicillium sp 17,0%
(9/53), Trichoderma sp 5,7% (3/53), Geosmithia sp 5,7% (3/53), Scedosporium sp 5,7% (3/53), A. section
nidulantes 5,7% (3/53), Mucorale 3,8% (2/53), Nigrospora sp 3,8% (2/53), Cladosporium sp 1,9% (1/53), A.
section nigri 1,9% (1/53), A. section flavi 1,9% (1/53).

Espéces recensées dans les nids lors de la session de prélévements de décembre 2018

Nigrospora sp Curvularia sp

A. section A. section terrei
flavi \ Scedosporium sp
A. section nigri _ N

—
Paecilomyces sp
Acremonium sp

Figure 23. Espéces recensées dans les nids lors de la session de préléevements de décembre 2018 (en nombre
d’isolats de I'espece/nombre d’isolats totaux dénombrés). Trichoderma sp 32,6% (43/132), A. section fumigati
22,7% (30/132), Penicillium sp 12,9% (17/132), Mucorale 11,4% (15/132), Acremonium sp 9,8% (13/132),
Paecilomyces sp 3,0% (4/132), A. section nigri 3,0% (4/132), A. section flavi 1,5% (2/132), A. section terrei 0,8%
(1/132), Nigrospora sp 0,8% (1/132), Curvularia sp 0,8% (1/132), Scedosporium sp 0,8% (1/132).
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Espéces recensées dans les nids lors de la session de prélévements de septembre 2019

A. section flavi

A. section nigri Trichoderma sp

Figure 24. Espéces recensées dans les nids lors de la session de prélévements de septembre 2019 (en nombre
d’isolats de I'espéce/nombre d’isolats totaux dénombrés). A. section fumigati 94,6% (88/93), A. section nigri
3,2% (3/93), A. section flavi 1,1% (1/93), Trichoderma sp 1,1% (1/93).

Avril 2018 Décembre 2018 Septembre 2019

. Nids colonisés par Aspergillus section fumigati
O Nids non colonisés par Aspergillus section fumigati

. Nids non prélevés

Figure 25. Colonisation des nids par A. section fumigati selon la saison au moment des prélevements. On
observait une colonisation de 67% des nids en avril 2018, 75% en décembre 2018 et 100% en septembre 2019.

Identification moléculaire

Le séquengage du gene codant la B-tubuline dans les isolats d’A. section fumigati
précédemment recensés a permis d’identifier respectivement 100% (25/25), 97% (29/30) et
100% (88/88) d’A. fumigatus stricto sensu en avril 2018, décembre 2018 et septembre 2019.
Sur la session de décembre 2018, I'espéce cryptique Aspergillus nishimurae a été identifiée
dans un des prélévements réalisés dans le nid 18.
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Recherche de mutations de résistance aux antifongiques azolés

Le séquengage du gene cyp51A n’a pas permis de mettre en évidence de mutations de

résistance aux antifongiques azolés parmi les isolats d’A. fumigatus sur les sessions d’avril
2018 et septembre 2019. Une mutation de résistance a été identifiée sur la session de
décembre 2018 et concernait une souche d’A. fumigatus retrouvée dans le nid 13 et mutée
G138. La détermination des CMI aux azolés a montré une valeur élevée a l'itraconazole et

modérée au voriconazole (Tableau 1).

Tableau 1. CMI aux antifongiques mesurées par microdilution de la souche d’A. fumigatus mutée G138 et

breakpoints cliniques correspondants publiés par 'EUCAST [75]. IE « insufficient evidence ».

Antifongique

CMI (en pg/mL)

Breakpoint clinique EUCAST

S< R>
Amphotéricine B 0,25 1 1
Voriconazole 0,25 1 1
Itraconazole >4 1 1

Posaconazole 0,0625 0,125 0,25
Micafungine 0,0019 IE IE
Anidulafungine 0,016 IE IE
Caspofungine 0,016 IE IE
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DISCUSSION

L'aspergillose est connue pour étre une cause importante de morbidité et de mortalité chez
les manchots maintenus en captivité [15], [16]. Notre étude retrouvait une part de mortalité
imputable a I'aspergillose chez les manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval de 9,4% en
2018 et 33,3% en 2019. A. fumigatus était responsable dans presque 100% des cas. Les
jeunes manchots sont décrits comme une population particulierement a risque de
développer une aspergillose [16]. Dans le parc, celle-ci touchait en effet des manchots
juvéniles dans 100% des cas en 2018 et 87,5% en 2019. La mortalité liée a I'aspergillose
concernait 4,3% des manchots de moins de 6 mois en 2018 et 21,8% en 2019. Ces chiffres
sont en accord avec les résultats de Flach et al. qui rapportaient une mortalité moyenne de
14% des manchots papous (Pygoscelis papua) récemment éclos (Zoo d’Edimbourg, 1964-
1988) [76]. Ce pourcentage variait cependant de 0 a plus de 50% selon les années, suggérant
une évolution sous forme épidémique.

Les caractéristiques anatomiques du manchot, et plus généralement des oiseaux, en font
une espéce particulierement a risque d’aspergillose. Les sacs aériens sont propices a la
croissance de champignons (notamment A. fumigatus, capable de se développer a 40°C
contrairement aux autres espéces d’Aspergillus) et favorisent la dissémination systémique
des spores par communication avec les poumons. Cependant, l'incidence quasi nulle de
I'aspergillose dans les populations sauvages pose la question de l'implication d’autres
facteurs, et notamment de facteurs liés a la captivité [77]. Ces facteurs, déja en partie
identifiés, comme le stress ou une mauvaise hygiene de I'environnement, pourraient étre
des clés pour une meilleure prise en charge de I'aspergillose chez les manchots [7]. La taille
de la colonie pourrait également jouer un réle dans I'incidence de I'aspergillose. Silva Filho et
al., dans une étude sur six ans recensant 'aspergillose dans une colonie captive de manchots
de Magellan (Spheniscus magellanicus), décomptaient plus de 65% de leurs cas sur I'année
ou la densité de population était la plus importante [16]. Les explications possibles a cette
incidence plus élevée pouvaient étre I'accumulation de matiéres organiques (plumes,
déjections) empéchant une bonne ventilation et une bonne désinfection ou encore le besoin
de plus de personnel pour soigner les animaux et donc une augmentation du stress. Cette
corrélation n’était cependant pas retrouvée dans la publication de Flach et al. [76]. Les
manchots du ZooParc de Beauval vivant exclusivement en extérieur, I'hygiéne du milieu est
plus difficile a maitriser. Il pourrait cependant étre intéressant de repenser la configuration
des nids. Les manchots de Humboldt du ZooParc nichent dans des nids en bois enterrés dont
I'ouverture est par conséquent réduite et donc défavorable a une bonne ventilation. A I'état
sauvage, ils nichent souvent dans des cavités rocheuses ou méme a I'air libre sur des tas de

guanos.
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La charge fongique globale mesurée dans les nids des manchots était significativement
beaucoup plus élevée en septembre qu’en avril ou en décembre. Par ailleurs, A. fumigatus
représentait 95% des espéces identifiées dans les prélevements du mois de septembre
contre seulement 47% en avril et 22% en décembre. Ces résultats sont appuyés par Rivas et
al. qui ont mesuré la charge fongique dans I'enclos de manchots africains (Spheniscus
demersus) par prélevements d’air par impaction [78]. Les auteurs retrouvaient ainsi une
charge fongique globale qui augmentait avec la température et ’lhumidité, donc plus élevée
en été. Les mémes résultats étaient retrouvés avec le genre Aspergillus sp seul. Par ailleurs,
la charge fongique globale était plus importante en extérieur qu’en intérieur. Les nids des
manchots du ZooParc de Beauval étaient globalement moins occupés lors de la session de
préléevement de septembre 2019. En effet, la période des naissances avait pris fin et les
poussins avaient quitté les nids. On ne pourra donc pas statuer sur une éventuelle
surmortalité liée a cette colonisation estivale importante des nids par A. fumigatus.

Parmi toutes les souches d’A. section fumigati isolées dans les nids, une seule s’est avérée
étre une espéce cryptique distincte d’A. fumigatus stricto sensu (A. nishimurae). A.
fumigatus est donc non seulement I'espéce en cause dans la majorité des cas d’aspergillose
aviaire mais est également présent de facon prédominante dans I’environnement par
rapport aux autres espéces cryptiques de la section fumigati. Sabino et al. identifiaient de
méme 100% d’A. fumigatus parmi des échantillons cliniques issus de diverses espéces
d’oiseaux atteints d’aspergillose [79]. Les échantillons collectés dans leur environnement en
Californie retrouvaient des isolats fongiques provenant en large majorité de la section
fumigati, parmi lesquels 100% d’A. fumigatus stricto sensu.

Etant donné I'emplacement du ZooParc de Beauval dans une zone rurale, nous aurions pu
nous attendre a la mise en évidence de mutations de résistance aux antifongiques azolés
médiées par I'exposition environnementale (TR34/L98H et TR46/Y121F/T289A). Ce n’est
cependant pas le cas puisqu’aucune mutation de ce genre n’a été retrouvée. Seule une
mutation ponctuelle de type G138 a pu étre identifiée chez une souche d’A. fumigatus isolée
en décembre 2018. Cette mutation est décrite comme entrainant une multirésistance aux
azolés [25]. Les tests phénotypiques sur la souche ont retrouvé une résistance a
I'itraconazole et dans une moindre mesure au voriconazole. La dispersion mondiale et rapide
des mécanismes de résistance avec tandem repeat étant une source d’inquiétude pour
I’avenir de la prise en charge de I'aspergillose en médecine humaine, cette prévalence nulle
ici constitue une bonne nouvelle, mais requiert néanmoins une surveillance prolongée. Il est
aussi a noter que les prélevements ont été faits dans une zone géographique restreinte et ne
peuvent donc pas refléter I'épidémiologie nationale ou méme régionale. De nombreux
isolats d’A. fumigatus porteurs de TR34/L98H ou TR46/Y121F/T289A ont déja été mis en
évidence en France, et leur présence sur notre territoire n’est donc plus a remettre en cause.
Une étude menée sur des isolats cliniques dans deux hopitaux universitaires parisiens en
2014 retrouvait par exemple une prévalence de souches d’A. fumigatus résistantes aux
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azolés de 1,8%, toutes porteuses de la mutation TR34/L98H [80]. Une autre étude menée en
2019 sur 85 prélevements environnementaux a I’hépital universitaire de Besangon retrouvait
90 isolats d’A. fumigatus résistants aux azolés, également tous porteurs de la mutation
TR34/L98H [81]. Il est a noter que 59 de ces isolats ont été obtenus a partir de pots de
tulipes importés des Pays-Bas. Par ailleurs, la recherche de résistances aux azolés s’étant
faite, dans notre étude, sur le plan génotypique uniquement, il n’est pas a exclure que
d’autres mécanismes de résistance moins fréquents et moins bien décrits aient été présents
parmi les souches isolées.
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CONCLUSION

L'aspergillose a Aspergillus fumigatus est une cause importante de mortalité chez les
manchots de Humboldt du ZooParc de Beauval, responsable de respectivement 9,4% et
33,3% des déces en 2018 et 2019. Cette incidence importante est a mettre en relation avec
la contamination de leur environnement par A. fumigatus, espéce fongique retrouvée
massivement dans les préléevements environnementaux effectués, particulierement en été.
Une réflexion quant a la configuration de I’enclos et des nids et quant aux mesures d’hygiene
appliquées est a mener pour tenter de faire reculer cette pathologie et de diminuer la
morbi-mortalité qui lui est imputable, notamment chez les jeunes manchots.

La recherche génotypique de résistance aux azolés dans les isolats environnementaux d’A.
fumigatus révele une prévalence étonnamment basse de mutations dans le géne cyp51A.
Une mutation G138 a pu étre mise en évidence chez une souche d’A. fumigatus, lui
conférant une résistance a l'itraconazole et, dans une moindre mesure, au voriconazole.
Malgré la localisation du ZooParc de Beauval dans un environnement rural, il ne semble pas
y avoir d’impact des pratiques agricoles adjacentes sur la sélection de souches résistantes.
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ANNEXE 1

PCR quantitative en temps réel pour la détection d’ADN d’Aspergillus fumigatus.

Amorces (d’apres Challier et al. [82])
285466 : 5'- CTC GGA ATG TAT CACCTCTCG G -3’
285533 :5'- TCC TCG GTC CAG GCA GG -3’

Sonde TaqMan 28S : 5'-6-carboxyfluorescéine- TGT CTT ATA GCC GAG GGT GCA ATG CG -3'-
6-carboxy-tétraméthylrhodamine

Programme LightCycler® 96 (Roche)

Décontamination 1 cycle 50°C 2 min
Dénaturation initiale 1 cycle 95°C 10 min
Dénaturation 95°C 15 sec

. 50 cycles ,
Elongation 60°C 1 min
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ANNEXE 2

Amplification du géne de la B-tubuline pour l'identification des espéces d’Aspergillus.

Amorces (d’apres Glass et al. [70])

B-tubl : 5’- GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC -3’

B-tub2 : 5'- ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC -3’

Programme thermocycleur

Dénaturation initiale 1 cycle 94°C 3 min
Dénaturation 94°C 30 sec
Hybridation 35 cycles 50°C 30 sec
Elongation 72°C 45 sec
Elongation finale 1 cycle 72°C 15 min
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ANNEXE 3

Amplification du géne cyp51A pour la recherche de mutations de résistance aux

antifongiques azolés chez A. fumigatus.

Amorces (d’apres Morio et al. [72] et Lavergne et al. [73]) :

Amorce Séquence Taille du fragment
AFTR-R 5’- GCC TAG GAC AAG GAC GAA TG -3’ (en 'absence de tandem repeat)
CYP51AF-F1 5’- CAT TTC CCT CAT CACTGC AA -3’ )
991 paires de bases
CYP51AF-R1 5’- CAT CAT GTG CGC AATCTCTT -3’
CYP51AF-F2 5’- AGA AGC GAG ATG CTG CTC AT -3’ )
890 paires de bases
CYP51AF-R2 5- CCT TTG AAG TCC TCG ATG GT -3’

Programme thermocycleur

Dénaturation initiale 1 cycle 95°C 7 min
Dénaturation 95°C 30 sec
Hybridation 35 cycles 55°C 30 sec
Elongation 72°C 1 min
Elongation finale 1 cycle 72°C 10 min
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ANNEXE 4

Séquencage du géne cyp51A pour la recherche de mutations de résistance aux
antifongiques azolés chez A. fumigatus.

Amorces (d’aprés Morio et al. [72], Lavergne et al. [73] et Alanio et al. [74])

Fragment d’ADN i
3 i Amorce Séquence
séquencé
Promoteur du gene AFTR-F 5’- TAATCG CAG CACCACTTCAG -3’
cyp51A AFTR-R 5’- GCC TAG GAC AAG GACGAA TG -3’

5’- CAT TTC CCT CAT CACTGC AA -3’
5- TTC GGA TCG GACGTG GTG TA -3’
5'- TAA CGC AGA CTG AGT CAAGC -3’
5’- CAT CAT GTG CGC AAT CTCTT -3’

Premier fragment de

la partie codante du

géne cyp51A

5’- AGA AGC GAG ATG CTG CTC AT -3’
] AF1426F 5’- AGT CTT CCT CCG CTCCAG TA -3’
la partie codante du

. AF1709R 5- ACAACCTCG TCG TTCTCC TG -3’
gene cyp51A
5- CCT TTG AAG TCC TCG ATG GT -3’

Second fragment de

Séguence nucléique de la région du promoteur du gene cyp51A d’A. fumigatus amplifiée par
les amorces AFTR-F et AFTR-R

La taille attendue de la région amplifiée est de 234 paires de bases, en |'absence de tandem
repeat. La séquence soulignée de 34 paires de bases est retrouvée dupliquée dans les
mutations de type TR34/L98H.

TAATCGCAGCACCACTTCAGAGTTGTCTAGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCTA

ATTACTAAGGTGTAGTTCCAGCATACCATACACCCTAACTCATACTACGGTAGGTAGATCTACTTACCTATGAAC
CTATATTGGTAGGTAGGTGAATATAAAATACAGCATGGAACATGTTTTTCATTAGCTGGTCTCTCATTCGTCCTT
GTCCTAGGC

Séquence nucléigue de référence du géne cyp51A d’A. fumigatus (GenBank AF338659)

CATTFCCCTCATEACTEERAC TC TAATCCTCGGGCTCACCCTCCCTGTGTCTCCTCGAA

1 ATGGTGCCGATGCTATGGCTTACGGCCTACATGGCCGTTGCGGTGCTGACGGCAATCTTG 60

61 CTCAATGTTGTTTATCAATTATTCTTTCGGCTTTGGAACCGAACAGAACCGCCAATGGTC 120

121 TTTCATTGGGTCCCATTTCTGGGTAGTACCATCAGTTACGGGATTGATCCCTACAAGTTC 180
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181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

TTCTTTGCGTGCAGAGARAAGGCAAGTCTCAAGATTGTAGTTTGACATTCATTCCTGGGC
GCATTGCTGAGTATTGCTTTCTTAACCGGCAGTATGGCGATATCTTCACTTTTATACTGT
TGGGTCAAAAAACCACAGTCTACCTGGGCGTTCAGGGGAACGAGTTTATTCTCAACGGCA
AGCTCAAGGATGTCAATGCGGAAGAGGTCTATAGTCCATTGACGACCCCCGT THICCERT
EEEACETEETETATGATTGTCCCAATTCCAAGCTGATGGAGCAGAAAAAGT TCATCAAGT
accEE e G . G TC TCATGTGCCACTTAT TGAGAAGGAGGTTTTGG
ACTATCTGCGCGATTCACCGAACTTTCAAGGCTCGTCCGGCCGGATGGACATCTCTGCGG
CAATGGCTGAGATTACCATTTTTACCGCTGCTCGAGCCCTCCAAGGCCAGGAAGTTCGTT
CCAAACTCACGGCTGAGTTCGCTGACCTCTATCATGACCTGGACAAGGGCTTTACTCCCA
TCAATTTTATGCTACCGTGGGCCCCATTGCCGCATAACA REARGCEACATECTCCTCAT G
CGCGCATGAGGTCAATCTACGTTGACATCATCAATCAGCGCCGTCTTGACGGTGACAAGG
ACTCTCAGAAATCAGACATGATATGGAACCTGATGAACTGCACATACAAAAACGGCCAGC
AAGTGCCTGAT2 RACACATICCCOACATEATEA TALCCCTGTTGATGGCTGGTCAGCATT
CGTCTTCGTCCATCAGCGCCTGGATTATGCTGAGACTGGCCTCACAGCCAAAAGTCCTCG
AAGAGCTGTATCAGGAACAGCTGGCCAATCTTGGCCCCGCCGGGCCAGACGGCAGTCTTC
CTCCECTCCAGTACAAGGATCTTGACAAACTTCCCTTCCATCAACATGTTATTCGTGAAR
CCTTACGGATTCACTCCTCTATTCACTCTATCATGCGCAAGGTGAAAAGCCCCTTGCCCG
TTCCCGGGACCCCTTACATGATTCCTCCCGGTCGCGTGCTCCTTGCTTCACCTGGAGTGA
CAGCCCTCAGCGACGAACACTTCCCCAATGCTGGGTGCTGGGATCCCCATCGCTGGGAGA
ACCAGGCTACTAAGGAGCAGGAGAACGACGAGGTTGTCGACTACGGTTACGGCGCCGTCT
CCAAGGGCACGTCAAGTCCCTATCTTCCGTTTGGTGCTGGCCGACACCGCTGTATCGGCG
AGAAATTCGCTTATGTCAACCTTGGTGTGATTCTGGCGACCATTGTGCGCCACCTGCGAC
TTTTCAACGTGGATGGAAAGAAAGGAGTCCCTGAAACTGACTATTCATCCCTCTTTTCGG

GCCCCATGAAGCCAAGCATCATCGGCTGGGAGAAGCGGTCGAAAAACACATCCAAGTGA

GACTGTTGTARCCATCEACEACTICARAGE . T T T GGTGTGATCGGAATAGGTGT

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1619
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Séquence protéique de référence du gene cyp51A d’A. fumigatus (GenBank AF338659)

MVPMLWLTAYMAVAVLTAILLNVVYQLFFRLWNRTEPPMVFHWVPFLGSTISYGIDPYKFFFACREKYGDIFTFI
LLGOKTTVYLGVQGNEFILNGKLKDVNAEEVYSPLTTPVFGSDVVYDCPNSKLMEQKKFIKYCLTQSALESHVPL
TEKEVLDYLRDSPNFQGSSGRMDISAAMAEITIFTAARALQGQEVRSKLTAEFADLYHDLDKGFTPINFMLPWAP
LPHNKKRDAAHARMRSIYVDITINQRRLDGDKDSQKSDMIWNLMNCTYKNGQQVPDKETIAHMMITLLMAGQHSSSS
ISAWIMLRLASQPKVLEELYQEQLANLGPAGPDGSLPPLOQYKDLDKLPFHQHVIRETLRIHSSTIHSIMRKVKSPL
PVPGTPYMIPPGRVLLASPGVTALSDEHFPNAGCWDPHRWENQATKEQENDEVVDYGYGAVSKGTSSPYLPFGAG
RHRCIGEKFAYVNLGVILATIVRHLRLENVDGKKGVPETDYSSLESGPMKPSIIGWEKRSKNTSK

G54 - TR34/ - TR46/Y121F/T289A - - M220 - G448
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ANNEXE 5

Résultats des examens réalisés sur les prélevements autopsiques des manchots de

Humboldt et conclusion sur le diagnostic d’aspergillose. Un seul prélevement est analysé

par manchot.

(Ql = quantité insuffisante pour réaliser la qPCR ; CHFILN = champignon filamenteux non identifiable)

Age lors Diagnostic
Date du . Examen gqPCR A. .
o du déces . Culture . d’aspergillose
déces . direct fumigatus
(en jours) retenu
Filaments A. section fumigati + .
25/04/18 20 - , Positive oul
mycéliens Rhizopus sp
Filaments . L .
16/05/18 41 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
o . Echec
06/07/18 7 Négatif Bactéries ) NON
extraction
09/07/18 13 Négatif Bactéries Négative NON
Filaments . o .
04/10/18 98 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
Filaments . L .
03/11/18 206 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
01/12/18 6 Négatif Négative Ql NON
05/12/18 22 Négatif Négative Ql NON
05/12/18 22 Négatif Négative Ql NON
Filaments ] o .
15/12/18 25 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
16/12/18 24 Négatif Négative Négative NON
o . Echec
21/12/18 13 Négatif Bactéries ] NON
extraction
Filaments . L .
03/02/19 224 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
29/03/19 13 Négatif Levures Positive oul
Filaments ] o .
08/04/19 3654 o . section fumigati Positive oul
mycéliens
12/04/19 Négatif Levures Négative NON
16/04/19 Négatif Levures Positive oul
19/04/19 Négatif Négative Ql NON
o o Echec
26/04/19 7 Négatif Négative ) NON
extraction
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Echec

26/04/19 1 Négatif Bactéries ] NON
extraction
o Echec
27/04/19 5 Levures Levures + bactéries ) NON
extraction
29/04/19 Négatif Levures Négative NON
01/05/19 6 Négatif Bactéries Positive oul
Filaments ] ] .
01/05/19 29 o A. section terrei Positive oul
mycéliens
03/05/19 14 Négatif Levures Positive oul
06/05/19 13 Négatif Négative Négative NON
06/05/19 18 Négatif Bactéries Positive oul
07/05/19 18 Négatif Négative Négative NON
08/05/19 20 Négatif Bactéries Positive oul
14/05/19 24 Négatif Bactéries Négative NON
o Levures + bactéries .
20/05/19 25 Négatif Négative NON
+ CHFILN
22/05/19 20 Négatif Levures + bactéries Ql NON
23/05/19 21 Négatif Négative Ql NON
26/05/19 34 Négatif Bactéries Ql NON
30/05/19 19 Négatif A. section fumigati Ql oul
Filaments . L.
10/06/19 45 o A. section fumigati Ql oul
mycéliens
16/07/19 6 Négatif Négative Positive oul
o A. section fumigati + .
22/07/19 7 Négatif Positive oul
levures
A. section fumigati +
o Rasamsonia
26/07/19 247 Négatif . Ql oul
aspergillaceae +
Penicillium sp
08/11/19 12 Négatif Bactéries Négative NON
15/11/19 11 Négatif Levures Ql NON
18/11/19 20 Négatif Négative Négative NON
20/11/19 19 Négatif A. section fumigati Négative NON
20/11/19 4279 Négatif A. section fumigati Positive oul
Filaments Penicillium sp + .
20/11/19 16 . Positive 0]¥]]
mycéliens Mucorale + levures
26/11/19 32 Négatif Levures Négative NON
28/12/19 228 Négatif Bactéries Ql NON
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RESUME DE LA THESE
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