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INTRODUCTION

L'incidence des candidoses invasives a nettement augmenté au cours des derniéres
décennies. Ces infections, qui touchent principalement des patients immunodéprimés ou fragilisés,
sont associées a des taux de mortalité élevés. Deux classes d’antifongiques sont largement utilisées
pour la prévention et/ou le traitement de ces infections: les azolés et les échinocandines.
L'utilisation croissante de ces antifongiques a conduit a 'émergence de souches résistantes, parfois
associées a des échecs cliniques sous traitement.

Différents mécanismes de résistance aux antifongiques azolés et aux échinocandines ont été
décrits chez Candida spp. La plupart sont liés a la présence de mutations au sein de génes codant
pour les enzymes cibles de ces molécules ou pour des facteurs de transcription régulant les cibles ou
les transporteurs impliqués dans I'efflux.

Peu de données sont disponibles sur la fréquence des mutations impliquées dans la
résistance aux antifongiques chez Candida spp. La détection des souches résistantes ou de sensibilité
diminuée aux antifongiques est actuellement effectuée par détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI). Il n’existe a ce jour aucune méthode standardisée ou adaptée a la
recherche de mutations associées a la résistance aux antifongiques chez Candida spp. en laboratoire
de microbiologie clinique. Pourtant, I'’étude du génotype serait un meilleur prédicteur de I'échec
clinique, en particulier lors d’un traitement par échinocandines.

Des avancées majeures ont eu lieu dans le domaine du séquengage au cours de la derniere
décennie avec le développement de plateformes de séquencage nouvelle génération, caractérisées
par un haut débit, une grande sensibilité de détection des mutations et la possibilité d’analyser
simultanément de nombreux échantillons.

L'objectif de cette étude était de montrer que ces nouvelles technologies, et plus
particulierement la technologie 454 (Roche Diagnostics), pouvaient étre utilisées pour détecter des

mutations associées a la résistance aux antifongiques azolés et aux échinocandines chez Candida spp.
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L'étude a été divisée en trois phases: mise au point et validation de la technique de
pyroséquencage haut débit GS Junior® (Roche Diagnostics) pour la détection de mutations associées
a la résistance aux antifongiques chez Candida spp. (phase 1), application a la détection de mutations
au sein d’isolats cliniques résistants aux antifongiques azolés ou aux échinocandines (phase 2) et
application a la détection de mutations au sein d’isolats séquentiels issus de patients colonisés ou
infectés, avec ou sans traitement antifongique (phase 3).

La stratégie expérimentale utilisée et les résultats obtenus seront développés aprés quelques

données bibliographiques sur la résistance aux antifongiques et les techniques de séquencage.
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1. Candida spp. et candidoses invasives

1.1. Candida spp.

Les champignons ou mycétes sont des organismes eucaryotes, uni- ou pluri-cellulaires,
thallophytes, non chlorophylliens. La structure du thalle ou appareil végétatif permet de distinguer
deux types de micromycetes : les champignons filamenteux (thalle pluricellulaire, sous forme de
filament) et les levures (thalle unicellulaire, circulaire ou ovoide). Ces organismes sont immobiles et
hétérotrophes : incapables de photosynthese, ils se développent a partir d’'une source extérieure de
carbone en tant que saprophyte, parasite ou par symbiose. Certains champignons dits dimorphiques
posseédent des morphologies différentes a I’état saprophytique et a I'état parasitaire.

La cellule fongique est caractérisée par la présence d’une paroi, indispensable a la croissance
et a la survie des champignons. La paroi fongique est une structure tridimensionnelle dynamique,
dont la composition varie en fonction de I'espéce, et pour chaque espéece en fonction des conditions
environnementales. Elle est constituée majoritairement de polysaccharides spécifiques du régne
fongique, parmi lesquels glucanes (B-1,3-glucanes, B-1,6-glucanes +/- a-1,3-glucanes), chitine et
mannanes.” La paroi fongique entoure la membrane plasmique, riche en stérols, dont le principal est

I’ergostérol.

Le genre Candida spp. comprend plus de 200 especes de levures. La plupart d’entre elles
n’ont pas la capacité de se développer a 37°C. Seule une minorité (environ 10%) est impliquée en
pathologie humaine.? Candida spp. est le second agent responsable d’infections fongiques au niveau

mondial.” Il est a I'origine d’infections superficielles fréquentes et bénignes (atteintes de la peau, des
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mugqueuses ou des phanéres), mais également d’infections invasives au pronostic plus sévere (voir
plus loin).

D’un point de vue phylogénétique, la plupart des especes de Candida spp. impliquées en
pathologie humaine (a I'exception de Candida glabrata et Candida krusei) appartiennent a un méme
clade, caractérisé par un code génétique altéré : le codon CUG est traduit en sérine, et non en
leucine (Figure 1). Ce clade Candida peut étre divisé en deux sous-clades : I'un contenant des especes
diploides fréquentes comme Candida albicans et Candida parapsilosis, I'autre contenant des espéces
haploides plus rares parmi lesquelles Candida lusitaniae. L'espéce pathogeéne C. glabrata appartient
au clade Saccharomyces : cette levure haploide est donc génétiquement plus proche de

Saccharomyces cerevisiae que des autres espéces du genre Candida spp.>®

Candida clade_{: Candido albicons
Candido dubliniensis

Candida tropicalis

Diploid

Condido porapsilosis

v Lodderomyces elongisporus

[ Candido guilliermondii
Haploid

— Condido lusitaniae

Candido globrate
L Haploid
Saccharomyces cerevisioe

Saccharomyces clade

Figure 1 : Organisation phylogénétique du clade Candida et relation avec le clade Saccharomyces (D’aprés Bennett RJ,
PLoS Pathogen, 2010)

Le polymorphisme allélique est fréquent chez C. albicans : plus de 60 000 single nucleotide
polymorphisms (SNP) ont été détectés lors de la comparaison des séquences des deux alleles de la
souche SC5314, soit environ un SNP toutes les 237 bases.” Par comparaison, environ un SNP toutes
les 1300 bases est décrit pour le génome humain.? Ces mutations ne sont pas réparties de maniére
homogene au sein du génome : onze régions hautement polymorphes ont été identifiées chez C.

albicans, parmi lesquelles la région MTL (Mating-type-like locus) qui comprend les genes nécessaires
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a la reproduction sexuée.” Le polymorphisme allélique est plus rare chez C. parapsilosis, estimé a

moins de un SNP toutes les 1000 bases.’

1.2.Candidoses invasives

1.2.1. Définitions

Le terme « candidoses invasives » regroupe les candidémies (isolement de Candida spp. a
partir d’hémocultures) et les candidoses systémiques ou disséminées ou profondes (isolement ou
observation de Candida spp. a partir d’un site normalement stérile) : endophtalmies, infections sur
cathéter, thrombophlébites, endocardites, arthrites, ostéomyélites, spondylodiscites, méningites,
pyélonéphrites, candidoses hépato-spléniques et candidoses pulmonaires.'® Ces candidoses ont une
origine endogene (a partir d’un tissu colonisé), ou exogéne (cathéter, contacts entre patients ou avec

le personnel soignant).

1.2.2. Epidémiologie

Les infections invasives a Candida spp. sont décrites essentiellement dans les pays
développés, probablement en raison des facteurs de risque liés au progres médical. La disponibilité
des moyens diagnostiques et de surveillance explique également en partie cette répartition inégale.
Ces infections sont considérées comme des healthcare-associated diseases, autrement dit des
pathologies liées aux soins."* Méme si 'environnement et le personnel hospitaliers sont rarement en
cause, la majorité des candidoses invasives est considérée comme d’origine nosocomiale : d’apres

éme

I’étude SCOPE, les levures du genre Candida spp. représenteraient dans leur ensemble le 4°™ agent

responsable de septicémies nosocomiales et seraient impliquées dans environ 10% d’entre elles."
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L'incidence des candidoses invasives a nettement augmenté au cours des trois dernieres
décennies, en lien avec le progrés médical et I'augmentation du nombre de patients a risque:
patients immunodéprimés, patients ayant subi des procédures invasives ou des traumatismes
séveres. Cependant, depuis les années 2000, 'augmentation de I'incidence des candidoses est plus
faible : une stabilisation du nombre de ces infections est méme observée dans certaines régions, a

114 Celle-ci s’expliquerait par le développement et le renforcement des

I'exemple de I'Europe.
mesures d’hygiéne et de prévention, ainsi que par I'arrivée de nouveaux antifongiques : triazolés et
échinocandines.

Lincidence globale des candidoses invasives est estimée a environ 400000 cas par an.? En
France, des données récentes de I'Observatoire des levures ont permis d’évaluer le nombre de
candidémies de 6000 a 7000 cas par an.™

Les candidoses invasives peuvent survenir a tout age, mais sont plus fréquentes chez les
enfants et les sujets agés. L'incidence de ces pathologies serait également supérieure chez les

hommes, probablement en raison de facteurs favorisants plus fréquents, parmi lesquels

hémopathies et traumatismes séveres.™

Une vingtaine d’espéces de Candida spp. peuvent étre responsables de candidoses invasives.
Ces levures ubiquitaires sont des agents commensaux de la peau et des muqueuses digestives,
respiratoires et uro-génitales de I'homme. Certaines peuvent également étre retrouvées dans
I’environnement : par exemple C. glabrata (végétaux, sol, eau) ou C. parapsilosis (eau, végétaux). Il
s’agit de pathogénes opportunistes, capables de passer du commensalisme a la pathogénicité sous

I'influence de facteurs liés a ’hdte et aux levures elles-mémes.™ ™’

L'espéce la plus fréquemment
pathogéne est C. albicans, responsable de 70 a 80% des candidoses superficielles et profondes, et de
plus de 50% des candidémies. Cependant, depuis quelques années, la proportion d’infections

3,14

invasives dues a des espéces non-albicans augmente.” Cette évolution pourrait étre liée au

changement des pratiques médicales (prescriptions d’antifongiques, gestion des cathéters), mais
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également a I'amélioration des techniques d’identification. Les espéces non-albicans les plus
fréquentes sont C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis et C. krusei. Les especes C. guillermondii, C.
lusitaniae, C. kefyr représentent elles 1 a 5% des isolats issus de candidémies."

C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis sont les principales especes responsables de
candidoses invasives, représentant a elles trois 80 a 90% des souches isolées chez les patients non

1819 | es caractéristiques de ces trois especes sont résumées dans le Tableau I.

neutropéniques.
C. albicans se présente sous plusieurs formes : la transition morphologique levure-filament

A NET . 16 ) N . ,
est associée a sa capacité d’invasion.” C. glabrata est I'espéce non-albicans la plus fréquemment

isolée en Europe et en Amérique du Nord dans les candidoses invasives.">'®*

Elle est responsable
d’infections du tractus urinaire, de candidémies et de candidoses systémiques, parfois développées
suite a une prophylaxie par antifongiques azolés : cette espéce présente en effet une sensibilité
diminuée a ces antifongiques. Sa fréquence augmente avec I'dge. C. glabrata a la particularité de
posséder un génome haploide. C. parapsilosis est saprophyte de la peau et représente un complexe
de trois espeéces: C. parapsilosis sensu stricto (espece la plus fréquente), C. orthopsilosis et C.
metapsilosis. La virulence et la sensibilité aux antifongiques de ces trois espéces seraient variables.”®”

** Pour plus de simplicité, dans la suite de ce travail le terme C. parapsilosis sera utilisé pour désigner

C. parapsilosis sensu stricto.

La distribution des espéces varie selon la géographie. L’étude SENTRY a mis en évidence une
proportion nettement plus importante de C. parapsilosis dans les candidémies en Amérique latine
(25,6%) par rapport a I'Europe (13,7%) ou a I'’Amérique du Nord (17,1%), alors que l'inverse était
observé pour C. glabrata (5,2% contre 15,7% et 23,5% respectivement).”” Certains facteurs liés a
I’'hote influencent également la fréquence des espéces (pathologie sous-jacente, dge, présence
éventuelle de cathéter). L'espece C. albicans prédomine en réanimation et en chirurgie, tandis qu’en
onco-hématologie, les especes non-albicans, notamment C. glabrata, C. krusei et C. tropicalis, sont

14,26

plus fréquemment isolées. Les infections invasives a C. glabrata sont plus fréquentes chez les
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adultes et sujets agés, alors que C. parapsilosis est souvent retrouvé chez les nouveaux-nés et

27728 Cette espéce est également fréquemment isolée dans les

enfants de moins de deux ans.
candidémies sur cathéter, en raison de sa capacité accrue a former des biofilms et a se développer

sur ces matériaux.>*

Tableau | : Résumé des caractéristiques des 3 espéces C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis

Taille : 4-6 x 6-10 um
Morphologie Formation de filament et pseudofilament
Production d’un tube germinatif

Diploide - 28 648 630 paires de bases (pb)

Genome 8 chromosomes - 6214 Open Reading Frame (ORF)

C. albicans

Espéce la plus fréquente.
Particularités | Commensal des tractus digestif et uro-génital.
Infections superficielles et invasives.

Taille: 1-4 um

Morphologie Absence de filamentation

Haploide - 12 338 305 pb

Genome 12 chromosomes -5213 ORF

C. glabrata

Espéce non-albicans la plus fréquente (Europe, Etats-Unis)
Particularités | Sujets agés.
Sensibilité dose-dépendante aux antifongiques azolés

Taille : 2,5-4 x 2,5-9 um

Morphologie Formation de pseudofilament

Diploide - 26 060 348 pb

Geénome 8 chromosomes - 5837 ORF

Complexe de 3 espéces :
e C. parapsilosis sensu stricto (espece la plus fréquente)
e C. orthopsilosis
e C. metapsilosis
Virulence et sensibilité différente aux antifongiques selon I'espece.

C. parapsilosis

Particularités

Nourrissons et enfants.

Commensal de la peau saine.

Formation de biofilms. Colonisation cathéter.

Sensibilité diminuée aux échinocandines (polymorphismes naturels FKS1)
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De nombreux paramétres ont été identifiés comme facteurs de risque d’infections invasives a
Candida spp. Certains sont liés au patient : age, diabete, insuffisance rénale, immunodépression,
neutropénie, pathologie sous-jacente (hémopathie, cancer), et colonisation par Candida spp. Les
candidoses invasives se développent en effet le plus souvent suite au passage systémique et a la
dissémination de souches jusqu’alors responsables d’une colonisation.’® Certaines procédures liées
aux soins sont également des facteurs prédisposants : présence de cathéter ou de matériel invasif,
nutrition parentérale, ventilation mécanique, hémodialyse, chirurgie lourde, transplantation
hépatique, hospitalisation en service de réanimation (notamment réanimation médicale et
réanimation néonatale) et durée du séjour. Enfin, certains traitements favorisent aussi le
développement de candidoses invasives: antibiothérapie large spectre, corticothérapie,
chimiothérapie anticancéreuse, immunosuppresseurs et antagonistes des récepteurs a I’histamine de

14,26,29-32

type 2.

Les infections fongiques invasives dues a Candida spp. sont associées a des taux de mortalité
élevés, supérieurs a ceux observés dans les infections bactériennes ou virales : mortalité globale de
42% et mortalité attribuable de 27%." Aucune amélioration significative du pronostic n’a été mise en
évidence ces derniéres années, malgré I'apparition de nouveaux antifongiques et le développement
de recommandations sur la prise en charge des candidoses invasives.' Leur diagnostic difficile et
souvent tardif, lié a des signes peu spécifiques et a un manque de sensibilité des techniques
diagnostiques, explique en partie ce sombre pronostic.’® L'absence ou le retard de traitement

antifongique sont significativement associés a la mortalité.'***

La mortalité globale varie également
selon la population et I'espéce isolée. Elle est supérieure chez les patients de réanimation, de I'ordre
de 46 a 47% (études AmarCand et SCOPE) et les sujets agés.'*'**%** Le taux de mortalité des
candidoses invasives a C. parapsilosis (23 a 36,6%) est plus faible que celui observé avec les autres

espéces, notamment C. albicans et C. glabrata.>**
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2. Antifongiques

2.1. Antifongiques azolés

2.1.1. Molécules

Les antifongiques azolés sont des molécules organiques cycliques qui peuvent étre divisées
en deux classes en fonction du nombre d’atomes d’azote sur le noyau azole : les imidazolés (noyau
imidazole : deux atomes d’azote) et les triazolés (noyau triazole : trois atomes d’azote) (Figure 2).

Deux antifongiques imidazolés ont été utilisés dans le traitement des infections fongiques
systémiques : le miconazole (voie parentérale) et le kétoconazole (voie orale). Cependant, leur
spectre d’activité étroit et leurs propriétés pharmacocinétiques peu adaptées (toxicité importante,
nombreuses interactions médicamenteuses, activité moindre chez les sujets immunodéprimés) ont
limité leur utilisation et conduit au développement de nouveaux composés: les antifongiques
triazolés.*

Le remplacement du noyau imidazole par un noyau triazole a permis d’améliorer la
spécificité de liaison de ces molécules a leur cible, la lanostérol 14a-déméthylase (voir 2.1.2) : elles
possedent donc une activité antifongique plus importante, une moindre toxicité et des interactions
médicamenteuses moins nombreuses que les imidazolés. Quatre antifongiques triazolés sont
actuellement disponibles pour le traitement des infections fongiques systémiques : le fluconazole
(TRIFLUCAN?®, Pfizer), I'itraconazole (SPORANOX®, Janssen-Cilag), le voriconazole (VFEND®, Pfizer) et
le posaconazole (NOXAFIL®, MSD France). Trois autres molécules sont en cours d’évaluation :
I'isavuconazole ( Basilea Pharmaceutica Ltd. et Astellas Pharma Inc., essai clinique de phase lll), le
ravuconazole (Bristol-Myers Squibb, essai de phase Il) et I'albaconazole (GlaxoSmithKline, essai de

phase I1).®
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Le voriconazole et le posaconazole sont des antifongiques triazolés de deuxieme génération :

ils dérivent respectivement du fluconazole et de l'itraconazole. Le remplacement d’'un atome

d’hydrogeéne par un groupement méthyl est a I'origine de I'activité du voriconazole sur Aspergillus

spp. et d’autres champignons filamenteux comme Fusarium spp. et Scedosporium spp. (Figure 2). Ces
triazolés de deuxiéme génération possédent un spectre d’activité élargi et une efficacité supérieure

sur Candida spp. et Aspergillus spp. par rapport au fluconazole et a I'itraconazole : en revanche, leur
337 Le ravuconazole

profil d’effets indésirables et d’interactions médicamenteuses sont similaires.

dérive également du fluconazole : il possede le méme pharmacophore que le voriconazole, mais une

chaine latérale plus longue qui lui confére une demi-vie plasmatique prolongée.*’
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Figure 2 : Structure des antifongiques triazolés (d’aprés Odds FC et al, Trends in Microbiology, 2003)
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2.1.2. Mécanisme d’action

Les antifongiques azolés agissent par liaison et rg10

Ergl3
AcetylCoA e £1/Hme2
inhibition de la lanostérol 14a-déméthylase: Ergll ou | e
v Ergl9
. i Farnesyl Pyrophosphate Idi1
CYP51, enzyme responsable de la conversion du lanostérol § e Erg20
} L Squalene
en ergostérol, composé indispensable de la membrane des \1'5 .
rg

Squalene epoxide

J, Erg7

Lanosterol

Azolés 4| \l, Ergll

4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol

\1, Erg24

, . . -di Erg25
méthylergosta-8,24-dien-3p,6a-diol. 4A-dimethyizymosterol | o
€| Erg27

Ergé

cellules fongiques (Figure 3). Il en résulte une altération
membranaire, ainsi qu’une accumulation de stérols méthylés

toxiques pour la cellule fongique parmi lesquels le 14a-

Fecosterol
Erg2

Episterol
lIs inhiberaient également un autre cytochrome  Erg3

Ergosta-5,7,24(28)-trienol
Erg5
Ergd
Ergostérol

P450 impliqué dans la biosynthése de I’ergostérol: Erg5.
Toutefois, il s’agirait d’'une cible mineure puisque située en

Figure 3 : Voie de biosynthése de I'ergostérol

aval de Ergl1 dans cette voie biosynthétique (Figure 3).%

Ces antifongiques sont fongistatiques sur Candida spp. : ils permettent d’inhiber la croissance

des levures, sans les supprimer.

2.1.3. Meécanismes de résistance aux antifongiques azolés

Différents mécanismes de résistance aux antifongiques azolés peuvent coexister au sein d’un

méme isolat chez Candida spp. (Figure 5).* Les principaux sont: diminution de la concentration

intracellulaire en antifongique, modification ou surproduction de la cible, contournement (by-pass)

métabolique et altérations chromosomiques.
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2.1.3.1. Diminution de la concentration intracellulaire en antifongique

Le mécanisme majeur de résistance aux antifongiques azolés chez Candida spp. est la
diminution de la concentration intracellulaire en antifongique, par surproduction des transporteurs
de la superfamille ABC (ATP-binding cassette) et, dans une moindre proportion, des transporteurs de
la superfamille MFS (Major Facilitator Superfamily).

Le niveau d’expression des génes des transporteurs de la superfamille ABC CDR1 (Candida
Drug Resistance) et CDR2 chez C. albicans, et CgCDR1, CgCDR2 et CgSNQ2 chez C. glabrata, est régulé
par les facteurs de transcription TAC1 (Transcriptional Activator of CDR genes - C. albicans) et
CgPDR1 (C. glabrata).’®* Des mutations gain de fonction (gain of function (GOF)) ont été décrites au
sein des genes TACI et CgPDR1 : elles sont responsables d’une surexpression de (Cg)CDR1, (Cg)CDR2
et dans une moindre mesure de CgSNQ2, qui entraine une résistance croisée aux différents

38,40-42

antifongiques azolés. Dix-neuf mutations GOF ont déja été décrites au sein de TAC1. Chez C.

glabrata, les mutations GOF du géne CgPDR1 sont plus nombreuses, et peuvent étre regroupées au
sein de trois régions prédominantes ou régions hot spot.****

Chez C. albicans, la surexpression du gene codant pour le transporteur MDR1 (MultiDrug
Resistance 1) de la superfamille MFS est associée a une résistance au fluconazole uniquement. Le
niveau d’expression de ce transporteur est régulé par le facteur de transcription MRR1, pour lequel
14 mutations GOF ont été caractérisées.***® Chez C. glabrata, un homologue de MDR1, CgFLR1, est

controlé par le facteur de transcription YAP1l. Cependant, I'implication de ces génes dans la

résistance de C. glabrata aux antifongiques azolés n’a pas été démontrée.*®

2.1.3.2. Modification de la cible

Des mutations du géne ERG11, codant pour I'enzyme cible des azolés, la lanostérol 14a-

déméthylase, sont également a |'origine de résistance aux azolés chez Candida spp. Plus d’une
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centaine de SNP ont été décrits au sein du gene ERG11 chez C. albicans. La plupart de ces mutations
sont localisées au sein de 3 régions hot spot : acides aminés 105-165, 266-287 et 405-488. Toutefois,
I'implication de ces mutations dans la résistance aux azolés n’a été démontrée que pour un faible
nombre d’entre elles. En effet, la contribution individuelle de chaque mutation a la résistance est
difficile a évaluer, car d’'une part plusieurs mutations sont souvent associées au sein d’'un méme
allele, et d’autre part différents mécanismes de résistance sont souvent combinés chez C.

albicans.®*

2.1.3.3. Surproduction de la cible

Le niveau d’expression du géne ERG11 est régulé par le facteur de transcription UPC2 chez C.
albicans. Une dizaine de mutations GOF de UPC2 induisant une surexpression de ERG11 et une

38,44

diminution de la sensibilité de C. albicans au fluconazole ont été décrites a ce jour. Cependant, la

surexpression de ERG11 reste modérée (d’un facteur 3 a 5) et ne semble avoir qu’un effet modeste

dans la résistance aux azolés.*®**

2.1.3.4. Contournement métabolique

Des mutations au sein du géne ERG3, codant pour la stérol A*®-désaturase, autre enzyme de
la voie de biosynthese de I'ergostérol (Figure 3), ont également été associées a une résistance croisée
aux différents azolés chez C. albicans. Ces mutations permettent de protéger la cellule fongique par
accumulation de 14a-méthylfecostérol (dérivé non toxique dont la biosynthese fait intervenir Erg3p),
au lieu du produit toxique 14a-méthylergosta-8,24-dien-3B,6a-diol résultant de I'inhibition de Ergll

par les antifongiques azolés (Figure 4).*
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Conditions « normales »

Azolés

Azolés + mutation Erg3
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Cyps18 ®) o Toxic .* Toxic
Erg3 Sterol Sterol

l/ Erg3 muté

. 14a-méthylfecostérol

Figure 4 : Role de la protéine Erg3p (Adapté de Shapiro RS et al, Microbiol Mol Biol Rev., 2011)

2.1.3.5. Altérations chromosomiques

Des altérations chromosomiques peuvent entrainer une augmentation du nombre de copies

des genes impliqués dans la résistance aux azolés :

Formation d’isochromosome :

La formation d’un isochromosome i5L chez C. albicans (correspondant au bras gauche du
chromosome 5) permet d’augmenter le nombre de copies des 2 génes TAC1 et ERG11, et est
associée a un haut niveau de résistance aux antifongiques azolés.***°

Perte d’hétérozygotie :

Elle est liée a des recombinaisons mitotiques et/ou a des conversions géniques, et permet la
pleine expression des mutations GOF des genes des facteurs de transcription impliquées
dans la résistance aux antifongiques (mutations qui seraient normalement exprimées a I'état
de codominance). lls entrainent donc une surexpression de la cible des azolés ou des
transporteurs impliqués dans leur efflux, et participent ainsi au développement de la

résistance.**
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Formation de mini-chromosome :

Une formation de novo de mini-chromosome par duplication de segments chromosomiques
a été mise en évidence pour des isolats de C. glabrata résistants aux azolés. Dans un cas, le
mini-chromosome incluait le géne CgCDR2, suggérant que cette espece serait capable de

s’adapter a la pression antifongique par plasticité chromosomique.*®*’
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Figure 5 : Mécanismes de résistance aux antifongiques azolés chez Candida spp.

1. Diminution de la concentration intracellulaire en antifongique par surexpression des transporteurs des superfamilles
ABC et MDR, 2. Modification de la cible des azolés Ergllp (par substitution d’acides aminés), 3. Surexpression du gene
ERG11, 4. Modification de Erg3p (C. albicans) : absence de formation du métabolite toxique 14a-methylergosta-8,24-

dien-3B,6a-diol (= 3,6-diol)

(D’apres Sanglard D, Odds FC, Lancet Infectious diseases, 2002)
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2.2.Echinocandines

2.2.1. Molécules

Trois molécules sont commercialisées et indiquées dans le traitement des candidoses
invasives : la caspofungine (CANCIDAS®, MSD), I'anidulafungine (ECALTA®, Pfizer) et la micafungine
(MYCAMINE®, Astellas). Elles sont composées d’une partie centrale cyclique, d’une courte chaine

hydroxylée, et d’'une chaine latérale plus longue qui détermine le spectre d’activité de la molécule

(Figure 6).
HO O
HO NN 't
: -“*@@@“/v
NH
HaC
N 0
lo) HN OH
0\)\\‘
HO NH
a : N-—. Anidulafungin

\_J
HO O o
HO " o i

N
N H N-0

.

(o]
OH
o>_\—2: o ¥

O=§/: N— Micafungin
\

HO, / W “IOH
“ (o]

Figure 6 : Structure des échinocandines (d’aprés Odds FC et al, Trends in Microbiology, 2003)

2.2.2. Mécanisme d’action

Les échinocandines sont les seuls antifongiques ciblant la synthése de la paroi fongique,

structure polysaccharidique indispensable a la croissance et a la survie des champignons.
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Ces lipopeptides cycliques agissent par inhibition non compétitive de la B-1,3-glucane
synthase, entrainant une altération de la paroi fongique par diminution de la synthese d’un de ses
constituants majeurs : les B-1,3-glucanes. La B-1,3-glucane synthase est un complexe enzymatique
membranaire composé d’au moins 2 sous-unités : une sous-unité régulatrice Rho, et une sous-unité
catalytique Fks, dont il existe plusieurs isoformes : Fks1, Fks2, voire Fks3 selon les especes. La sous-
unité régulatrice Rho est une GTPase, qui régule également la protéine kinase C (PKC). La sous-unité
catalytique Fks est responsable de la synthese de chaines linéaires de B-1,3-glucanes a partir d’UDP-
glucose.” Chez C. albicans, I'activité B-1,3-glucane synthase est majoritairement attribuée a Fks1,
tandis que chez C. glabrata par exemple, les 2 isoformes Fks1 et Fks2 sont exprimées.* Linhibition
de la synthése des B-1,3-glucanes par les échinocandines est majoritairement due a l'inhibition des
sous-unités Fks.*® Toutefois, le mécanisme d’interaction précis entre les échinocandines et la B-1,3-

glucane synthase reste inconnu.

Les échinocandines ont une activité dite fongicide et concentration-dépendante sur la
majorité des especes de Candida (dont C. albicans et C. glabrata). En revanche, les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de ces antifongiques vis-a-vis des especes C. parapsilosis et C.

guilliermondii sont élevées.

2.2.3. Meécanismes de résistance aux échinocandines

Le principal mécanisme de résistance de Candida spp. aux échinocandines est l'altération de
I’enzyme cible : la B-1,3-glucane synthase (Figure 7).

Diverses mutations de FKSI associées a la résistance aux échinocandines ont été décrites
chez C. albicans. Elles se répartissent au sein de 2 régions hot spot définies par les séquences d’acides
aminés de la protéine : HS1 (acides aminés 641-649) et HS2 (acides aminés 1345-1365).% Il s’agit de

mutations dominantes, homo- ou hétérozygotes, conférant une résistance a I'ensemble des
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échinocandines.’® La substitution de la sérine en position 645 est la modification la plus fréquente, et
entraine le phénotype de résistance le plus sévere.*® Chez C. glabrata, des mutations conférant une
sensibilité diminuée ou une résistance aux échinocandines ont été identifiées au sein de FKS1 (HS1 :
acides aminés : 659 a 666) et de FKS2 (acide aminé 1375). La moindre sensibilité de C. parapsilosis
aux échinocandines s’explique par des polymorphismes naturels de la région HS1 de FKS1 entrainant
la substitution de la proline 660 par une alanine. Cette substitution est observée pour les trois
especes du complexe C. parapsilosis. Aucune mutation « acquise » de FKS1 ou FKS2 associée a une
résistance aux échinocandines n’a été décrite a ce jour pour cette espece.’®

Dans la plupart des cas, les mutations des régions hot spot de FKS1 et FKS2 entrainent une
augmentation des CMI plus importante pour la caspofungine que pour les deux autres molécules,

anidulafungine et micafungine.>

Contrairement aux antifongiques azolés, les échinocandines sont de mauvais substrats pour
la plupart des transporteurs chez Candida spp. L'efflux est donc un mécanisme de résistance mineur

pour cette classe d’antifongiques.

Des mécanismes d’adaptation aux stress interviennent également dans la tolérance et la
résistance aux échinocandines chez Candida spp. (Figure 7), et leur caractérisation pourrait remettre
en cause |'activité fongicide des échinocandines.> Ils impliquent la calcineurine et son effecteur Crz1,
la protéine chaperonne HSP90, la voie médiée par la protéine kinase C (PKC) ou encore la voie HOG
(High Osmolarity Glycerol). Ces voies sont activées en réponse a différentes situations de stress liées
a des modifications du milieu extracellulaire, et réagissent notamment aux agressions pariétales

>1>* Elles entrainent une synthése accrue de chitine, autre

induites par les échinocandines.
polysaccharide majeur de la paroi fongique, et permettent ainsi de maintenir I'intégrité pariétale et

d’assurer la survie de la cellule. Chez C. albicans, I'accumulation de chitine est responsable d’une

baisse de sensibilité aux échinocandines in vitro et in vivo ainsi que de I'apparition de mutations dans
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50,51,54,55

FKS1 du fait de I'altération des fonctions de réparation de I’ADN. La réponse compensatrice

0313435 | /ytilisation de

pariétale est également impliquée dans |'effet paradoxal ou Eagle effect.
concentrations supérieures a la CMI entraine parfois une croissance paradoxale des levures alors que
des concentrations plus faibles I'inhibent. L'effet paradoxal est aboli par les inhibiteurs de chitine
synthases (nikkomycine Z) ou de la calcineurine.®® Cet effet a été décrit pour C. albicans ou C.
parapsilosis, mais pas pour C. glabrata, et plus fréquemment avec la caspofungine qu’avec les autres
molécules. Il n’y a aujourd’hui pas de preuves permettant d’associer cet effet paradoxal a la survenue

d’infections perthérapeutiques (breakthrough infections) lors d’un traitement par échinocandines et

la relevance clinique de ce phénoméne observé uniquement in vitro n’est pas établie.

Echinocandin’

~~  Chitin
B-1,3-glucans
y | B-1,6-glucans Cell wall integrity signaling
Upregulation of cell wall
Mannans components (e.g. chitin)

Figure 7 : Mécanismes de résistance aux échinocandines (C. albicans) (Adapté de Cowen LE et al, Eukaryotic Cell, 2008)

A. Des mutations du géne FKS1 codant pour la B-1,3-glucane synthase peuvent entrainer une résistance aux
échinocandines (minimisation de I'effet de I'antifongique sur la cellule). B. La sous-unité régulatrice Rho joue un réle
dans la tolérance aux échinocandines parla médiation des réponses au stress (activation du « cell wall integrity
pathway », augmentation de la syntheése de chitine, ...)

2.3. Autres antifongiques

D’autres antifongiques sont utilisés dans le traitement des candidoses invasives : les polyenes

(dont 'amphotéricine B et ses dérivés) et les pyrimidines (5-fluorocytosine).
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Trés peu de mécanismes de résistance aux polyenes ont été décrits a ce jour et leur impact

clinique est limité.**®

En revanche, la résistance aux pyrimidines est fréquente, ce qui conduit a
utiliser ces molécules dans le traitement des candidoses invasives uniquement en association avec un
azolé, une échinocandine ou un polyene. De plus, leur utilisation est réservée a des situations
cliniques trés particulieres en raison d’'une mauvaise tolérance, notamment sur le plan
hématologique.®®*’

Pour ces raisons, ces deux classes thérapeutiques ne seront pas développées dans cette

partie, et la recherche de mutations associées a la résistance aux polyénes et aux pyrimidines ne sera

pas abordée dans ce travail.

2.4.Epidémiologie de la résistance aux antifongiques

La résistance au fluconazole est fréquente chez C. glabrata (de I'ordre de 10%), et d’autant

plus préoccupante qu’elle est de plus en plus souvent associée a une résistance au voriconazole

58-60

et/ou aux échinocandines. Huit a 10% des isolats de C. glabrata responsables de candidoses

invasives sont résistants aux échinocandines.’®® L

'émergence de ces résistances et multi-résistances
s’explique par l'utilisation croissante et intensive des nouveaux triazolés et des échinocandines au
cours de la derniére décennie. Différentes études ont montré qu’un traitement antérieur par
échinocandines était prédictif de la présence de mutations des génes FKS, voire d’une résistance a
ces molécules.®”®* Quatre a 10% des isolats de C. parapsilosis responsables d’infections invasives sont

65,66

résistants au fluconazole. C. parapsilosis est également fréquemment a I'origine de breakthrough

infections lors d’un traitement par échinocandines liées a la sélection de cette espece

6768 |es prévalences de souches de C. albicans responsables

intrinsequement moins sensible.
d’infections invasives résistantes aux antifongiques azolés ou aux échinocandines restent

respectivement faible (<5%) et trés faible (<1 %).5%%%°
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A noter cependant que ces données sur la prévalence des résistances aux antifongiques ont
été établies a partir des anciens seuils établis par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

et I'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (voir 2.5).

2.5. Détection des souches résistantes ou de sensibilité diminuée aux antifongiques

La détection des souches résistantes ou de sensibilité diminuée aux antifongiques est
effectuée en routine a l'aide de tests phénotypiques (détermination des CMI). Des seuils ou
Epidemiological cutoff values (ECV) établis par le CLSI et I'EUCAST permettent la discrimination entre
les souches dites « sauvages » et les souches « non-sauvages » (ayant acquis des mutations ou des
mécanismes de résistance aux antifongiques). Ces seuils sont spécifiques d’un couple

levure/antifongique donné.”

Au moins 95% des souches « sauvages » ont une CMI inférieure a la
valeur seuil de I'ECV. Ces seuils permettent de suspecter la présence de mutations associées a la
résistance aux antifongiques, sans toutefois les confirmer et les caractériser.”* Des Clinical
Breakpoints (CBP) ont également été définis pour les especes les plus fréquentes et les antifongiques
les plus utilisés (Annexe 1). lls ont pour but d’identifier les isolats susceptibles de répondre au
traitement par un antifongique donné aux posologies habituelles ou, a l'inverse, de prédire un
éventuel échec clinique.”” Ils permettent de discriminer les isolats sensibles, intermédiaires et
résistants.”” Les ECV et les CBP ont été récemment largement révisés dans le but d’augmenter la

sensibilité de détection des souches résistantes.”>”*’®

2.6.Relevance clinique de la résistance aux antifongiques et de la détection des mutations

La principale conséquence de la résistance aux antifongiques est I'échec clinique. Toutefois,
résistance microbiologique ne signifie pas résistance clinique. En effet, les tests et seuils utilisés pour

la détermination des CMI répondent a la regle des 90/60 : les infections avec un isolat « sensible »
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répondent au traitement dans 90% des cas, tandis que les infections avec un isolat « résistant » sont

traitées avec succés par cette molécule dans minimum 60% des cas.®”””’®

Chez des patients
préalablement exposés aux échinocandines, les CMI a la caspofungine seraient corrélées a I'évolution
sous traitement : toutefois, la sensibilité et la spécificité de prédiction d’un échec clinique en cas de
CMI élevées dépendent des seuils et de la technique utilisés pour la détermination des CMI.”” La
capacité des CMI a discriminer des souches de C. glabrata « sauvages » et des souches mutées pour
le géne FKS et a prédire un échec du traitement varie également selon les études. Alexander et coll.
ont rapporté que les nouveaux CBP établis par le CLSI (Annexe 1) étaient adaptés a I'identification de
souches possédant des mutations de FKSI et FKS2 avec un impact clinique.®® Shields et coll. ont
montré de leur c6té que ces seuils étaient certes sensibles (90%), mais non spécifiques (3%) : des CMI
supérieures aux CBP n’étaient pas significativement associés a un échec clinique.”’ Les CBP proposés

par Arendrup et coll. permettent de réduire le défaut de spécificité des CBP du CLSI pour les

échinocandines et C. glabrata.”

La détermination des seules valeurs de CMI pourrait donc s’avérer insuffisante pour prédire
I’évolution clinique lors d’un traitement par échinocandines dans les infections a C. glabrata. |l a été
récemment montré que la mise en évidence de mutations des génes FKS chez C. glabrata permettait
de prédire un échec clinique lors d’un traitement par échinocandines, avec une sensibilité de 60% et
une spécificité de 97%.°*® L’étude du génotype serait alors un meilleur prédicteur de I’échec
clinique, a la fois plus sensible et plus spécifique.®* Cependant, il n’existe & ce jour aucune méthode
standardisée ou adaptée a la recherche de résistance génotypique chez Candida spp. en laboratoire

de microbiologie clinique.
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3. Technologies de séquencgage

3.1.Séquencage de 1° génération

Deux techniques de séquencage ont été développées a la fin des années 1970 : la méthode
de Maxam et Gilbert, par dégradation chimique sélective, et la méthode Sanger, par synthése
enzymatique. Alors que l'utilisation de la premiére est restée confidentielle, la deuxieme a été

largement développée et constitue aujourd’hui la technique de référence.

3.1.1. Meéthode de Maxam et Gilbert

Cette technique permet le séquencage d’ADN par dégradation chimique sélective des
différents nucléotides.?’ Son principe peut étre résumé en 4 étapes (Figure 8) :
e Marquage de I'extrémité 5’ des fragments d’ADN a séquencer (ADN double-brin)
* Dénaturation
e Dégradation sélective des nucléotides : traitement des fragments d’ADN simple brin par 4
réactifs différents permettant de modifier 1 ou 2 nucléotides.
0 G :diméthylsulfate + chaleur
0 AetG:diméthylsulfate + acide
0 C:hydrazine + chlorure de sodium, pipéridine
0 CetT:hydrazine
Les quatre traitements sont effectués en parallele sur une fraction des fragments d’ADN
marqués. lls sont réalisés dans des conditions « modérées » afin qu’au maximum 1
nucléotide soit modifié apres chaque traitement. Les brins d’ADN sont ensuite clivés au

niveau du nucléotide modifié.
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e Analyse: les produits issus des différentes réactions sont séparés selon leur taille par
électrophorese. La séquence du fragment d’ADN est lue directement a partir du gel.

Cette technique n’utilise pas de polymérase, les erreurs de séquencgage sont donc limitées.

Cependant, le recours a des produits toxiques, la petite taille des séquences (<250 pb) et les

difficultés d’automatisation ont freiné son développement.
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Figure 8 : Principe du séquencage par la méthode de Maxam et Gilbert
(http://www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/genetics980211.html)

3.1.2. Séquencage Sanger

La méthode Sanger est une technique de séquengage d’ADN par synthese enzymatique,
basée sur I'utilisation de didéoxynucléotides ddNTP (analogues des nucléotides dATP, dCTP, dGTP et
dTTP possédant un atome d’hydrogeéne H a la place du groupement hydroxyle OH sur le carbone 3 du
ribose) ou terminateurs de chaine.®

Le principe historique de cette technique est résumé dans la Figure 9. Quatre incubations des
fragments d’ADN simple brin a séquencer sont réalisées en paralléle, en présence :

e d’une amorce oligonucléotidique marquée,
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e d’une ADN polymérase,
e des quatre nucléotides dATP, dCTP, dGTP et dTTP en exces,
e d’une faible concentration d’'un des quatre didéoxynucléotides ddATP, ddCTP, ddGTP ou

ddTTP

La synthése du brin complémentaire est initiée au niveau de I'amorce. Les ddNTP sont
intégrés de maniere aléatoire aux fragments d’ADN en cours de synthese. L’intégration d’'un ddNTP
entraine l'arrét de I'élongation : en effet, 'absence du groupement OH sur le carbone 3 du ribose
empéche la fixation d’un nouveau nucléotide. A I'issue du séquencgage, chacune des incubations
contient un mélange de fragments d’ADN de taille variable, terminés par un ddNTP, correspondant a
I’ensemble des positions de la base N donnée. Les quatre mélanges sont ensuite analysés par

électrophorese, et la séquence déterminée directement a partir du gel.

GCATA

GCATA AGT G

5 [ ICEAG: 3' | ADN
3 |[CGTATACAGTCAGGTC 5' | bicatdnaire

AMOFrCE Margues l
5 IGEAT =
3 CGTATACAGTCAGGTC 5

+ Bxcés de dATP

. ADMN
monoceténaire

dTT#
dCTP
dr_:,:-_;
+ QdATP + ddTTP r ddCTP l+ ddGTP
+ DM polymarase + ADN polymérasa ¢+ ADN polymérase + ADN polymérase
IGEAT ~ GEAT =7 BEET ATGTC SEERE ATG
IBERT ~TCGTCA BEER A TGT BEEE ~cTcTCAGTC  [GEER A TGTCAG

GERE ~sTeTCAGTCCA BEEE ATGTCACGT EERTE ATCTCAGTCC [GEREE ATGTCAGTCCAG

— 1 I |

Figure 9 : Principe historique de la technique Sanger

Cette technique a subi de nombreuses adaptations, permettant son utilisation en pratique courante.
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Une des premiéres évolutions de la technique est le marquage des didéoxynucléotides plutét
que de I'amorce. Chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome spécifique : une seule incubation
en présence des quatre ddNTP est désormais réalisée. Il s’agit de séquencage par arrét de synthése a
I'aide de terminateurs marqués, ou dye terminator sequencing.®

La seconde évolution majeure de la technique Sanger est la semi-automatisation par
utilisation de I'électrophorese capillaire. La séparation des fragments d’ADN est aujourd’hui réalisée
au sein d’un gel situé a l'intérieur d’un capillaire (de plusieurs dizaines de centimétres de longueur, et
quelques microns de diametre), et non plus a I'aide d’un gel bidimensionnel classique. Ceci permet
I'analyse de séquences plus longues (jusqu’a 1000 pb), avec une grande sensibilité et un gain de
temps important : plusieurs échantillons peuvent en effet étre analysés en parallele par ces

séquenceurs capillaires (Figure 10).%

Cycle sequencing

3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template) Electrophorsesis

§-... CTGAT ...CTGATC% (primer) (1 read/capillary)
.CTGATCT ~ g
.CTGATCTA~ —
.CTGATCTAT < g =
.CTGATCTATG < [ A |
..CTGATCTATGC ~ =°¢ | [
Polymerase ...CTGATCTATGCT A
dNTPs ...CTGATCTATGCTC /Cj. ==
Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG

Figure 10 : Evolution de la technique Sanger : marquage des ddNTP et électrophoreése capillaire
(D’aprés Shendure J et al, Nat. Biotechnol., 2008)

3.1.3. Pyroséquen¢age

A la fin des années 1980 a été développée une nouvelle technique de séquengage par
synthése : le pyroséquencage.®* Cette technique est basée sur la libération d’un groupement
pyrophosphate PPi lors de l'incorporation d’un nucléotide a un fragment d’ADN en cours de

synthése.
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Les fragments d’ADN (simple brin) a séquencer sont incubés en présence :

e d’une amorce de séquencage,

* de 3 ou4enzymes: ADN polymérase, ATP sulfurylase, luciférase +/- apyrase

e et de différents substrats : APS (adénosine phosphosulfate) et luciférine.

L'amorce de séquencage est fixée sur les fragments d’ADN a séquencer par hybridation. La synthese
du brin complémentaire est initiée au niveau de I'amorce, par 'ADN polymérase, a I'aide des
différents nucléotides apportés un a un. Lorsque le nucléotide apporté correspond au nucléotide
attendu, il est incorporé au fragment d’ADN en cours de synthese par la polymérase et un
groupement pyrophosphate PPi est libéré. Ce groupement est utilisé par une ATP sulfurylase pour
synthétiser de I'ATP. L'ATP produit est ensuite hydrolysé par une luciférase en présence de
luciférine pour générer de I'oxyluciférine et un signal lumineux, qui est capté en temps réel par une
caméra. L’intensité du signal émis est proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés. Les

nucléotides en surplus sont éliminés par une apyrase ou par une étape de lavage. La séquence des

fragments d’ADN est déterminée a partir des pyrogrammes obtenus (Figure 11).
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Figure 11 : Principe du pyroséquencage
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Cette technique permet un séquencage d’ADN rapide et a moindre co(t par rapport a la
technique Sanger. Cependant, son utilisation a été limitée par la longueur des séquences obtenues :
<100 pb. Elle a été depuis optimisée et est actuellement au cceur de la technologie 454 (voir plus

loin).

3.2.Séquencage nouvelle génération (Next Generation Sequencing)

3.2.1. Généralités

Au cours de la derniere décennie, des avancées majeures ont eu lieu dans le domaine du
séquencage avec le développement et la commercialisation de nouvelles technologies de
séquencage, regroupées sous le terme de séquencage nouvelle génération ou Next-Generation
Sequencing (NGS) dont voici quelques exemples :53%

e Technologie 454 : pyroséquencage (Roche Diagnostics)
e Technologie Solexa : séquencage par terminaison réversible (lllumina)

» Technologies SOLID™ (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) et lon Torrent

(Life Technologies)

Une des évolutions majeures apportée par ces technologies par rapport a la technique
Sanger est la miniaturisation des réactions de séquencage. Toutes permettent la réalisation et la
détection de plusieurs centaines de milliers de réactions individuelles de séquencage en paralléle,®
avec trois conséquences principales : un débit important (high-throughput sequencing), la possibilité
d’analyser simultanément de nombreux échantillons, et la possibilité de détecter des mutations ou
variants ultra-minoritaires grace a I'obtention d’un trés grand nombre de séquences par échantillon

(ultra-deep sequencing).

43



Les plateformes NGS commercialisées a ce jour utilisent des technologies de séquencage
dites de 2°™ génération (Tableau ll1). Le séquencage se déroule en quatre étapes : préparation de la
bibliotheque d’amplicons, amplification clonale des fragments d’ADN a séquencer, séquencage

proprement dit et analyse des données.

Deux techniques d’amplification sont a distinguer selon les plateformes :
e PCR en émulsion (Figure 12) :

Des fragments d’ADN, auxquels ont été ajoutés des adaptateurs a chaque extrémité lors de la
préparation de la bibliothéque d’amplicons, sont mis en présence de billes de capture. La réalisation
d’une émulsion permet la formation de micro-compartiments réactionnels, au sein desquels les
fragments d’ADN sont captés par les billes et amplifiés. A I'issue de la PCR, chaque bille possede a sa
surface des produits de PCR issus de I'amplification clonale d’une seule molécule d’ADN de la
bibliotheque d’amplicons. A noter que pour que I'amplification ait lieu, un fragment d’ADN et une
bille doivent se retrouver au sein d’'un micro-compartiment : certains compartiments formés lors de

I’émulsion ne sont donc pas productifs.

g =@ H 3L B
#TETE T 3¢

Figure 12 : Principe de la PCR en émulsion (D’aprés Shendure J et al, Nat. Biotechnol., 2008)

&
£

e bridge-PCR ou cluster-PCR (Figure 13) :
Comme pour la PCR en émulsion, des adaptateurs sont ajoutés a I'extrémité de chaque fragment
d’ADN lors de la préparation des échantillons. Aprés dénaturation, les fragments d’ADN sont déposés

sur un support solide, auquel ils se fixent par I'intermédiaire des adaptateurs en formant des ponts.
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L'amplification a lieu entre deux amorces sens et anti-sens fixées sur la surface. A I'issue de la PCR,
les molécules d’ADN issues d’'un méme fragment (environ 1000 copies) sont localisées en petits

groupes ou clusters autour d’'un méme point d’origine.
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Figure 13 : Principe de la bridge PCR ou cluster PCR (D’aprés Shendure J et al, Nat. Biotechnol., 2008)

Les méthodes de séquencage différent également selon les plateformes NGS (Tableau lll) :
e Technologie 454 : pyroséquencage

La technologie 454 utilise une version « miniaturisée » de la technique de pyroséquencage
développée dans les années 1980 (voir 3.1.3). Le séquencage a lieu au sein des puits picotitrés d’une
plague en fibre de verre. Les fragments d’ADN a séquencer sont amplifiés par PCR en émulsion a la
surface de billes de capture (diametre : 28 uM), qui sont déposées dans les différents puits de la
plague (chaque puits ne peut recevoir qu’une bille ADN). Sont également ajoutés a ces puits la
polymérase et son cofacteur, ainsi que des billes-enzymes contenant la sulfurylase et la luciférase, et
les différents substrats. Les nucléotides sont ensuite apportés alternativement, par cycles, a
I’ensemble des puits. Une capture de la plaque est réalisée a I'aide d’'une caméra apres chaque ajout

de nucléotide (Figure 14).
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Figure 14 : Pyroséquencage - Technologie 454 (Roche Diagnostics)

¢ Technologie lllumina : séquencage par terminaison réversible

La technologie lllumina utilise une méthode de séquencage par synthese, a I'aide de terminateurs
réversibles marqués. Il s’agit des déoxynucléotides dATP, dGTP, dCTP et dTTP, modifiés par I'ajout
d’un marqueur fluorescent (FL1 a FL4) et d’un groupement terminateur réversible en position 3.

Le séquencage est réalisé sur la méme puce que celle utilisée pour I'amplification par cluster PCR. A
chaque cycle, les 4 déoxynucléotides modifiés sont apportés simultanément, et incorporés ou non
aux fragments d’ADN en cours de synthese. En raison de la présence du groupement terminateur, un
seul nucléotide peut étre incorporé pour chaque fragment d’ADN. Une capture de la plaque est
réalisée par imagerie selon quatre canaux (FL1 a FL4), et permet de déterminer, en fonction de la
fluorescence émise, quel nucléotide a été incorporé a cette position pour chacun des différents

clusters. Les fluorochromes et le groupement terminateur sont ensuite clivés, et un nouveau cycle de

séquencage est réalisé.

¢ Technologie SOLID : séquencage par ligation
Les fragments d’ADN a séquencer sont préalablement amplifiés au cours d’'une PCR en émulsion a la

surface de billes de trés faible diameétre (1 uM), qui sont ensuite fixées a la surface d’une plaque de
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verre (similaire a une lame de microscope). Le séquencage est réalisé a I'aide d’une ligase, et non
d’une polymérase. Une amorce universelle est hybridée sur chaque fragment d’ADN. Une population
d’octameres marqués par fluorescence est apportée au milieu réactionnel a chaque cycle de
séquencage. Ces octameéres sont constituésde deux nucléotides précédés de trois bases
dégénérées pouvant s’apparier avec n’importe quelle base de I’ADN, et de trois bases universelles :
5’-zzznnnXX-3’ (le marqueur fluorescent est spécifique des 2 premiers nucléotides). Les différents
octameéres sont intégrés aux fragments d’ADN en cours de synthese par ligation, a partir de 'amorce
universelle (Figure 15), puis des captures de la plague sont réalisées par imagerie selon quatre
canaux. La portion marquée de I'octamére « zzz » est ensuite clivée, ce qui permet la libération de
I’'extrémité 5’ pour un nouveau cycle de ligation. Plusieurs cycles de séquencage consécutifs sont
réalisés avec la méme population d’octameres, ce qui permet un séquencgage toutes les 5 bases. Puis
le systeme est réinitialisé, et le processus est répété avec un set différent d’octaméres ou une

ere

nouvelle amorce. Chaque base est donc séquencée deux fois (une fois en tant que 1 base, une fois

nde

en tant que 2™ base), ce qui permet un séquengage de trés haute fiabilité.

Ligese —+ Fo + e +

3 T o
Gt 5 LLLLL UL LU L
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Boad o5’ SOVLLLLEEL T,
Adzpter Sequence Templete Sequence
Prmor Cleavage -
HV—ITH-[THT_' e
B 5 ot |LLLLLLLLLLLLELELLLEL L]
Adzpter Sequence Templzte Sequence

Figure 15 : Principe du séquengage par ligation
(https://www.lifetechnologies.com)
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e Technologie lon Torrent
La technologie lon Torrent (Life Technologies) utilise une méthode de séquencage par synthese,
similaire au pyroséquencage, basée sur la libération naturelle d’un ion H+ lors de I'incorporation d’un
nucléotide a un fragment d’ADN en cours de synthése. La séquence est déterminée par mesure des
variations de pH suite a l'incorporation des différents nucléotides, au sein d’'une puce semi-
conductrice. Ce systeme de détection « simple » ne nécessitant ni systeme optique ni marqueur
fluorescent, font de la technologie lon Torrent une méthode de séquencage rapide et peu colteuse

par rapport aux autres plateformes NGS.

3.2.2. Séquenceurs de paillasse

Des séquenceurs de paillasse (benchtop sequencers) ont été développés pour permettre
I'accés aux technologies de NGS a la plupart des laboratoires, y compris aux laboratoires de
microbiologie médicale, et non plus aux seuls laboratoires spécialisés. Ils sont caractérisés par un
co(t moindre, une petite taille et des performances restreintes mais suffisantes pour la plupart des
applications du NGS en laboratoire de recherche standard. Quatre séquenceurs de paillasse sont
actuellement commercialisés : GS Junior® (Roche Diagnostics), MiSeq (lllumina), lon Torrent PGM™
(Life technologies) et lon Torrent Proton™ (Life technologies). Leurs principales caractéristiques sont
détaillées dans le tableau Il. Des différences importantes existent entre ces plateformes, notamment
au niveau de la capacité de séquencage et de la durée d’un run. Cependant, la comparaison entre ces
différents systémes est difficile : leur évolution est permanente, et leurs performances dépendent
notamment de I'application souhaitée. Deux équipes ont comparé les performances de trois de ces
plateformes pour le séquencage du génome d’Escherichia coli & 1 an d’intervalle : 2011 et 2012.3%%
Malgré I’évolution importante des techniques entre ces deux études, leurs conclusions sont assez

proches. Le GS Junior® (Roche Diagnostics) est le séquenceur de « paillasse » permettant I'obtention

des séquences les plus longues (jusqu’a 700 pb). Cependant, il présente le plus faible débit, et ne
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permet pas un séquencage précis des homopolymeres au-dela de trois a quatre nucléotides
identiques. La plateforme développée par Life Technologies, lon Torrent PGM™, est caractérisée par
un débit de séquencage important, toutefois variable selon la puce utilisée. La longueur des
séquences obtenues est limitée (jusqu’a 200 a 400 pb), et le séquencage des homopolymeres serait
également problématique. Il s’agit cependant du systéme le moins cher du marché. Enfin, la
plateforme MiSeq (lllumina) possede le plus faible taux d’erreurs de séquencage. Elle nécessite
également le minimum d’étapes manuelles : I'amplification est réalisée directement sur I'automate,
contrairement aux autres systemes.

Plus récemment a été mise sur le marché une nouvelle plateforme de séquencage « de
paillasse », lon Torrent Proton™ (Life technologies), dont la capacité et le débit de séquencage
dépassent largement ceux du lon Torrent PGM™ et permettent de nouvelles applications : étude du

transcriptome, de I'exome et bientét du génome humain entier avec I’arrivée de nouvelles puces.

Tableau Il : Caractéristiques des différents séquenceurs de paillasse commercialisés a ce jour (début aoit 2013)

lon Torrent (Life Technologies)
GS Junior® MiSeq p— — — p—
(Roche) (Mumina) PGM PGM PGM Proton
lon 314 lon 316 lon 318 Pl
Capacité de
séquencgage 35-50 4500-5100 30-100 300-1000 600-2000 - 10000
(Mb)
Nombrede |, 1010° | 12-15.10° | 4-55.10° 2-3.10° | 4-5,5.10° 82.10°
séquences/run
Durée de 10h 24h 2-4h 3-5h 4,5-7,5h 2-4h
séquencage
Longueur
moyennedes | ., o0, 2x 150 35-400 35-400 35-400 > 200
séquences
(pb)
Ex?ctltude de 99% 99,9% 99% 99% 99% ?
séquengage
Colt/run 1100 $ 750 S 3508 550 S 750 S 1000S
Colit
automate 110 kS 130 kS 50-80 kS 150-250 kS
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3.2.3. Séquengage de 3°™ et 4°™ génération : next « Next Generation Sequencing »

eme

Les technologies de 3™ génération permettent le séquencage a partir d’'une seule molécule
d’ADN, sans étape d’amplification préalable. Deux types de technologies ont été développés :

e Séquencage en temps réel par synthese d’un brin d’ADN complémentaire (ADN polymérase)

e Séquencage par passage d’'une molécule d’ADN au travers de nanopores

3.2.3.1. Technologie SMRT (Single Molecule Real-Time Analysis)

Cette technologie permet le séquencage en temps réel de

fragments d’ADN par synthese, a I'aide d’une ADN polymérase

fixée au fond d’un puits, et de dNTPs marqués par un

fluorochrome (Figure 16). La fluorescence émise lors de f§?

&

Y s . , . . , \ e
Iintégration d’un nucléotide au sein du fragment d’ADN en cours %) PR
4 Gl
\ . 7 7 | ass
de synthése est enregistrée en temps réel par un capteur. | | :
Excitation Eon

Cette technologie est utilisée par la plateforme PacBio RS

Figure 16 : Technologie SMRT (Single
(Pacific Biosciences), qui permet I'étude de séquences longues Molecule Real-Time Analysis)

(http://www.pacificbiosciences.com/prod

(jusqu’a 3000 pb), avec des faibles temps d’analyse. En revanche, ucts/smrt-technology/)

le taux d’erreurs de séquencage est assez élevé (précision de

I'ordre de 85%).

3.2.3.2. Technologie FRET (Fluorescence Resonance EmissionTransfer)

Cette technologie de séquencage est basée sur le transfert d’énergie distance-dépendant
entre deux molécules : un donneur et un accepteur. Le séquencage s’effectue par synthése a l'aide

d’une ADN polymérase (donneur) et de nucléotides marqués a I'aide d’un fluorophore (accepteurs).
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La molécule d’ADN a séquencer est déposée sur une surface en présence d’'une ADN polymérase
mobile : les nucléotides marqués sont ensuite ajoutés au milieu. Lorsque la polymérase incorpore un
nucléotide sur un fragment d’ADN en cours de synthese, il y a transfert d’énergie entre le
groupement donneur et le groupement accepteur par proximité. Une fluorescence est émise, et
détectée.

Une plateforme de séquencgage utilisant cette technologie est actuellement en cours de
développement : Starlight (Life Technologies). Elle devrait permettre I'analyse de longues séquences

par « remplacement » de ’ADN polymérase au cours d’un run.

3.2.3.3. Séquencage par passage d’une molécule d’ADN au travers de nanopores

Plusieurs plateformes permettant le séquencage d’'une molécule d’ADN par passage a travers
un nanopore d’une membrane biologique ou synthétique sont actuellement en développement. Les
différents nucléotides A, C, G et T sont successivement détectés lors de leur passage a travers du
pore par des systémes optiques (marquage des nucléotides) ou électriques (modification du courant
en fonction du degré d’occupation du pore et du temps de transit, spécifiques a chaque nucléotide).
Les nanopores utilisés peuvent étre solides (graphéne) ou biologiques (a-hémolysine,
Mycobacterium smegmatis porin A). Les premieres plateformes de séquencage utilisant des
nanpores biologiques devraient étre commercialisées d’ici peu (Oxford Nanopore Technologies et
Genia Technologies Inc) : elles permettront I'analyse de longues séquences (>2 Kb) en un temps

limité (1-20 millisecondes/nucléotide).®®

3.2.3.4. Séquencage de 4°™ génération : séquencage in situ ?

Une équipe a récemment mis au point une technique permettant le séquengage de courts

fragments d’ARN au sein de tissus, afin d’étudier le profil d’expression génique in situ.® La 4°™
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génération de séquenceurs permettra peut-étre elle-aussi le séquencage de molécules d’ADN ou

d’ARN directement a partir d’une cellule ou d’un tissu.®®

Les caractéristiques des différentes technologies de séquencage sont résumées dans le Tableau Ill.

52



Tableau Il : Principales caractéristiques des différentes techniques de séquencgage

. e Méthode . . S . L
Technologie Génération ) e .. Méthode de séquengage Détection Particularités
d’amplification
Synthese Radioactivité o Technique de référence
Sanger 1 PCR . y. . I M 8 . IqL,j . o
(terminaison dideoxy) Fluorescence Faible débit — Colt élevé
Maxam-Gilbert 1 / Dégradation Radioactivité Utilisation confidentielle
Séquences « longues » : 400-1000 pb
Durée de séquencage : 10-24h
454 — Roche 2 PCR en émulsion Sy|:1these Chimiluminescence Hoinopoly'meres : t,aux d erreur éleve
(pyroséquencgage) Colt relativement élevé par rapport aux autres
technologies de 2°™ génération
Principal type d’erreur : insertions et délétions
Polonator 2 PCR en émulsion Ligation (nonameres) Fluorescence Séquences « courtes ». Non commercialisé
Séquences « courtes » : 100 a 150 pb
. . Synthé Durée de sé :1-10j
Solexa - Illumina 2 bridge-PCR . Yn efe . Fluorescence u'ree eAseque'ngage ) )
(terminaison réversible) Faible colt — Faible taux d’erreur
Principal type d’erreur : substitutions
. . . Sé : tir d’ I lécule d’ADN : t
HeliScope - Helicos 2 / Synthése Fluorescence tlequengége o parti dune seuie m.o gc’u ¢ aux
d’erreur important. Non commercialisé
SOLID Séquences « courtes » : 35 a 50 pb
. . 2 PCR en émulsion Ligation (octameres) Fluorescence Codage a 2 bases : taux d’erreur limité
Life Technologies L. , .
Principal type d’erreur : substitutions
. ~ er \
<
' lon Torrent' 5 PCR en émulsion Synthése M(?sure' du pl-l FI?:'\b|('E colt (1 'systeme ' 100'000 S) o
Life Technologies (détection H') Principal type d’erreur : insertions et délétions
Séquengage en temps réel a partir d’une seule
SMRT R . , , :
e e 2/3 / Synthese Fluorescence molécule d’ADN : taux d’erreur important
Pacific Biosciences .
Séquences longues : 3000 pb
. Séquencage a partir d’'une seule molécule d’ADN
Starlight . I , .
. . 3 / Synthese Fluorescence Possibilité de renouveler ’ADN polymérase pour des
Life Technologies X ,
séquences longues. En développement.
Nanopores 3 / Variable Nanop.ores.solides ou | Séquences Io’ngues
biologiques Nombreux développements en cours
Séquencage in situ 4 / Synthése Fluorescence En développement
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3.2.4. Applications du NGS

Les technologies de NGS ont permis une diminution drastique du colt de séquencage par

85 De ce fait, le séquencage

base, et un gain de temps important par rapport a la technique Sanger.
est devenu une option colt-efficace pour de nombreuses études, avec de multiples applications :
e Séquencage de novo
e Reséquencage (génome entier ou régions ciblées) : recherche de variants par mise en
évidence de mutations, polymorphismes et ré-arrangements
e Etude du transcriptome : « RNA-sequencing »

e Epigénétique : analyse de la méthylation de I’ADN a large échelle et « ChlP (chromatin-

immunoprecipitation) sequencing » : étude des interactions ADN-protéines

En microbiologie, les technologies de séquencage nouvelle génération ont notamment été

appliguées au séquencage de génomes entiers (par exemple, Mycoplasma pneumoniae ou

Pneumocytis jirovecii),’>* a la recherche et I'identification de mutations associées a la résistance aux

92-94

antirétroviraux, a I'étude de la cinétique d’apparition de ces mutations sous traitement,’” a

I’étude de populations et de variants minoritaires (exemples des virus HCV® et de la grippe™) et a

I'étude des microbiomes intestinaux ou pulmonaires.” '

Le potentiel de ['utilisation de ces
technologies de séquencage nouvelle génération en microbiologie clinique est énorme, en particulier
en ce qui concerne la prédiction de la résistance, d’un échec thérapeutique ou a l'inverse d’une

réponse soutenue sous traitement.®***
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OBIJECTIFS DE L’'ETUDE

Parmi les plateformes de séquencage disponibles a I’heure actuelle, le GS Junior® (Roche
Diagnostics), qui utilise la technologie 454, est particulierement adapté a la détection, I'identification
voire la quantification de mutations au sein d’une ou plusieurs séquences d’intérét.’* Son utilisation
pour la détection de mutations associées aux résistances aux antifongiques est inédite en mycologie
médicale. Sur les plans épidémiologique et écologique, la recherche de ces mutations pourrait
permettre d’améliorer la surveillance de I'impact de I'utilisation croissante des antifongiques. D’un
point de vue thérapeutique, la mise en évidence des mutations associées a la résistance aux
antifongiques constitue un marqueur prédictif d’évolution vers la résistance phénotypique voire un

62,64 Cependant, a ce jour,

échec clinique potentiellement plus sensible et plus spécifique que les CMI.
il n’existe aucune stratégie de surveillance basée sur I'’étude concomitante de plusieurs genes de

résistance dans plusieurs isolats d’'une méme espéce ou d’especes différentes.

L'objectif principal de cette étude était de montrer que les stratégies de NGS, et plus
particulierement la plateforme GS Junior®, pouvaient étre utilisées pour détecter des mutations
associées a la résistance aux antifongiques azolés et aux échinocandines chez Candida spp.

Les objectifs secondaires étaient :
¢ De développer I'analyse simultanée de plusieurs génes d’'un méme isolat, de plusieurs isolats
voire de plusieurs espéces,
e D’analyser la cinétique d’apparition ou de disparition de ces mutations a partir d’isolats

séquentiels issus de patients traités ou non par antifongiques.
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STRATEGIE EXPERIMENTALE

1. Déroulement de I'étude

Afin de répondre aux différents objectifs mentionnés plus haut, I'étude a été divisée en trois phases :
e Phase 1: Mise au point et validation de la technique de pyroséquencage GS Junior® pour la
détection de mutations associées a la résistance aux antifongiques chez Candida spp.
e Phase 2: Application a la détection de mutations au sein d’isolats cliniques résistants aux
antifongiques azolés ou aux échinocandines issus de la mycotheque du CHU de Grenoble.
e Phase 3: Application a la détection de mutations au sein d’isolats séquentiels issus de

patients colonisés ou infectés, avec ou sans traitement antifongique.

1.1.Phase 1

La premiére phase de cette étude a consisté en la mise au point et la validation de la
technique de pyroséquencage GS Junior® pour la recherche de mutations associées aux
antifongiques. Dans cette optique, dix souches appartenant aux trois espéces C. albicans, C. glabrata
et C. parapsilosis ont été analysées : sept souches cliniques résistantes aux antifongiques azolés ou
aux échinocandines possédant des mutations déja caractérisées, ainsi que trois souches de référence
exemptes de mutations (cf Matériel et méthodes - 1.1). Nous avons choisi ces trois espéces car ce

sont les principales responsables de candidoses invasives chez les patients non neutropéniques.

1.2.Phase 2

Au cours de la deuxieme phase, la technique de pyroséquencage GS Junior® a été appliquée a

la détection de mutations associées a la résistance aux antifongiques dans des souches cliniques
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résistantes aux azolés ou aux échinocandines, pour lesquelles I'origine de la résistance n’était pas
connue (souches non séquencées).

Dix souches cliniques issues de la collection du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du
CHU de Grenoble et présentant un phénotype de résistance ou de sensibilité diminuée aux

antifongiques (déterminé par la technique E-test ®) ont été étudiées (cf Matériel et méthodes - 1.2)

1.3.Phase 3

Au cours de la troisieme phase ont été analysés par pyroséquencage haut débit huit isolats
séquentiels issus de quatre patients colonisés ou infectés par C. albicans, C. glabrata ou C.
parapsilosis et traités ou non par antifongiques, avec deux objectifs :

e mettre en évidence I'apparition ou la disparition de mutations associées a la résistance aux
antifongiques au cours du temps.
e corréler I'apparition ou la disparition de ces éventuelles mutations avec le traitement

antifongique et sa durée.

2. Stratégie de séquencage Universal tailed Amplicon Sequencing

2.1.Choix des amplicons

L’étude s’est focalisée sur les six génes les plus fréquemment impliqués dans la résistance
aux antifongiques azolés ou aux échinocandines : ERG11, ERG3, TAC1, CgPDR1, FKS1 et FKS2 (Tableau
IV). Deux éléments ont été pris en compte pour le choix des amplicons : I'existence de mutations
décrites associées a la résistance aux antifongiques, et les contraintes de taille imposées par le GS
Junior®. En effet, si cette plateforme permet le séquencage de fragments d’ADN allant jusqu’a 700

pb, la taille optimale des fragments se situe autour de 400 pb (200-600 pb). De plus, la variation de
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taille des fragments d’ADN au sein de la bibliotheque d’amplicons doit étre la plus faible possible, et

ne pas dépasser 150 pb.

Pour les genes FKS1 et FKS2, seules les régions hot spot ont été étudiées : elles regroupent
I’ensemble des mutations associées a la résistance aux échinocandines décrites a ce jour. Pour les
quatre autres genes, des mutations associées a la résistance aux antifongiques ont été décrites sur
I’ensemble du cadre de lecture. Deux d’entre eux ont été analysés dans leur intégralité, par
fragments chevauchants : ERG11 (environ 1600 pb) et ERG3 (1161 pb). Pour les deux autres, CgPDR1
(3324 pb) et TAC1 (2946 pb), le séquencage du gene entier aurait nécessité un nombre d’amplicons
trop important (environ dix amplicons par gene): seules certaines régions de CgPDR1 et TACI1

concentrant de nombreuses mutations ont donc été sélectionnées et séquencées.

Tableau IV : Liste des genes étudiés

Espece Antlfonglq'ues Géne Role ’NomPre Total
concernés d’amplicons
ERG11 (1587 pb) Cible 5
Antifongiques | ERG3 (1161 pb) B'ﬁ;:’gl‘fgfo?e 4
C. albicans azolés 13
TAC1* (2946 pb) Facteur de 2
transcription
Echinocandines FKS1* (5694 pb) Cible 2
ERG11 (1602 pb) Cible 5
Antifongiques
azolés CgPDR1* (3324 pb) Facteur de 4
C. glabrata transcription 13
FKS1* (5592 pb) Cible 2
Echinocandines
FKS2* (5694 pb) Cible 2
S Antifongiques .
C. parapsilosis a70l8s ERG11 (1569 pb) Cible 5 5

* Séquencage des régions hot spot ou de certaines régions du gene uniquement
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2.2.Préparation de la bibliotheque d’amplicons

La préparation de la bibliotheque d’amplicons est une étape primordiale. En effet, de la
qualité de la bibliotheque d’amplicons dépend la qualité de la PCR en émulsion et du séquencage.
Dans un premier temps doivent étre ajoutés par PCR des adaptateurs A et B a chaque extrémité des
fragments d’ADN a séquencer (Figure 17). Ces adaptateurs sont constitués de deux ou trois parties :

e Amorce A ou B : séquence de 25 pb, indispensable a la réalisation de la PCR en émulsion et
au séquencage bi-directionnel des amplicons (voir plus loin).

e Séquence clé : séquence de 4 nucléotides « TCAG » permettant l'initiation du séquencage.

e +/- MID (Multiplex Identifier): séquence de 6 a 10 pb, spécifigue a un échantillon,
permettant l'identification d’un amplicon lorsque plusieurs échantillons sont analysés

simultanément.

AmorceA\
Cle

= —) ADN —
= —
re—— S
&
wurceﬂ
l PCR
Amorce A ADN Amorce B
Cle Cle

Figure 17 : Préparation de la bibliothéque d’amplicons : ajout des adaptateurs A et B

Différentes stratégies sont proposées par Roche Diagnostics® pour la préparation de la
bibliotheque d’amplicons (Guidelines for Amplicon Experimental Design — 454 Sequencing System).
Le choix de la stratégie a adopter dépend notamment du type et du nombre d’échantillons a

analyser.
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Dans le cadre de cette étude, trois éléments ont été pris en compte :
¢ Le nombre élevé d’amplicons a séquencer : au total, une centaine d’amplicons devaient étre
analysés par run de séquencage (5 a 13 amplicons par souche multipliés par le nombre de
souches séquencées simultanément au cours d’'un méme cycle, fixé a 10).
e La nécessité d’identifier les différents amplicons, afin de pouvoir retrouver de quel isolat
était issu telle séquence lors de I'analyse bioinformatique des données.

e Le souhait d’un séquencage bi-directionnel.

La stratégie répondant le mieux a ces trois contraintes était celle basée sur l'utilisation
d’amorces universelles ou Universal Tailed Amplicon Sequencing.

Cette stratégie consiste en une amplification des fragments d’ADN en deux étapes (Figure
18). Au cours d’une premiere PCR (PCR1), les régions d’intérét sont amplifiées de maniére
individuelle grace a I'utilisation d’amorces spécifiques couplées a des amorces universelles. Puis est
réalisée une deuxiéme PCR (PCR2) au cours de laquelle les amorces universelles sont reconnues par
des amorces couplées a un identifiant ou MID spécifique a chaque échantillon, et a deux éléments
indispensables a la réalisation de la PCR en émulsion et du séquencage bi-directionnel : séquence clé
et amorce A ou B. Les produits de PCR sont ensuite purifiés afin d’éliminer les fragments d’ADN
indésirables présents a l'issue de la PCR: ADN non amplifié, excés d’amorce, amplifications non
spécifiques. Apres purification, les amplicons sont analysés qualitativement et quantitativement, puis
dilués et mélangés au sein d’un pool équimoléculaire. Une nouvelle étape de purification est réalisée,
avant de procéder a la PCR en émulsion.

Cette stratégie nécessite un nombre restreint d’amorces (2 amorces par amplicon pour la
PCR1, et 2 amorces par isolat pour la PCR2), et s’aveére donc économique lorsqu’un grand nombre
d’amplicons est analysé. En revanche, elle est plus fastidieuse qu’une amplification classique
puisqu’elle nécessite deux étapes de PCR successives. De plus, une partie des séquences obtenues

(correspondant aux amorces universelles) est non informative.
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PCR1

Amorce

universelle
Amorce

spécifique

(

ADM

=
Amorce
E

pécifique  porce

universelle

PCR2

Amorce
Amorce A universelle

Cle ADN

Cle

Amorce Amorce B
universelle

Figure 18 : Stratégie basée sur I'utilisation d’amorces universelles : représentation schématique des 2 étapes de PCR et
amorces nécessaires a la préparation de la bibliotheque d’amplicons

2.3. Amplification : PCR en émulsion

2.3.1. PCR en émulsion

Cette étape consiste en une amplification clonale des fragments d’ADN a la surface de billes
de capture, au sein d’'une émulsion eau-dans-huile (Figure 19).

En pratique, la bibliotheque d’amplicons est mise en présence de billes de capture possédant
a leur surface des séquences complémentaires aux amorces A et B. Une émulsion eau-dans-huile est
alors réalisée et permet la formation de micro-compartiments réactionnels, au sein desquels les
fragments d’ADN sont captés par les billes (via les amorces A ou B) et amplifiés. A I'issue de la PCR,
chaque bille posséde a sa surface des produits de PCR issue de I'amplification clonale d’une seule

molécule d’ADN de la bibliothéque d’amplicons.
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Creéation d’'une émulsion Micro-réacteur Amplification clonale des Récupération des billes
eau-dans-huile contenant un fragment fragments d’ADN
d’ADN et une bille de
capture

Figure 19 : PCR en émulsion — Plateforme GS Junior® (Roche Diagnostics)

2.3.2. Enrichissement des billes ADN

A l'issue de I'amplification, I'’émulsion est cassée et I'ensemble des billes est récupéré. Une
étape d’enrichissement est réalisée afin de sélectionner les billes ayant fixé de I’ADN par interaction
biotine - streptavidine (Figure 20). La quantité de billes ADN obtenue aprés enrichissement doit étre
comprise entre 5 et 20% pour pouvoir procéder au séquencage : en effet, un taux d’enrichissement
trop faible risque d’aboutir a un trés faible nombre de séquences, alors qu’un taux d’enrichissement

trop élevé augmente le risque d’obtention de séquences de mauvaise qualité.

2.3.3. Ajout des amorces de séquengage

Les billes ADN sont alors incubées en présence des amorces de séquengage A et B, qui se

fixent sur les fragments d’intérét par I'intermédiaire des séquences A et B.
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Liaison biotine-streptavidine

Dénaturation

L el
e
B, '
™~ B
N

Amorces
d'enrichissment
couplées a la biotine

Billes magnétiques
recouvertes de 3y
streptavidine i

Figure 20 : Enrichissement des billes ADN

2.4.Séquencage

2.4.1. Chargement de la plaque de séquencage

L'étape de séquencage est réalisée au sein d’une plaque en fibre de verre appelée

PicoTiterPlate (PTP), contenant environ 300 000 puits réactionnels (Figure 21). Chaque puits a une

capacité d’environ 1 picolitre, et ne peut recevoir qu’une seule et unique bille ADN.
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Figure 21 : Aspect de la plaque de séquengage en microscopie électronique (a gauche) et optique ( a droite, X20)

Quatre couches de billes sont successivement déposées sur la plagque, par centrifugation (Figure 22) :

e une pré-couche de billes enzymes, qui comprennent deux enzymes nécessaires a la réaction
de pyroséquencage : luciférase et sulfurylase.

¢ la couche de billes ADN : cette couche comprend les billes ADN, des packing beads (billes de
plus faible diametre permettant le maintien de la bille ADN au sein du puits), ainsi que la
polymérase et son cofacteur.

* une post-couche de billes enzymes, similaire a la premiére.

e une couche de billes PPiases, permettant la dégradation des pyrophosphates produits lors du

séquencage.

Figure 22 : Chargement de la plaque de séquengage (Roche Diagnostics)

La PTP est ensuite introduite au sein du GS Junior®, en vue du pyroséquencage.
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2.4.2. Pyroséqueng¢age

Des centaines de milliers de réactions de séquencgage ont lieu simultanément au sein de la
plague. Les fragments d’ADN sont séquencés de maniére bi-directionnelle a partir des adaptateurs A
et B (Figure 23), en mode amplicon.Les quatre nucléotides A, T, G et C sont apportés
alternativement, par cycles, au niveau de la PTP (Figure 23). Une image de la plaque est captée par la
caméra apres chaque ajout de nucléotide : une lumiére est détectée dans les puits dans lesquels le
nucléotide a été incorporé, tandis que les autres puits restent noirs. L'intensité de la lumiére émise

est proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés.

. i
< >AEL f pomee
LA

FORWARD
Séquencage a partir de I'adaptateur A

Potymerme

a4 ' > Arnesind

primes

REVERSE
Séquencage a partir de I'adaptateur B

Figure 23 : Principe du pyroséquencage bi-directionnel - Plateforme GS Junior® (Roche Diagnostics)

Environ 70 000 séquences (35 000 séquences reverse et 35000 séquences forward) sont
générées au cours d’'un run de séquencage sur le GS Junior® en mode amplicon. La profondeur de
lecture attendue dans le cadre de cette étude, correspondant au nombre de séquences obtenues

divisé par le nombre d’amplicons analysés simultanément, était donc importante : de I'ordre de 350X
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(35 000 séquences/environ 100 amplicons). En d’autres termes, la stratégie utilisée dans cette étude
devait permettre d’obtenir environ 350 séquences par amplicon, et donc de détecter d’éventuelles
mutations associées a la résistance aux antifongiques ou I'émergence de variants minoritaires

potentiellement résistants avec une grande fiabilité.

2.5. Analyse bioinformatique des données

L'analyse bioinformatique est réalisée a I'aide d’un des logiciels fournis avec le GS Junior® :
GS Reference Mapper (Roche Diagnostics), qui permet I’alignement et la comparaison des séquences

obtenues aux séquences de référence.

2.6.Stratégie expérimentale : résumé

1. PREPARATION DE LA BIBLIOTHEQUE D’AMPLICONS

* Choix des amorces

* PCR1

e PCR2

e  Purification

e Analyse qualitative et quantitative des amplicons
e Dilution des amplicons

e Meélange équimoléculaire des amplicons

e Purification du mélange d’amplicons

2. AMPLIFICATION : PCR EN EMULSION

e Préparation des réactifs et de la pré-émulsion
e Capture de la bibliotheque d’amplicons

*  Emulsification

¢ Amplification : PCR en émulsion

e Récupération des billes

* Enrichissement des billes ADN

e Ajout des amorces de séquencage

3. SEQUENCAGE

e Préparation des différentes couches
e Chargement de la plaque
e Séquencage GS Junior® (Roche Diagnostics)

4. ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES DONNEES

e GS Reference Mapper
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MATERIEL ET METHODES

1. Souches et milieux de culture

1.1.Souches phase 1

Il s’agit de souches sauvages de référence obtenues auprés de I’American Type Culture
Collection (ATCC) et de souches avec des mutations préalablement décrites, publiées dans la
littérature et généreusement transmises par les auteurs pour notre étude (Tableau V). Aucune

souche de C. parapsilosis possédant des mutations du gene ERG11 n’a pu étre obtenue.

1.2.Souches phase 2

Toutes les souches de la phase 2 sont issues de la mycotheque du laboratoire de
Parasitologie-Mycologie du CHU de Grenoble. Elles ont été sélectionnées en raison de CMI élevées

aux antifongiques azolés et/ou aux échinocandines (Tableau VI).

1.3.Souches phase 3

Il s’agit d’isolats séquentiels, espacés dans le temps, issus de patients colonisés ou infectés
par Candida spp., avec ou sans traitement antifongique (Tableau VII). Certains ont été collectés dans
le cadre du Protocole Hospitalier de Recherche Clinique Fungibact (PHRC régional n°11PHRO1 —
Investigateur principal : Pr J.F. Timsit) visant a évaluer I'impact de la colonisation fongique et de son
traitement sur la survenue de pneumopathies bactériennes en réanimation chez des patients

hospitalisés dans le service de Réanimation Médicale du CHU de Grenoble.
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Tableau V : Souches analysées au cours de la Phase 1

Espéce

Souche

Caractéristiques

C. albicans

ATCC®
90028™

Souche de référence issue de la collection ATCC
Souche clinique (hémoculture)
Sensible au fluconazole

DSY2323

Souche clinique (prélévement oropharyngé)
Geéne ERG11 : mutation S405F

Geéne TACI1 : mutation G980E

Décrite dans Coste et al, 2007°°

Souche obtenue aupres de D. Sanglard (Université de Lausanne, Suisse)

DSY292

Souche clinique (prélévement oropharyngé)
Géne ERG11 : mutations G464S, R467K, Y132H
Décrite dans Sanglard et al, 1995'* (isolat C40)

Souche obtenue aupres de D. Sanglard (Université de Lausanne, Suisse)

DSY296

Souche clinique (prélévement oropharyngé)
Géne ERG11 : mutations G464S, G129A
Gene TACI1 : mutation N977D
Décrite dans MacCallum et al, 2010*%®

Souche obtenue aupres de D. Sanglard (Université de Lausanne, Suisse)

CAAL2

Souche clinique (tractus respiratoire)

Gene ERG11 : mutations hétérozygotes D116E, D153E
Géne ERG3 : mutations L193R, V351A

Décrite dans Morio et al, 2010* et 2012

Souche obtenue aupres de P. Le Pape (Université de Nantes, France)

CAAL74

Souche clinique (bouche)

Géne ERG11 : mutations Y132F, E266D, G448V, V488

Gene TACI : mutations hétérozygotes L47K, F104V, S199N, R206H,
V207A, N396S, D776N, E829Q, N896S, S941P

Décrite dans Morio et al, 2010*

Souche obtenue aupres de P. Le Pape (Université de Nantes, France)

C. glabrata

ATCC®
2001™

Souche de référence issue de la collection ATCC
Autre dénomination : CBS 138

Souche clinique (selles)

Génome entier séquencé

D/748

Souche clinique (sang)
Geéne FKS2 : mutation S663P
Décrite dans Singh-Babak et al, 2012 (isolat D)

Souche obtenue aupres de L. Cowen (Université de Toronto, Canada)

4/Tg5

Souche clinique (sang)
Gene FKS2 : mutation S663P
Décrite dans Chapeland-Leclerc et al, 2010 (isolat 4)

Souche obtenue aupres de T. Noél (Université de Bordeaux, France)

C. parapsilosis

ATCC®
22019™

Souche de référence issue de la collection ATCC
Souche clinique (digestif)
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Tableau VI : Souches analysées au cours de la phase 2

Espéce Souche Caractéristiques™

Souche clinique (urines) - 2011
TOP Résistante a la caspofungine (CMI = 8 mg/L)
Résistante a la micafungine (CMI =1 mg/L)

C. albicans
Souche clinique (collection pelvienne) - 2010
CHE Résistante au fluconazole (CMI >256 mg/L)
Résistante au voriconazole (CMI >32 mg/L)

Souche clinique (bouche) - 2009

buc Résistante a la caspofungine (CMI >32 mg/L)

Souche clinique (hémoculture) - 2012
CuUs Sensible mais CMI élevées au fluconazole (CMI = 12 mg/L) et au
voriconazole (CMI = 0,5 mg/L)

Souche clinique (Lavage broncho-alvéolaire (LBA)) - 2012
AHR Résistante au fluconazole (CMI >256 mg/L)

C. glabrata Intermédiaire au voriconazole (CMI : 1,5 mg/L)

Souche clinique (urines) - 2013

CAP Résistante a la caspofungine (CMI : 3 mg/L)

Souche clinique (urines) - 2012
ALF Résistante au fluconazole (CMI >256 mg/L)

Résistante au voriconazole (CMI >32 mg/L)

Sensible mais CMI élevée a la caspofungine : 0,5 mg/L
RIV Souche clinique (liquide péritonéal) - 2012

Résistante au fluconazole : 8 mg/L

Souche clinique (hémoculture) - 2012

C. parapsilosis MAR Sensible mais CMI élevée au fluconazole : 2 mg/L

Souche clinique (cathéter) - 2011

CHA g
Intermédiaire au fluconazole : 4 mg/L

*Les seuils utilisés pour déterminer le phénotype des souches sont les seuils révisés récemment par
le CLSI et TEUCAST sauf pour C. glabrata et la caspofungine (Annexe 1).”*7%7°
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Tableau VII : Souches analysées au cours de la phase 3.

Patient Isolat Origine/Date Phénotype/CMI d’intérét I?::a:;zlr;ttl;e Traitement antifongique Particularités
RIV Liquide péritonéal Résistante au fluconazole AMBISOME®
g Souche Phase 2
RIV C. parapsilosis 10/11/2012 CMI =8 mg/L 24 jours 03/12/2012 - 10/12/2012
RIV A38 Cathéter Résistante au fluconazole Traitement curatif PHRC Fungibact
C. parapsilosis 04/12/2012 CMI =12 mg/L (candidose invasive a C. paraspilosis) g
. g Fluconazole (TRIFLUCAN®)
LOR1 Hémoculture Intermédiaire au fluconazole .
C. parapsilosis 17/05/2013 CMI =4 mg/L 18/,05/2013 B 24(05/201_3 . 490 me/j /
. Traitement curatif (candidémie)
LOR 19 jours
Ry | amtas | Réstate 2 fuconao ol LAY /
- parap “eme 24/05 — 18/06/2013 : 100 mg/j
FAU1 Hémoculture Sensible a la caspofungine Caspofungine (CANCIDAS®) /
C. glabrata 16/11/2012 CMI =0,125 mg/L 17/11/2012-21/12/2012
FAU 13] Trait t tif
FAU2 Hémoculture Sensible a la caspofungine Jours (cr;ji?:;i::rg Ig/abrata liquide biliaire /
C. glabrata 29/11/2012 CMI =0,25 mg/L positif a C. glabrata et C. albicans)
—_ ; . Fluconazole (TRIFLUCAN®)
VIG E3 Liquide de lame Sensible au fluconazole 10 jours .
C. albicans 26/03/2012 CMI = 0,25 mg/L (VIGE3. | 29/03/2012-29/04/2012 PHRC Fungibact
VIGE19) Traitement préemptif
VIG VIG E19 Liquide de lame Sensible au fluconazole (colonisation multi-sites) PHRC Fungibact
C. albicans 05/04/2012 CMI=0,5 mg/L 33 iours 8
—— : (VIJGE3— 400 mg le 29/03/2012
VIG I.E34 Liquide péritonéal Sensible au fluconazole VIGE34) 200 mg/j du 30/03 au 02/04/2012 PHRC Fungibact
Sensible aux échinocandines Traitement antérieur par caspofungine
SCH Hémoculture CMI CSF = 0,064 mg/L o S
SCH C. albicans 27/07/2013 CMI MCF = 0,008 mg/L / (CANCIDAS) pour une septicémie a C. /

CMI ANF = 0,004 mg/L

glabrata

*Les seuils utilisés pour déterminer le phénotype des souches sont les seuils révisés récemment par le CLSI et I'EUCAST sauf pour C. glabrata et la

caspofungine (Annexe 1).

74-76,79

CSF = caspofungine, MCF = micafungine, ANF = anidulafungine
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L'identité de souche des isolats séquentiels étudiés au cours de la phase 3 a été confirmée

(ou pour certaines est encore en cours de vérification) par génotypage (MLST ou microsatellites).

1.4. Milieux de culture

Les levures ont été cultivées sur gélose Sabouraud-Chloramphenicol (bioMérieux) a 35°C

pendant 24 a 72 heures. Le milieu RPMI 1640 (AES Laboratoire) a été utilisé pour la détermination

des CMI par la méthode E-test® (bioMérieux).

2. Séquences de référence

Tableau VIII : Séquences de référence

Souche Géne Coordonnées
¢ albicans ERG11/0rf19.922 Ca21chr5_C_albicans_SC5314 : 149706-148120
SC5314 TAC1/0rf19.3188 Ca21chr5_C_albicans_SC5314 : 419375-416430
Assembly 19 et ERG3/orf19.767 Ca21chrl_C_albicans_SC5314 : 992851-991691
2 FKS1 : GSC1/0rf19.2929 Ca21chrl_C_albicans_SC5314 : 511700-506007
FKS1/CAGLOG01034g ChrG_C_glabrata_CBS138 : 93468-99059
C. glabrata FKS2/CAGLOK04037g ChrK_C_glabrata_CBS138 : 373375-379068
CBS138 ERG11/CAGLOE04334g ChrE_C_glabrata_CBS138 : 417189-415588
PDR1/CAGLOA00451g ChrA_C_glabrata_CBS138 : 47557-50880

C. parapsilosis
CDC137

ERG11/CPAR2_303740

Contig005806_C_parapsilosis_CDC317 : 870311-
868743

Toutes les séquences de référence utilisées dans cette étude, répertoriées dans le tableau

VIII, ont été obtenues sur le site Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org/).
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3. Extraction de ’ADN

3.1.Pré-culture des levures

La pré-culture des levures a été effectuée a partir de 4 a 5 colonies issues d’'une méme
souche cultivée sur milieu Sabouraud-Chloramphenicol. Ces colonies ont été ensemencées dans 5 mL
de milieu YPD liquide (Extrait de levure 2%, Peptone 1%, Glucose 2%), et incubées a 30°C sous

agitation (200 rpm) pendant 20 heures.

3.2.Pré-traitement des levures

Le protocole d’extraction de I’ADN de Candida spp. a été mis a point a partir de celui
développé au laboratoire pour les amibes libres.'” La lyse de la paroi a été réalisée par action du
tampon de lyse tissulaire ATL et de la protéinase K (QlJAamp® DNA Mini kit (Qiagen)), suivie d’un cycle
de congélation/décongélation (choc thermique) :

e Ajout de 180 pL de tampon ATL, 20 uL de protéinase K et 2 pL de carrier poly A (Qiagen)
¢ Incubation 10 min, 56°C sous agitation

¢ Incubation 10 min, 95°C (étape d’inactivation de la protéinase K)

e Congélation : 3-4 min, -80°C

e Décongélation rapide : 2-3 min, 95°C

L'intérét d’'une lyse mécanique des levures avant ce pré-traitement a également été évalué :
e Reprise du culot de levures par 1 mL de tampon de lyse (Tris 50 mM - NaCl 150 mM, pH 7,5)
e Transfert de la suspension de levures dans un tube contenant des billes de taille variable

e Lyse mécanique des levures a I'aide du Magnalyser (Roche Diagnostics) : 1 min, 7000 rpm
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3.3.Extraction de 'ADN

L'extraction de I’ADN a été réalisée manuellement a I'aide du kit QlAamp® DNA Mini
(Qiagen), selon un protocole tissu : aprés une derniere étape de lyse par ajout de 200 pL de tampon
AL et incubation 10 min a 70°C, I’ADN a été précipité par ajout de 200 puL d’éthanol, puis retenu dans
une colonne QlAamp®, lavé, et élué dans 50 uL de tampon AE.

La quantité d’ADN obtenue a été mesurée a I'aide d’'un Nanodrop (ThermoFisher).

Le protocole d’extraction détaillé est disponible dans I'annexe 2.

4. Choix des amorces — Analyse in silico

4.1. Amorces PCR1

Séquence type : > amorce universelle —amorce spécifique® (environ 40 paires de bases)

Deux amorces par amplicon, soit 62 amorces au total, sont nécessaires a la réalisation de la PCR1.

Elles sont constituées d’'une amorce spécifique couplée a une amorce universelle (Figure 18). Les 62

amorces  spécifiques ont été  sélectionnées a I'aide du logiciel Primer3web

(http://primer3.wi.mit.edu/), en dehors de régions porteuses de mutations déja décrites. Pour les

génes analysés dans leur intégralité, les amorces spécifiques ont été choisies de maniére a avoir un
chevauchement de 60 a 100 pb entre 2 amplicons. Ces amorces spécifiques sont couplées aux
amorces universelles de séquencage M13 : M13-FP (amorce forward) et M13-RP (amorce reverse).

La liste des 62 amorces utilisées pour la PCR1 est détaillée dans I'annexe 3.
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Tableau IX : Amplicons analysés dans cette étude

Espéce Géne Amblicon Taille Position Chevauchement
P P (pb) (nucléotides) (pb)
R1 413 71; 342 /
R2 392 272 ; 664 R1/R2 : 70
ERG11
(1587 pb) R3 377 597 ; 974 R2/R3: 67
R4 375 912 ; 1287 R3/R4 : 62
R5 435 1174 ; +22 R4/R5 : 113
TACI R1 375 1878 ; 2253 /
C. albicans (2946 pb) R2 393 2719 ; +166 /
R1 388 -33; 355 /
ERG3 R2 371 291 ; 662 R1/R2 : 64
(1161 pb) R3 420 509 ; 929 R2/R3 : 153
R4 419 770 ; +28 R3/R4 : 159
FKS1 HS1 379 1751 ; 2130 /
(5694 pb) HS2 389 3884 ;4273 /
FKS1 HS1 383 1692 ; 2075 /
(5592 pb) HS2 395 2830 ; 4225 /
FKS2 HS1 396 1781 ; 2177 /
(5694 pb) HS2 392 3934 ; 4326 /
R1 443 -89 ;354 /
R2 436 249 ; 685 R1/R2 : 105
ERG11
C. glabrata (1602 pb) R3 435 560 ; 995 R2/R3:125
R4 434 887 ;1321 R3/R4 : 108
R5 449 1198 ; +45 R4/R5 : 123
R1 365 803 ;1168 /
CgPDRI R2 397 1525 ; 1922 /
(3324 pb) R3 399 2354 ;2753 /
R4 388 2967 ; +31 /
R1 399 48 ;351 /
R2 404 291 ; 695 R1/R2 : 60
. ERG11
C. parapsilosis (1569 pb) R3 410 636 ; 1049 R2/R3:59
R4 417 958 ; 1375 R3/R4 : 91
R5 386 1267 ; +84 R4/R5 : 108
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4.2. Amorces PCR2

Séquence type : “Amorce A ou B — Clé — — Amorce universelle® (53 paires de bases).

Les amorces utilisées pour la PCR2 sont constituées d’'une amorce universelle M13-FP ou M13-RP
(permettant d’amplifier les produits obtenus a I'issue de la PCR1), d’un identifiant ou MID spécifique
a chaque échantillon, et de 2 éléments indispensables a la réalisation du séquencage : séquence clé
et amorce A ou B.

Les amorces A ou B sont des séquences de 25 pb qui seront utilisées a plusieurs reprises au cours de
la PCR en émulsion et du séquencage. Elles permettent notamment le séquengage bidirectionnel des
amplicons. Leur séquence est fixe, et établie par Roche Diagnostics® (Guidelines for Amplicon
Experimental Design - 454 Sequencing System). Elles doivent obligatoirement se terminer par la
séquence clé « TCAG », nécessaire au séquencage des amplicons.

Les séquences des MID utilisés pour ce projet sont celles des MID1 a 10 du « 454Standard MID Set »,
recommandés par Roche Diagnostics® (Guidelines for Amplicon Experimental Design - 454
Sequencing System).

La liste des 20 amorces utilisées pour la PCR2 est disponible dans I'annexe 4.

5. PCR

Les protocoles des PCR qualitatives 1 et 2 ont été établis a partir des recommandations de la
Phusion® Hot Start Flex DNA Polymerase (New England Biolabs). Cette ADN polymérase haute fidélité
a été utilisée afin de limiter au maximum les erreurs de réplication, et d’obtenir des amplicons de
haute qualité pour le séquencage. De plus, il s’agit d’'une enzyme a démarrage a chaud (hot start),
inactivée par un ligand a température ambiante afin de limiter les amplifications non spécifiques, qui

ne nécessite pas d’étape d’activation.
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5.1.Préparation du mix ou milieu réactionnel

La composition du milieu réactionnel est détaillée dans le tableau X. Le volume réactionnel a

été fixé a 20 L. La PCR1 a été effectuée a partir de 100 ng d’ADN. Pour la PCR2, une dilution des

produits de PCR1 a été utilisée : dilution au 1/100°™ pour la majorité des échantillons, ou dilution au

1/2 pour les amplicons nécessitant une étape de purification entre la PCR1 et la PCR2 (voir 6.2).

Tableau X : Composition du milieu réactionnel pour les PCR1 et 2

Guidelines PCR1 PCR2
(Concentration) | (Volumes - uL) | (Volumes - pL)

Eau (qualité Biologie moléculaire) 11,4 11,4
Tampon (5X Phusion HF buffer) 1X 4 4
dNTPs 10 mM 200 pM 0,4 0,4
Amorce Forward 10 mM 0,5 mM 1 1
Amorce Reverse 10 mM 0,5 mM 1 1
Phusion Hot Start Flex DNA Polymerase 2 U/pL 0,4 U/uL 0,2 0,2
ADN 50 ng/pL 2 /
Dilution des produits de PCR1* / 2
Volume total (uL) 20 20

* Produits de PCR1 non purifiés : dilution au 1/100°™, produits de PCR1 purifiés : dilution au 1/2

5.2.Programme

L'amplification a été réalisée sur un thermocycleur Eppendorf MasterCycler Gradient, selon

un protocole classique de dénaturation-hybridation-extension recommandé pour cette ADN

polymérase (Tableau Xl). Le méme protocole a été utilisé pour les PCR1 et 2. Pour les quelques

amplicons nécessitant une purification entre la PCR1 et la PCR2 (voir 6.2), le nombre de cycles de la

PCR1 a été augmenté a 30.
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Tableau Xl : Programme utilisé pour les PCR1 et 2

Etape Température Durée Nombre de cycles
Dénaturation initiale 98°C 30s 1
Dénaturation 98°C 7s
Hybridation 65°C 20s 25 cycles
Extension 72°C 20s
Extension finale 72°C 5 min 1
/ 4°C infini 1

5.3.Analyse des produits de PCR obtenus sur gel d’agarose

Les produits des PCR1 et 2 ont été analysés sur gel d’agarose 1,5%, afin de vérifier la taille

des fragments obtenus et de détecter la présence éventuelle d’éléments non spécifiques comme les

dimeéres d’amorces.

6. Purification des produits de PCR

6.1. Purification des produits de PCR2

Le séquencage requiert des amplicons de haute qualité, mais également d’une grande
pureté. Or, a l'issue des PCR peuvent étre présents dans le milieu réactionnel, en plus des fragments
d’intérét, des fragments d’ADN résultant d’amplifications non spécifiques, des dimeres d’amorces,
ainsi que des amorces en exces. |l est donc nécessaire d’éliminer un maximum de ces éléments

indésirables, avant de procéder au séquencage.

Dans cette optique, une purification de tous les produits de PCR2 a été réalisée a I'aide de
billes magnétiques Agencourt AMPureXP (Beckmann Coulter). Cette technique permet la séparation

et la purification de fragments d’ADN en fonction de leur taille. Son principe est résumé dans la
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Figure 24. Schématiquement, les produits de PCR a purifier sont mis en présence des billes Agencourt
AMPureXP selon un ratio déterminé (étape 1). Les fragments d’intérét se lient aux billes
magnétiques, tandis que les fragments d’ADN de petite taille restent en solution (étape 2). Une
incubation du mélange sur un support magnétique permet la séparation des 2 types de fragments :
les fragments d’intérét sont retenus avec les billes magnétiques par I'aimant, et les fragments d’ADN
de petite taille sont éliminés avec le surnageant (étape 3). Deux lavages a I’éthanol des billes
magnétiques sont ensuite réalisés (étape 4), puis les fragments d’intérét sont élués dans du tampon

TE (étape 5) et transférés dans de nouveau tubes (étape 6).

Le ratio « volume de billes Agencourt AMPureXP / volume de produit de PCR a purifier» est
un élément critique pour la purification. En effet, il détermine la taille des fragments retenus par les
billes magnétiques : plus ce ratio est élevé, plus des fragments d’ADN de petite taille seront retenus.
Différents ratio « volume de billes Agencourt AMPureXP / volume de produit de PCR a purifier » ont

donc été testés dans cette étude afin d’optimiser la purification : 0,8, 1, 1,5 et 1,8.

Les produits de PCR2 ont été purifiés en tubes Eppendorf 1,5 mL ou en plaques 96 puits. Les

protocoles de purification sont détaillés dans I’'annexe 5.

{ Agencourt

AMPure XP Binding Separation Ethanaol Wash Elution Buffer  Transfer

P.3 4 g C3on -

pr "t e o & 2254 ggﬂ'ﬁgﬁ -

I ooy > = & 9
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- - Magne = Magnet Magnet = &
1 2 3 4 5 L]

Figure 24 : Principe de la purification des produits de PCR par les billes magnétiques Agencourt AMPureXP
(Beckmann Coulter).
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6.2.Purification des produits de PCR1

En raison de la présence d’amplifications non spécifiques et d’une moindre efficacité des
PCR, certains produits de PCR1 ont été purifiés en tubes avant la PCR2, selon le protocole décrit en
Annexe 5. Les amplicons concernés sont les régions R1, R2 et R5 du géne ERG11 (C. albicans), la

région R2 du géne ERG3 (C. albicans) et la région HS1 du gene FKS1 (C. albicans).

7. Analyse qualitative des amplicons aprés purification

L'efficacité de la purification, c’est-a-dire I'absence de fragments d’ADN non spécifiques et la
présence du fragment d’intérét apreés purification, a été vérifiée a I'aide du kit Agilent DNA 1000
(Agilent Technologies) sur un automate Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies).

Cette technique permet I'analyse qualitative et quantitative de fragments d’ADN de 25 a
1000 pb avec une grande sensibilité (gamme de quantification : 0,1-50 ng/uL), a partir d’un trés faible
volume d’échantillon (1 pL). Les produits de PCR sont déposés dans les puits d’une puce, puis séparés
par électrophorése en fonction de leur taille au sein d’un réseau de micro-canaux interconnectés
(Figure 25). Parallelement aux échantillons, migre un marqueur servant d’étalon pour I’évaluation
des poids moléculaires et la quantification. La détection se fait par fluorimétrie a I'aide d’'un agent
intercalant fluorescent et spécifique de ’ADN (mesure des temps de rétention et de l'intensité de
fluorescence émise pour chaque fragment d’ADN).

Le protocole d’analyse est détaillé dans I'annexe 6.
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*) B

Figure 25 : Puce Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies)

8. Analyse quantitative des amplicons apres purification

Les amplicons purifiés ont ensuite été dosés a I'aide du réactif Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
(Molecular Probes®, Invitrogen). Ce marqueur fluorescent spécifique de I’ADN double-brin permet
une quantification ultra-sensible des fragments d’ADN en solution (jusqu’a 250 pg/mL), a partir d’un
tres faible volume d’échantillon (1 uL).

Le dosage a été réalisé en plaques 96 puits, & partir de dilutions au 1/50°™ des produits de
PCR. Les intensités de fluorescence émises aprés ajout du réactif Quant-iT™ PicoGreen® ont été
mesurées a l'aide du LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Le dosage simultané de dilutions
successives d’une solution standard d’ADN a permis l'obtention de courbes étalons. Les
concentrations en ADN des solutions d’amplicons (en ng/uL) ont alors été calculées a partir de

I’équation de la droite de régression obtenue et du facteur de dilution.

9. Dilution et mélange des amplicons

Pour pouvoir étre analysés simultanément au cours d’'un méme run de séquencage, les

amplicons doivent étre mélangés au sein d’'une méme bibliotheque d’amplicons, en quantité

équivalente.
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Un « pool » équimoléculaire d’amplicons a donc été réalisé pour chaque run de séquencgage,
en suivant les recommandations établies par Roche Diagnostics® (Amplicon Library Preparation
Method Manual — GS Junior Titanium Series). Trois étapes ont été nécessaires :

e Calcul des concentrations des amplicons en molécules/pL
¢ Dilution de chaque amplicon (afin d’obtenir des solutions de méme concentration)

e Réalisation du « pool » : mélange d’un volume égal de chaque solution diluée d’amplicon

9.1. Calcul des concentrations des amplicons en molécules/uL

La concentration des amplicons en molécules/uL a été calculée en utilisant la formule
suivante (établie par Roche Diagnostics®) :

Concentration (ng/pL) x 6,022.10%
656,6.10° x Taille (pb)

Concentration (molécules/uL) =

9.2.Dilutions des amplicons

Chaque amplicon a ensuite été dilué pour obtenir des solutions & 10° molécules/uL. Pour
cela, 1 pL de chaque amplicon a été ajouté a un volume variable de tampon TE, calculé selon la

formule suivante :

Concentration (molécules/uL) 1

Volume tampon TE (uL) = 10°

9.3.Réalisation et purification du « pool » d’amplicons

Le mélange des différents amplicons a été réalisé par transfert d’'un volume identique de

chaque solution d’amplicon a 10° molécules/pL au sein d’un méme tube (exemple : 5 pL). Ce pool
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équimoléculaire 3 10° molécules/uL a ensuite été purifié une derniére fois a I'aide des billes

magnétiques Agencourt AMPureXP selon le protocole décrit en annexe 7.

10. PCR en émulsion (emPCR)

La PCR en émulsion a été réalisée en suivant le protocole « emPCR Amplification Method

Manual — Lib-A, GS Junior Titanium Series » établi par Roche Diagnostics, a I'aide des kits GS Junior

emPCR Bead Recovery Reagents, GS Junior emPCR Reagents (Lib-A) et GS Junior emPCR Qil and

Breaking kit.

10.1. Préparation des réactifs et de la pré-émulsion

Une pré-émulsion eau dans huile a été créée a I'aide d’un
dispositif IKA Ultra Turrax Tube Drive (Figure 26). Parallélement ont

été préparés les mélanges réactionnels nécessaires a I'amplification

des fragments d’ADN a partir des adaptateurs A et B: « Live

Amplification Mix A » et « Live Amplification Mix B ».

Figure 26 : Dispositif IKA Ultra
Turrax Tube Drive

10.2. Capture de la bibliotheque d’amplicons

Dix millions de billes de capture ont été préparées : 5 millions de billes de capture A et 5
millions de billes de capture B. Une dilution du pool d’amplicons a 2.10° molécules/uL a été utilisée.
Le volume de bibliothéque d’amplicons a ajouter aux billes de capture a été calculé a I'aide de la
formule suivante :

o ] Nombre désiré de molécules par bille x 5 millions de billes
Volume de bibliothéque d'amplicons (uL)=

Concentration de la bibliothéque d'amplicons ( molécules/pL)
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Théoriquement, chaque bille devrait capter un et un seul fragment d’ADN au sein de
I’émulsion. Or, en pratique, tous les fragments d’ADN ne sont pas captés par les billes, et certaines
billes fixent plus d’un fragment d’ADN. Afin de prendre en compte ces phénomenes (et de permettre
gu’un nombre suffisant de fragments d’ADN soit captés par les billes, tout en ayant un minimum de
billes avec 2 fragments d’ADN ou plus), le pool d’amplicons a été ajouté en excés. Le nombre désiré
de molécules par bille a été fixé a 2 pour les 2 premiers runs : 5 uL du pool d’amplicons purifié ont
donc été ajoutés aux billes de capture A, et 5 ulL aux billes de capture B. Pour le 3*™ run, le ratio a été

diminué a 1,8 : 4,5 pL du pool d’amplicons purifié (+ 5,5 pL d’eau) ont donc été ajoutés aux billes de

capture A, et 4,5 uL (+ 5,5 pL d’eau) aux billes de capture B.

10.3. Emulsification

L’émulsion a été créée en 2 étapes : émulsification B et émulsification A.

L’émulsification B a été réalisée a I'aide du dispositif IKA Ultra Turrax Tube Drive, apres ajout
du « Live Amplification Mix B » et du mélange « billes de capture B - amplicons » a la pré-émulsion :
une premiere émulsion a ainsi été obtenue. A celle-ci ont été ajoutés le « Live Amplification Mix A »
et le mélange « billes de capture A - amplicons ». Un second cycle d’émulsification (émulsification A)
a permis I'obtention de I'’émulsion finale.

L'émulsion a ensuite été transférée dans les puits d’'une plaque 96 puits.

10.4. Amplification

La PCR en émulsion a été réalisée sur un thermocycleur MJ Research PTC-200 DNA Engine

Cycler, selon le programme détaillé dans le tableau XII.
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Tableau XII : Programme utilisé pour la PCR en émulsion

Etape Température Durée Nombre de cycles
Dénaturation initiale 94°C 4 min 1
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 58°C 4,5 min 50 cycles
Extension 68°C 30s
/ 10°C infini 1

10.5. Récupération des billes

Aprés amplification, I'émulsion a été cassée et collectée a I'aide d’un systéme relié a une
pompe a vide (Figure 27). Les billes ont ensuite été lavées a plusieurs reprises, et récupérées afin de

procéder a la phase d’enrichissement.

d B
x 3. Connect tubing
— R to waste
1.Connect | | l
50 ml tube
to lid i
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5
ey e

2. Connect tubing to transpette

i

Figure 27 : Dispositif de collecte de I’émulsion aprés amplification

10.6. Enrichissement des billes ADN et ajout des amorces de séquencage

Cette étape permet la récupération des seules billes ayant fixé de I’ADN (voir plus haut).
Les billes collectées a l'issue de I'amplification ont subi un premier traitement par une

solution d’hydroxyde de sodium, permettant la dénaturation des fragments d’ADN double-brin. Les

billes ont ensuite été incubées en présences d’amorces d’enrichissement A et B (Enrich Primer A et
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Enrich Primer B) couplées a la biotine ont ensuite été apportées au milieu et fixées aux fragments
d’ADN simple brin générés a I'issue de la dénaturation.

Les billes ont alors été mises en contact avec des billes d’enrichissement
magnétiques (streptavidine) : les billes ayant fixées de 'ADN ont été retenues par les billes
magnétiques grace a la liaison biotine-streptavidine, tandis que toutes les autres billes ont été
éliminées par plusieurs lavages successifs.

Les billes ADN ont ensuite été collectées par un deuxiéme traitement par une solution
d’hydroxyde de sodium (dénaturation de la liaison fragment d’ADN-biotine/streptavidine)

Enfin, une étape d’hybridation des amorces de séquencage A et B (Seq Primer A et B) sur les
fragments d’ADN a été réalisée : les billes ADN ont été incubées en présence des amorces a 65°C

pendant 5 minutes.

La quantité de billes ADN récupérées apres

enrichissement a été évaluée a I'aide du dispositif GS Junior

Bead Counter (Figure 28).

Figure 28 : Dispositif GS Junior Bead
Counter (Roche Diagnostics)

11. Séquengage

Le séquencage a été réalisé selon le protocole Roche Diagnostics « Sequencing Method

Manual, GS Junior Titanium Series », en utilisant les kits GS Junior Titanium Sequencing Reagents and

Enzymes, GS Junior Sequencing Buffers et GS Junior Packing Beads.

11.1. Préparation des différentes couches de billes

Les 4 couches ont été préparées en paralléle :

e Couches 1 et 3 : pré- et post-couches de billes enzymes
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Trois lavages successifs des billes enzymes (contenant la luciférase et la sulfurylase) ont été
réalisés par ajout de tampon BB2 et incubation sur un portoir magnétique. Les billes ont
ensuite été reprises par 400 pL de tampon BB2, et distribuées dans 2 tubes différents : un
tube « pré-couche enzymes » (110 pL de billes-enzymes + 300 L de tampon BB2), et un tube
« post-couche enzymes» (230 pL de billes-enzymes + 180 uL de tampon BB2)
correspondants respectivement aux couches 1 et 3.

e Couche 2 : billes ADN et packing beads
Un aliquot de 500 000 billes ADN a été utilisé pour le séquencage. Ces billes ont été incubées
dans un premier temps avec des billes contréle XLTF, puis avec la polymérase et son
cofacteur. Parallelement, les packing beads ont été lavées 3 fois successives par ajout de
tampon BB2 et centrifugation, puis reprises dans 200 pL de tampon BB2.
Les packing beads ont ensuite été ajoutées aux billes ADN afin de constituer la couche 2.

* Couche 4 : billes PPiase
La couche 4 a été préparée par ajout de 410 pL de tampon BB2 aux billes PPiase
préalablement lavées par 3 incubations successives sur un portoir magnétique en présence

de tampon BB2.

11.2. Chargement de la plaque PicoTiterPlate

Les couches 1 a 4 ont été successivement chargées sur la plaque de séquencage a 'aide du
dispositif représenté sur la Figure 29. Pour chaque couche, 350 uL de billes ont été déposées a la
pipette sur la PTP a travers un des 2 orifices du dispositif, puis réparties dans I'ensemble des puits par
centrifugation. La plaque a ensuite été introduite au sein de I'automate GS Junior pour I'étape de

pyroséquencage.
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Figure 29 : Dispositif de chargement de la plaque de séquengage

11.3. Pyroséquencage

Le pyroséquencage a été réalisé sur 'automate GS Junior® (Roche Diagnostics), en environ 10
heures, en utilisant les parameétres suivants : 200 cycles de nucléotides, mode « full processing for

Amplicon libraries ».

12. Analyse bioinformatique des données

Les images acquises par la caméra au cours du pyroséquengage ont été converties en signal
exploitable pour I'analyse bioinformatique des données par le logiciel « GS Run Processor » (Roche
Diagnostics). Deux étapes ont été nécessaires : analyse des images (identification des puits et mesure
de la quantité de lumiere émise a chaque cycle pour chaque puits) et analyse des signaux
(détermination de la séquence des fragments d’ADN localisés dans chaque puits a partir des
informations précédentes).

La qualité du séquencage a été vérifiée sur le module «GS run browser » (Roche
Diagnostics). Les séquences obtenues ont ensuite été alignées sur les séquences de référence et
analysées a I'aide du logiciel « GS Reference Mapper » (Roche Diagnostics). Les amplicons issus d’un

méme isolat ont été identifiés grace au MID. Enfin, un récapitulatif de I'ensemble des mutations
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nucléotidiques (incluant notamment la position, le type, la profondeur de lecture et la fréquence de
chaque mutation) a été généré.

Seules les mutations présentes a une fréquence supérieure a 10% (ou mutations high
confidence) ont été retenues pour la suite de I'analyse. Dans le cas d’une substitution de nucléotides,
le codon muté a été traduit en acide aminé, et comparé a I'acide aminé de référence afin de
déterminer si la mutation était codante ou non. Dans le cas d’une insertion ou d’une duplication, la
séquence nucléotidiqgue mutée a été traduite en séquence d’acides aminés, puis alignée et comparée

a la séquence de référence a l'aide des logiciels « Translate Nucleic Acid Sequence Tool »

(http://biotools.umassmed.edu/cgi-bin/biobin/transeq) et « MultAlin » (http://multalin.toulouse.

inra.fr/multalin/).

Afin d’identifier les mutations liées au polymorphisme allélique, les séquences obtenues pour
les différentes souches de C. albicans ont été comparées aux séquences des deux alléles de la souche
de référence SC5314 disponibles sur le site Candida Genome Database (C. albicans SC5314 Assembly
19 et Assembly 19 Allele). Pour C. parapsilosis, cette étape n’a pas pu étre effectuée puisque les
séquences des deux alleles ne sont pas disponibles. Les autres mutations ont été confrontées aux
données de la littérature.

A noter que la traduction des séquences nucléotidiques en acides aminés a tenu compte du
fait que les especes C. albicans et C. parapsilosis possédent un code génétique alternatif : le codon

CUG code pour une sérine et non pour une leucine.”
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RESULTATS

1. Technique et mise au point

1.1.Extraction de ’ADN

La paroi des levures doit étre lysée pour permettre I’extraction de I’ADN. Deux protocoles de
lyse de la paroi fongique ont été testés : lyse mécanique suivie d’un traitement par tampon de lyse
ATL, protéinase K et choc thermique (protocole 1), et traitement par tampon de lyse ATL, protéinase
K et choc thermique seul (protocole 2). ADN a ensuite été extrait avec le kit QlAamp® DNA Mini
(Qiagen), selon un protocole tissu. La quantité d’ADN extraite avec le 1°" protocole était supérieure a

celle obtenue avec le second, toutefois sans différence significative (Tableau XIlI).

Tableau Xlll: Quantité d’ADN extraite aprés lyse de la paroi fongique selon 2 protocoles:
lyse mécanique suivie d’'un traitement par tampon de lyse ATL, protéinase K et choc thermique (protocole 1), ou
traitement par tampon de lyse ATL, protéinase K et choc thermique seul (protocole 2)

Protocole 1 Protocole 2
C. albicans Test 1 167,6 ng/uL 111,8 ng/uL
C. albicans Test 2 108,5 ng/uL 95,7 ng/uL
C. glabrata Test 1 171 ng/uL 28,3 ng/uL
C. glabrata Test 2 83,6 ng/uL 79,2 ng/uL

Le protocole associant lyse mécanique et pré-traitement par tampon de lyse ATL, protéinase

K et choc thermique a été appliqué aux différentes levures analysées dans cette étude.

1.2.PCR

Plus de 600 amplicons, correspondant a 3 espéces, 29 souches et 31 régions différentes, ont

été générés au cours des PCR1 et 2 pour l'ensemble des phases. Un premier protocole
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d’amplification a été développé pour la PCR1 en utilisant une ADN polymérase haute fidélité et a
démarrage a chaud. L'amplification de la plupart des régions était optimale. Ce méme protocole a
donc été utilisé pour la PCR2, et a permis d’obtenir des amplicons de bonne qualité, et en quantité
suffisante. En revanche, I'amplification des régions R1, R2 et R5 du gene ERG11, de la région R2 du
géne ERG3 et de la région HS1 du géne FKS1 de C. albicans était affectée par la présence
d’amplifications non spécifiques : I'intensité des bandes obtenues sur gel d’agarose pour ces régions

était nettement plus faible que celles des autres amplicons de la méme espece (Figure 30).
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Figure 30 : Amplicons obtenus pour la souche CHE (C. albicans - Phase 2) avant adaptation du protocole d’amplification
(Gel d’agarose 1,5%)

Le protocole d’amplification a donc di étre adapté. Malgré plusieurs modifications des
paramétres de PCR (température, MgCl2, dilution, nombre de cycles), ces amplifications non
spécifiques persistaient. Une étape de purification des produits de PCR1 a l'aide de billes
magnétiques a finalement permis I'obtention d’amplicons de qualité et quantité comparables a celles

des autres amplicons (Figure 31).
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Figure 31 : Amplicons obtenus a I'issue de la PCR2, selon le protocole d’amplification standard (a gauche) ou le protocole
d’amplification avec purification des produits de PCR1 (a droite) — Gel d’agarose 1,5%

1.3. Purification des produits de PCR

Une double purification des produits de PCR a été réalisée avant le séquencage, a 'aide de
billes magnétiques Agencourt AMPureXP (Beckmann Coulter) : purification des produits de PCR2,
puis purification de la bibliotheque d’amplicons. Quatre ratios « volume de billes Agencourt
AMPureXP / volume de produit de PCR a purifier » ont été évalués dans cette étude : 0,8, 1, 1,5 et
1,8. La purification était optimale pour les ratios de 0,8 et 1, avec une disparition quasiment totale
des fragments indésirables (Figure 32 : disparition de la bande a 145 pb). Le ratio de 1, qui permet
également de manipuler des volumes plus importants, a donc été utilisé pour les différentes

purifications.

91



Région 2 du géne ERG3 : souche DSY292 (C. albicans)
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Figure 32 : Influence du ratio « volume de billes Agencourt AMPureXP / volume de produit de PCR» sur la purification —
Exemple de la région 2 du géne ERG3 de la souche DSY292 (Phase 1)

1.4.Enrichissement

Le taux d’enrichissement en billes ADN apres la PCR en émulsion est un point critique de
cette technique, qui dépend du volume de bibliothéque d’amplicons ajouté pour la PCR en émulsion.
Un ratio « nombre de copies/ bille » de 2 a été utilisé pour la 1% PCR en émulsion (phase 1) et a
permis d’obtenir un taux d’enrichissement optimal de 10%. Les mémes parameétres ont été gardés
pour la seconde phase, mais ont conduit cette fois-ci a un taux d’enrichissement a la limite de
I’acceptabilité : 20%. Afin de ne pas risquer de dépasser ce seuil, le ratio « nombre de copies/bille » a
été diminué a 1,8 pour la PCR en émulsion de la phase 3: le taux d’enrichissement en billes ADN

obtenu était de nouveau élevé, a 20% (Tableau XIV).

Tableau XIV : Taux d’enrichissement en billes ADN obtenus pour les trois PCR en émulsion

PCR en émulsion 1 2 3
Nombre de copies/bille 2 2 1,8
Enrichissement 10% 20% 20%
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2. Séquencgage

Dans la suite de ce travail, les mutations seront décrites par les substitutions d’acides aminés

gu’elles entrainent, et non par les changements au niveau de la séquence nucléotidique (sauf

précision contraire).

2.1.Phase 1

Tableau XV : Nombre de séquences obtenues pour les différentes souches de la phase 1

Espece Souche Nombre d’amplicons | Nombre de séquences
ATCC® 90028™ 13 8643
DSY2323 13 10023
DSY292 13 9371
C. albicans
DSY 296 13 11146
CAAL2 13 12197
CAAL74 13 10397
ATCC®2001™ 13 9995
C. glabrata D/748 13 10723
4/Tg5 13 8915
C. parapsilosis ATCC® 22019™ 5 4041
Total 122 96510

Un total de 96510 séquences a été obtenu pour 122 amplicons analysés (Tableau XV). La
profondeur de lecture moyenne d’'un amplicon était donc élevée, de I'ordre de 790X, avec toutefois
des variations importantes en fonction des amplicons : de 217X (région 1 du gene ERG11, souche

ATCC® 90028™) 4 1667X (région 2 du géne ERG11, souche CAAL74).

L'ensemble des mutations codantes détectées lors de la phase 1 est présenté dans les

tableaux XVI a XVIII.
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2.1.1. Souches de référence

Pour la souche C. albicans ATCC® 90028™ deux mutations codantes du géne TACI, S935L et
S941P, ont été mises en évidence: elles correspondent au polymorphisme allélique. Comme attendu,
les séquences obtenues pour la souche C. glabrata ATCC®2001™ (également appelée CBS138)
étaient strictement identiques aux séquences de référence : aucune substitution de nucléotide n’a
donc eu lieu lors de I'amplification des régions d’intérét. De méme, aucune erreur n’a eu lieu au
cours du séquencgage. Ceci suggere que la méthode de séquengage mise au point dans cette étude
est robuste. Enfin, une mutation codante du gene ERG11, F132Y, a été trouvée pour la souche C.
parapsilosis ATCC® 22019™. Cette mutation n’est pas due & une erreur d’amplification ou de
séquencage, mais a la comparaison de la séquence obtenue avec la séquence du gene ERG11 de la
souche CDC137 choisie comme référence, et non avec celle de la souche ATCC® 22019™ qui, elle, est

bien identique.

2.1.2. Souches avec mutations préalablement caractérisées

Toutes les mutations attendues pour les souches du tableau V page 68 ont été confirmées
aprés pyroséquencage. Pour les souches de C. albicans, la fréquence des mutations trouvées
correspondait a la fréquence des mutations attendues : par exemple, la mutation D153E de la souche
CAAL2 présente a I'état hétérozygote, a été trouvée a une fréquence de 46%. Certaines substitutions
d’acides aminés décrites pour les souches CAAL2 et CAAL74 correspondent au polymorphisme
allélique : D116E (géne ERG11, souche CAAL2) et S941P (géne TACI, souches CAAL2 et CAAL74).24
Enfin, une mutation du gene ERG11, qui n'avait pas été mentionnée par D. Sanglard, a été mise en
évidence pour la souche DSY296 : il s’agit de la mutation G450E, présente a une fréquence de 100%.
Cette mutation a déja été décrite chez des isolats de C. albicans résistants aux azolés, mais son

implication dans la résistance n’a pas été clairement démontrée.®
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Concernant C. glabrata, deux mutations « inédites » ont été retrouvées lors de I'analyse de
I'isolat 4/Tg5 : F1335L (FKS1) et M13311 (FKS2). Elles sont situées en amont des régions hot spot HS2
de ces deux protéines (régions qui n’avaient pas été séquencées jusqu’alors pour cet isolat) : leur

implication dans la résistance aux échinocandines est peu probable.”®

95



Tableau XVI : C. albicans - Résultats du séquengage des isolats de la phase 1

Phase 1. Candida albicans

Souche CMI E-test® (mg/L) Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)
FLZ VRZ CcsP Géne Mutations attendues Mutations inédites Polymorphisme allélique
ERG11 / / /
ERG3 / / /
ATCC 90028 0,19 0,08 0,125 S935L (33%, 387)
TAC / / S941P (32%, 387)
FKS1 / / /
ERG11 S405F (100%, 623) / /
ERG3 / / /
DSY2323 24 0,25 0,25 S935L (100%, 710
TAC1 G980E (100%, 710) / $941p ((100%, 710))
FKS1 / / /
Y132H (50%, 532)
ERG11 G464S (100%, 535) / /
DSY292 128 1 0,19 RA67K (100%, 535)
! ERG3 / / A351V (47%, 408)
TAC1 / / /
FKS1 / / /
[)
ERG11 g}éi’g ((i(())g‘y/: égg)) G450E (100%, 629) D116E (100%, 289)
DSY296 96 1 0,25 ERG3 / / /
TAC1 N977D (100%, 958) / /
FKS1 / / /
ERG11 D153E (46%, 402) / D116E (46%, 402)
ERG3 L193R (100%, 1615) / /
CAAL2 26 | >3z | 025 TAC1 / / S941P (100%, 728)
FKS1 / / /
Y132F (99%, 1667)
E266D (98%, 533)
ERG11 G448V (98%, 299) / /
CAAL74 64 0,094 0,064 va88i (97%, 299)
’ ’ £RG3 H28Y (45%, 804) / /
L193R (95%, 694)
TAC1 / / S941P (58%, 339)
FKS1 / / /

96




Tableau XVII : C. glabrata - Résultats du séquengage des isolats de la phase 1

Phase 1. Candida glabrata

. CMI E-test® (mg/L) Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)
Souche
FLZ VRZ CcspP AND MCF Géne Mutations attendues Mutations inédites
FKS1 / /
FKS2 / /
ATCC 2001 1,5 0,047 0,125
ERG11 / /
CgPDR1 / /
FKS1 / /
FKS2 S663P (100%, 856) /
D/748 24 0,5 >32 4 2
ERG11 / /
CgPDR1 / /
FKS1 / F1335L (100%, 669)
FKS2 S663P (100%, 660) M1331I1 (100%, 704)
4/Tg5 >256 8 >32 4 2
ERG11 / /
CgPDR1 / /
Tableau XVIII : C. parapsilosis - Résultats du séquengage des isolats de la phase 1
Phase 1. Candida parapsilosis
CMI E-test® (mg/L) Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)
Souche i
FLZ VRZ csp Géne Mutations attendues Mutations inédites Polym?r"phlsme
allélique
ATCC 22019 1 0,023 0,38 ERG11 F132Y (99,9%, 682) / /
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2.2.Phase 2

Tableau XIX : Nombre de séquences obtenues pour les différentes souches de la phase 2

Espéce Souche Nombre d’amplicons | Nombre de séquences
TOP 13 10836
C. albicans
CHE 13 13723
DUC 13 7797
Cus 13 9760
C. glabrata AHR 13 9759
CAP 13 7826
ALF 13 11768
RIV 5 2989
C. parapsilosis MAR 5 4551
CHA 5 6275
Total 106 86027

Un total de 86027 séquences a été obtenu lors de I'analyse des isolats de la phase 2. Cette

valeur est un peu plus faible que pour la phase 1, alors qu’un nombre moins important d’amplicons

ont été analysés simultanément. La profondeur de lecture moyenne était toutefois similaire, de

I'ordre de 810X, avec des variations inter-amplicons également importantes : de 215X (région HS1 du

géne FKS2, souche CAP) a 2984X (région 3 du géne ERG11, souche CHE).

Les mutations détectées pour les isolats de la phase 2 sont répertoriées dans les tableaux XX a XXII.

2.2.1. Candida albicans

L'analyse de la souche TOP (Tableau VI page 69), résistante a la caspofungine et a la

micafungine, a permis la mise en évidence d'une mutation associée a la résistance aux

échinocandines au sein de FKS1: la mutation S645P. Une mutation codante du gene ERG3 non

décrite jusqu’alors a également été détectée a I'état hétérozygote (fréquence : 51%) : D103N. Enfin,




guelques mutations correspondant au polymorphisme allélique ont été trouvées pour les genes
ERG11 (D116E) et TACI (S935L et S941P).

En revanche, aucune mutation associée a la résistance aux antifongiques, et en particulier
aux azolés, n’a été mise en évidence pour I'isolat CHE (Tableau VI page 69). Deux mutations codantes

du géne TACI, liées au polymorphisme allélique, ont toutefois été détectées: S935L et S941P.

2.2.2. Candida glabrata

Cing souches de C. glabrata ont été analysées au cours de la phase 2 (Tableau VI page 69) :
une était résistante ou de sensibilité intermédiaire aux antifongiques azolés (AHR), une était sensible
mais présentait des CMI élevées aux antifongique azolés (CUS), deux étaient résistantes a la
caspofungine (DUC et CAP), et une était résistante aux antifongiques azolés et sensible mais avec des
CMI élevées aux échinocandines (ALF). Aucune mutation associée a la résistance aux antifongiques
n’a été détectée pour les isolats résistants aux azolés : CUS, AHR et ALF. En revanche, une mutation
associée a la résistante aux échinocandines a été détectée pour chacune des souches DUC et CAP :
mutation F625S du gene FKS1 pour I'isolat DUC, et mutation S663P du géne FKS2 pour I'isolat CAP.

L’analyse des séquences obtenues pour la souche CAP a également révélé une duplication de
deux nucléotides AG en position 1021 du gene CgPDR1. Afin d’éliminer une éventuelle erreur de
séquencage, 'amplicon concerné a été analysé par la technique Sanger, qui a également mis en
évidence cette duplication (Figure 33). Cette duplication -1021AG a été confirmée a une troisieme
reprise en refaisant toutes les étapes (de la PCR1 au pyroséquencage). L’insertion de ces deux
nucléotides entraine un décalage du cadre de lecture, et conduit a I'apparition d’'un codon-stop UGA

en position 358 de la séquence d’acides aminés (Figure 33).
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Séquence nucléotidique

<— 1020

. & &

Séquence théorique TCCCAGGTAGAG==GCCTTTTCTTTI
Séquence GS Junior® TCCCAGGTAGAGAGGCCTTTTCTTTI
Séquence Sanger TCCCAGGTAGAGAGGCCTTTTCTTTI

Séguence protéique

< 340
' €— 358

Séquence théorique IESFFHSNOPl'_VDELFGLYSQVEHFSLQGL{EYC‘JHLYEPYHK]
Séquence souche CAP IESFFASHOPLYDELFGLYSOYERPFLCKYLYTYFTFHSLI *

t t

Duplication Codon-stop

Figure 33 : Comparaison des séquences nucléotidiques et protéiques de la souche CAP aux séquences de référence du
geéne CgPDR1 et de la protéine PDR1

2.2.3. Candida parapsilosis

Trois isolats cliniques de C. parapsilosis ont été analysés : un était résistant au fluconazole
(RIV), les deux autres étaient intermédiaire (CHA) ou sensible (MAR) mais avec une CMI élevée vis-a-
vis de cet antifongique. Aucune mutation du géne ERG11 n’a été détectée a une fréquence

supérieure a 10% lors de I'analyse de ces trois isolats.
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Tableau XX : C. albicans - Résultats du séquencage des isolats de la phase 2

Phase 2. Candida albicans

Souche

CMI E-test® (mg/L)

Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)

FLZ VRZ CcsP Géne Mutations Polymorphisme allélique

ERG11 / D116E (12%, 402)
ERG3 D103N (51%, 1584) /

R /
FKS1 S645P (100%, 852) /
ERG11 / /
ERG3 / /

CHE >256 >32 0,094 TACT / :gii:; ((ijz//: zg;))
FKS1 / /
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Tableau XXI : C. glabrata - Résultats du séquencage des isolats de la phase 2

Phase 2. Candida glabrata

Souche

CMI E-test® (mg/L)

FLZ

VRZ

csp

Géne

Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)

DUC

0,032

>32

FKS1

F625S (100%, 614)

FKS2

/

ERG11

CgPDR1

Cus

12

0,5

0,094

FKS1

FKS2

ERG11

CgPDR1

AHR

>256

1,5

0,047

FKS1

FKS2

ERG11

CgPDR1

CAP

0,008

FKS1

N T N S S S B B B

FKS2

S663P (93%, 215)

ERG11

/

CgPDR1

Duplication de 2 nucléotides en position 1021 (-1021AG) (100%, 492) :
décalage du cadre de lecture
- codon stop en position 358 (AA)

ALF

>256

>32

0,5

FKS1

FKS2

ERG11

CgPDR1

/
/
/
/
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Tableau XXII : C. parapsilosis - Résultats du séquencage des isolats de la phase 2

Phase 2. Candida parapsilosis

CMI E-test® (mg/L) Mutations codantes (fréquence, profondeur de lecture)

Souche FLZ VRZ CcsP Géne Mutations Polymorphisme allélique
RIV 8 0,125 | 0,25 ERG11 / /
MAR 2 0,047 0,38 ERG11 / /
CHA 4 0,064 0,25 ERG11 / /
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2.3.Phase 3

Tableau XXIIl : Nombre de séquences obtenues pour les différentes souches de la phase 3

Espéce Souche Nombre d’amplicons | Nombre de séquences

RIV A38 5 7483

C. parapsilosis LOR1 5 6250
LOR2 5 5604

FAU1 13 12353

C. glabrata FAU2 13 15302
CAP 1 1328

VIG E3 13 17205

VIG E19 13 15389

C. albicans

VIGE34 13 12051

SCH 13 14461

Total 94 108665

Au total, 108665 séquences ont été générées lors de I'analyse des 94 amplicons de la phase
3. La profondeur de lecture moyenne était donc trés importante, de I'ordre de 1150X, mais des
variations d’un facteur 5 ont été observées entre les différents amplicons : de 488X (région 1 du gene

TAC1, souche VIG E3) a 2648X (région 1 du géne ERG11, souche RIV A38).

2.3.1. Candida albicans

Trois isolats séquentiels VIG E3, VIG E19 et VIG E34 prélevés a différents temps chez un
méme patient (tableau VII page 70 et Figure 34), ainsi que l'isolat initial d’'un patient traité par
caspofungine au long cours, ont été analysés au cours de la phase 3.

Aucune mutation associée a la résistance aux antifongiques n’a été détectée pour les 3
isolats séquentiels, malgré un traitement par fluconazole (Tableau XXIV). Une mutation codante
conduisant a la substitution S941P a toutefois été mise en évidence au sein du gene TACI1, mais elle

correspond au polymorphisme allélique. Le profil de mutations codantes et non codantes était
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strictement identique entre les 3 isolats, ce qui suggere que tous correspondent la méme souche.
Ceci est en cours de confirmation par génotypage a I'Institut Pasteur (Unité Biologie et Pathogénicité

Fongiques — C. d’Enfert, M.E. Bougnoux).

VIG E3 VIGE19 VIG E34
26/03/12 05/04/12 28/04/12
| | l
| FLUCONAZOLE : 30 jours |
Figure 34 : Isolats VIG E3, VIG E19 et VIG E34
Tableau XXIV : Résultats du séquengage — isolats VIG E3, VIG E19 et VIG E34
VIG E3 VIG E19 VIG E34
FLZ 0,25 0,5 0,25
CMI (mg/L) VRZ 0,032 0,023 0,008
CSP 0,047 0,047 0,023
ERG11 / / /
Mutations
codantes ERG3 / / /
(séquence TAC1 S941P (97%, 1287) $S941P (98%, 1110) S941P (99%, 1191)
protéique)
FKS1 / / /
T549C (62%, 896) T549C (79%, 1082) T549C (100%, 878)
C658T (98%, 1739) C658T (99%, 1647) C658T (100%, 855)
T996C (98%, 1401) T996C (99%, 1691) T996C (100%, 1414)
G1020A (99%, 1401) | G1020A (100%, 1691) | G1020A (100%, 1414)
ERG11 T1140C (98%,1401) T1140C (98%,1691) T1140C (100%, 1414)
T1203C (98%, 1598) T1203C (99%, 1690) T1203C (100%, 1413)
C1296T (98%, 1598) C1296T (100%, 988) C1296T (100%, 923)
T1302C (98%, 1598) | T1302C (100%, 988) | T1302C (100%, 923)
Mutations G1440A (98%, 1598) | G1440A (100%, 988) | G1440A (100%, 923)
non codantes C1470T (98%, 1598) | C1470T (99%, 988) | C1470T (100%, 923)
(séquence ERG3 T306C (98%, 1862) T306C (100%, 1077) T306C (100%, 736)
nucléotidique)
T1977C (46%, 1020) T1977C (46%, 1710) T1977C (47%, 488)
G1998A (49%, 1020) G1998A (47%, 1710) G1998A (51%, 488)
TACI C2040T (49%, 1020) C2040T (48%, 1710) C2040T (53%, 488)
A2202G (54%, 1020) A2202G (55%, 1710) A2202G (49%, 488)
T2214C (55%, 1020) T2214C (55%, 1710) T2214C (51%, 490)
G2874A (97%, 1287) G2874A (98%, 1110) G2874A (99%, 1191)
K1 A1929T (45%, 1091) A1929T (51%, 677) A1929T (51%, 717)
T4230C (99%, 1368) | T4230C (100%, 795) | T4230C (100%, 796)
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Pour lisolat SCH (Tableau VII page 70), seules deux mutations codantes associées au
polymorphisme allélique ont été détectées a I'état hétérozygote au sein de TACI : S935L et S941P

(Tableau XXV).

Tableau XXV : Résultats du séquengage — isolat SCH

Mutati t
CMI E-test® (mg/L) utations codantes

Souche (fréquence, profondeur de lecture)
FLZ VRZ csp Géne | Mutations Polymorphisme
ERG11 / /
ERG3 / /
SCH 0,5 | 0,016 | 0,064 s ) $935L (53%, 1314)
S941P (54%, 1312)
FKS1 / /

2.3.2. Candida glabrata

Deux isolats séquentiels FAU1 et FAU2 prélevés a 13 jours d’intervalle chez un méme patient
ont été analysés (Tableau VIl page 70 et Figure 35). Une seule mutation codante a été mise en
évidence au sein du géne FKS2 : elle entraine la substitution G1365C, et n’a a priori pas été décrite
jusqu’alors. De maniére surprenante, cette mutation est présente chez I'isolat FAU1 et absente chez
I'isolat FAU2.

La vérification de l'identité de souche entre les isolats FAU1 et FAU2 par génotypage est en
cours (Université Pierre et Marie Curie-Paris6, UMR S945, Paris - C. Hennequin). Cependant, la forte
similarité des profils de mutations non codantes entre les 2 isolats laisse a penser qu’il s’agit bien de

la méme souche (Tableau XXVI).
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FAU1 FAU2
16/11/12 29/11/12

| |
—
| CASPOFUNGINE : 13 jours |

Figure 35 : Isolats séquentiels FAU1 et FAU2

Tableau XXVI : Résultats du séquengage — isolats FAU1 et FAU2

FAU1 FAU2
FLZ 8 12
CMI (mg/L) VRZ 0,064 0,125
csp 0,125 0,25
FKS1 / /
Mutations
(séquence ERG11 / /
protéique)
PDR1 / /
FKS1 / /
A1941T (100%, 1033) A1941T (100%, 777)
A1956G (100%, 1032) A1956G (100%, 776)
FKS2
T2119C (100%, 1032) T2119C (100%, 776)
C4104T (100%, 979) C4104T (100%, 1006)
_ G83A (100%, 724) G83A (100%, 2435)
Mutations C192T (100%, 724) C192T (100%, 2435)
non’coda“tes FRGI1T T768C (100%, 778) T768C (100%, 1140)
(S*{qufﬂjce T834C (100%, 778) T834C (100%, 1140)
nucléotidique) A1023G (100%, 712) A1023G (100%, 986)
T1557A (100%, 643) T1557A (100%, 774)
T871C (100%, 1144) T871C (100%, 1135)
C1749T (100%, 913) C1749T (100%, 1137)
PDR1 T2578C (100%, 964) T2578C (100%, 931)
T2994C (100%, 1187) T2994C (100%, 957)
G3156A (100%, 1186) G3156A (100%, 954)

2.3.3. Candida parapsilosis

Comme pour les souches de la phase 2, aucune mutation du gene ERG11 n’a été détectée a

une fréquence supérieure a 10% lors de I'analyse des isolats RIV A38, LOR1 et LOR2 (Tableau VIl page
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70). Il n’y a donc pas eu d’apparition ou de disparition significative de mutations entre les isolats

séquentiels RIV et RIV A38, et LOR1 et LOR2 (Tableaux XXVII et XXVIII et Figures 36 et 37).

LOR1
17/05/13

l

LOR2
05/06/13

l

—

FLUCONAZOLE : 18 jours

Figure 36 : Isolats LOR1 et LOR2

Tableau XXVII : Résultats du séquengage — isolats LOR 1 et 2

LOR1 LOR2
FLZ 4 8
CMI (mg/L) VRZ 0,19 0,25
Csp 0,25 0,5
Mutations ERG11 / /

L'identité de souches entre ces isolats a également été étudiée par génotypage, par I'équipe
de Jesus Guinea Ortega, a Madrid. Les isolats RIV et RIV A38 sont identiques. Les isolats LOR1 et LOR2
différent légérement, mais appartiennent cependant a un méme clone: ceci suggere un micro-

changement évolutif entre ces deux isolats.

RIV RIV A38
10/11/12 04/12/12

l l

—

AMBISOME®
1jour

Figure 37 : Isolats RIV et RIV A38

108



Tableau XXVIII : Résultats du séquengage — isolats RIV et RIV A38

RIV RIV A38
FLZ 8 8
CMI (mg/L) VRZ 0,125 0,125
CSP 0,25 0,5
Mutations ERG11 / /
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DISCUSSION

1. Aspects techniques

La faisabilité de la technique de pyroséquencage pour la détection de mutations associées a

la résistance aux échinocandines chez C. albicans a été mise en évidence en 2008.*%®

Depuis, cette
technique a subi de nombreuses améliorations et est aujourd’hui au centre d’'une des technologies
de séquencage nouvelle génération : la technologie 454 (Roche Diagnostics).!®® Cette étude est la
premiere a appliquer le pyroséquencage nouvelle génération a 'aide de la plateforme GS Junior®
(Roche Diagnostics) a la détection de mutations associées a la résistance aux antifongiques chez
Candida spp. Cette technologie, caractérisée par un haut débit, présente de nombreux avantages.
Une centaine d’amplicons correspondant a plusieurs génes d’'un méme isolat, de plusieurs isolats et
de plusieurs especes ont été analysés simultanément a chaque phase. Chaque amplicon a été
séquencé au minimum 200 fois, a partir des deux extrémités, ce qui permet la détection de
mutations avec une grande sensibilité. Toutefois, malgré la réalisation d’un pool supposé
équimoléculaire, la profondeur de lecture était tres variable d’un amplicon a I'autre. La plateforme
GS Junior® (Roche Diagnostics) permet de réaliser I'amplification clonale et le séquencage des
différents amplicons en moins de deux jours, avec un colt modéré (environ 10 € par amplicon).
Cependant, ces données ne prennent pas en compte le temps et le colt de préparation de la

bibliotheque d’amplicons : cette phase est pourtant la plus longue, et nécessite des réactifs et

équipements colteux (environ 20 € par amplicon hors petit matériel et automates).

La stratégie mise en place pour cette étude a initialement été testée sur trois souches de
référence exemptes de mutations et sept souches résistantes aux antifongiques possédant des

mutations caractérisées. Aucune mutation n’a été mise en évidence lors du séquencage des souches
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de référence. De plus, 'ensemble des mutations précédemment décrites pour les souches résistantes
a été retrouvé. Une mutation qui n’avait pas été répertoriée a méme été détectée pour un des
isolats analysés (C. albicans DSY296) : la substitution G450E de la protéine Ergllp. Cette mutation a
déja été décrite au sein d’isolats résistants aux antifongiques azolés, toutefois son implication dans la
résistance n’a pas été clairement démontrée.®®

A l'issue de cette premiere phase, nous avons pu conclure que la plateforme GS Junior®
(Roche Diagnostics) permettait la détection de mutations associées a la résistance aux antifongiques
chez Candida spp., chez des espéeces haploides ou diploides, avec une excellente spécificité et une

grande sensibilité.

2. Analyse d’isolats cliniques

La deuxiéme phase de cette étude avait pour objectif d’appliquer la technique de
pyroséquencage haut débit a I'analyse d’isolats cliniques d’intérét présentant des CMI élevées aux

azolés ou aux échinocandines.

Parmi les isolats résistants aux échinocandines, 'analyse de la souche TOP (C. albicans) a
permis la détection de plusieurs mutations de polymorphisme allélique, d’'une mutation du géne
FKS1 (S645P) et d’'une mutation hétérozygote du géne ERG3 (D103N).

La substitution de la sérine en position 645 de la protéine Fkslp est associée a un haut niveau
de résistance aux échinocandines : elle entraine une diminution de l'inhibition de la B-1,3-glucane
synthase par les échinocandines et une forte augmentation des CMI vis-a-vis de ces antifongiques

(supérieure aux augmentations de CMI conférées par les autres mutations de FkS1).*®!0!

Il s’agit
de la position de Fks1p la plus fréquemment mutée chez C. albicans, pour lagquelle trois substitutions

d’acides aminés ont été décrites : S645P, S645Y et S645F.** %12 E||e se situe au sein de la région HS1

de la B-1,3-glucane synthase, qui serait localisée a la face extracellulaire de la membrane
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cytoplasmique, 13 ot aurait lieu I'interaction entre les échinocandines et leur cible (Figure 38).*
Plusieurs échecs thérapeutiques sous caspofungine ont été décrits lors d’infections avec des isolats

de C. albicans porteurs de ces mutations.”*
Echinocandins

HS1 HS2

Figure 38 : Structure de la B-1,3-glucane synthase et positions putatives des régions HS1, HS2 et du site d’action des
échinocandines (D’aprés Perlin DS, Future Microbiol., 2011)

La protéine Erg3p participe a I'activité antifongique des azolés par synthése d’un composé
toxique pour la cellule fongique. Certains isolats s’adaptent a la pression exercée par ces
antifongiques par mutation du gene ERG3: la protéine Erg3p synthétise alors un composé non

3648110 ) 3 mutation du géne

toxique qui permet a la cellule fongique de résister a I'action des azolés.
ERG3 conduisant a la substitution d’acides aminés D103N n’a pas été décrite a ce jour. Son
implication dans la résistance aux antifongiques reste a définir. La souche TOP est sensible aux
azolés : toutefois, la mutation D103N est présente a I'état hétérozygote. Un essai d’induction de la
résistance aux antifongiques azolés par cultures successives est en cours pour cet isolat. Suite a
I'induction et si les CMI augmentent, 'isolat obtenu sera séquencé afin de vérifier si la mutation
D103N du gene ERG3 est présente a une fréquence supérieure a sa fréquence initiale (50%) et si
aucune autre mutation n’est apparue. L'implication de la mutation D103N dans la résistance aux

antifongiques azolés chez C. albicans sera ensuite confirmée ou non par la construction de mutants

porteurs de cette mutation et I'étude de leur phénotype.
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Le séquencage de la souche DUC a permis de détecter une mutation de FKS1 associée a la
résistance aux échinocandines chez C. glabrata : F625S. Cette mutation, située au sein de la région
HS1 de la protéine Fkslp, est décrite a une faible fréquence, présente chez environ 2% des isolats de
C. glabrata possédant des mutations de FKSI ou FKS2.”® Elle confére des CMI élevées vis-3-vis des
trois échinocandines, et est responsable d’une diminution de I'activité catalytique du complexe B-

1,3-glucane synthase.'"

Deux mutations ont été mises en évidence lors de I'analyse des séquences obtenues pour la
souche CAP (C. glabrata), résistante aux échinocandines et sensible aux azolés: une mutation du
géne FKS2 conduisant a la substitution d’une sérine par une proline en position 663, ainsi qu’une
duplication de deux nucléotides AG en position 1021 du géne CgPDR1.

La substitution S663P de la protéine Fks2p est la mutation la plus fréquemment impliquée

48,114

dans la résistance aux échinocandines chez C. glabrata. Elle entraine une diminution importante

de l'activité catalytique de Fks2p, ainsi qu’une diminution de la sensibilité de cette enzyme aux

13115 | 3 mutation S663P est

échinocandines qui se traduit par une forte augmentation des CMI.
également associée a une perte de fitness de la levure, qui se traduit notamment par un taux de
croissance plus faible in vitro en 'absence d’antifongiques.” La présence de cette seule mutation
suffit & entrainer une résistance aux échinocandines chez C. glabrata. *° Plusieurs études ont mis en
évidence cette mutation au sein d’isolats cliniques suite a un traitement prolongé par caspofungine

58,116,117

ou anidulafungine. L'impact clinique de la mutation S663P est variable: toutefois, il

semblerait qu’une majorité des patients infectés par une souche de C. glabrata porteuse de cette
mutation ne répondent pas ou rechutent lors d’un traitement par échinocandines.®***®

La duplication de deux nucléotides en position 1021 du géne CgPDR1 entrainerait I'apparition
d’un codon-stop et générerait la production d’une protéine CgPdrlp tronquée au niveau du domaine

inhibiteur (sous réserve qu’aucune mutation ne soit présente en amont de la région séquencée,

entre les nucléotides 1 et 803 du gene CgPDR1) (Figure 39). D’apres la structure putative de Pdrlp
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(établie par analogie avec les protéines Pdrlp et Pdr3p de S. cerevisiae), cette protéine tronquée
aurait la capacité de se fixer a I’ADN via sa partie N-terminale, mais ne permettrait pas I'activation de
la transcription des genes CgCDR1, CgCDR2 et CgSNQ2 impliqués dans la résistance aux antifongiques
azolés : en effet, le domaine activateur putatif de ce facteur de transcription serait situé a I’extrémité

C-terminale de la protéine (Figure 39).*

Domaine de « Middle Homology
liaison a 'ADN Region »
Codon-stop
- lllﬂ e et
—-— — ——
29 66 312 382 539 632 800 1107
<~ > Ré¢
\Z
Domaine Domaine
inhibiteur activateur

Figure 39 : Structure putative du facteur de transcription CgPdrl (Adapté de Ferrari S et al, Plos Pathogen, 2009)

Les mutations gain de fonction de CgPDR1 sont responsables d’une hyperactivité du facteur
de transcription CgPdrlp et d’'une surexpression des génes des transporteurs ABC sous son controle :
CgCDR1, CgCDR2 et CgSNQ2. Il en résulte un efflux accru des antifongiques azolés, a I'origine d’une

sensibilité diminuée ou d’une résistance a ces antifongiques.®®** A |

‘inverse, la délétion du gene
CgPDR1 (délétion du geéne entier par la technique PRODIGE (Promoter-dependent disruption of
genes)) est responsable d’'une perte de régulation de CDR1 et CDR2, et d’'une augmentation

importante de la sensibilité aux azolés.'*®'*

Le phénotype attendu pour la souche CAP, possédant
une protéine CgPdrlp probablement non fonctionnelle, devrait donc étre similaire a celui observé en

I’'absence de production de CgPdrlp, c’est-a-dire une grande sensibilité (hypersensibilité ?) aux

azolés. Nous nous sommes donc concentrés sur les CMI de la souche CAP vis-a-vis des antifongiques
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azolés. Les CMI déterminées par la méthode E-test® étaient effectivement basses, 1 mg/L pour le
fluconazole et 0,008 mg/L pour le voriconazole. Des valeurs similaires ont été obtenues par une
méthode de détermination des CMI en milieu liquide (Sensititre® YeastOne® (MCS Diagnostics)) :
fluconazole 0,5 mg/L, itraconazole 0,03 mg/L, voriconazole 0,008 mg/L et posaconazole 0,015 mg/L.
Ces CMI ont été comparées aux distributions de CMI habituellement observées pour C. glabrata
(Figure 40), confirmant que la souche CAP est une souche particulierement sensible aux

antifongiques azolés.'”

L’objectif premier était de détecter des mutations gain de fonction (GOF) :
or, a notre grande surprise, cette mutation semble générer a I'inverse une perte de fonction (Loss of
Function — LOF). Des analyses supplémentaires sont programmées pour confirmer I'implication de la
duplication -1021AG du gene CgPDR1 dans la sensibilité de la souche CAP aux azolés, parmi

lesquelles le séquencage de l'intégralité du géne CgPDR1 et I'étude des transcrits CgPDR1, CgCDR1,

CgCDR2 et CgSNQ2 par RT-PCR.

Il s’agit a notre connaissance de la premiere description de cette duplication a partir d’'une
souche clinique. Une autre mutation responsable de la synthése d’une protéine CgPdrlp tronquée a
été rapportée par Vandeputte et coll. pour deux isolats cliniques : toutefois, elle introduit un codon-
stop dans la partie C-terminale de CgPdrlp (en position 728) et est associée a une surexpression de
CgPDR1 et de CgCDR1.*' La co-existence d’une résistance aux échinocandines et d’une
hypersensibilité aux azolés au sein d’un méme isolat est surprenante. La duplication des deux
nucléotides du géne CgPDR1 de l'isolat CAP pourrait étre apparue secondairement a la mutation

S663P afin de compenser la perte de fitness liée a cette mutation.
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MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Figure 40 : Distribution des CMI de C. glabrata vis-a-vis du fluconazole et du voriconazole (méthode E-test® - EUCAST)

Aucune mutation associée a la résistance aux azolés n’a pu étre mise en évidence lors de
I'analyse d’isolats cliniques résistants a ces antifongiques, malgré le séquencage de l'intégralité de
deux genes : ERG11 (C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis) et ERG3 (C. albicans). Toutefois, seul
un isolat de C. albicans résistant aux antifongiques azolés (CHE) a été étudié. De plus, I'altération de
la lanostérol-14a-démethylase par mutation du gene ERG11 n’est pas un mécanisme de résistance

aux azolés fréquent chez C. glabrata et C. parapsilosis. De maniere plus surprenante, aucune
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mutation du géne CgPDR1 n’a été mise en évidence au cours la phase 2 malgré le séquencage de la
quasi-totalité des régions hot spot définies par Ferrari et coll., et I'analyse de trois isolats de C.
glabrata présentant une résistance ou des CMI élevées aux azolés.*?

Alors que les mutations des génes FKS sont regroupées au sein de régions hot spot de petite
taille,”* les mutations impliquées dans la résistance aux antifongiques azolés sont souvent dispersées

sur 'ensemble du cadre de lecture des génes concernés.*®** C

‘est notamment le cas du géne TACI,
qui n’a été que partiellement séquencé dans cette étude.

La stratégie expérimentale utilisée dans cette étude ne permet pas un séquencage exhaustif
de I'ensemble des genes impliqués dans la résistance aux antifongiques azolés. Certains des isolats
analysés au cours de la phase 2 possedent peut-étre des mutations au sein de genes qui n’ont pas

été étudiés : MRR1 ou UPC2 par exemple, voire d’autres génes dont I'implication dans la résistance

aux antifongiques n’a pas encore été démontrée a ce jour.

L'analyse d’isolats séquentiels prélevés avant et aprés traitement antifongique chez deux
patients colonisés ou infectés par C. albicans (VIG) ou C. parapsilosis (LOR) n’a pas permis de mettre
en évidence d’apparition ou de disparition de mutations malgré des temps d’exposition prolongés au
fluconazole : respectivement 30 jours et 19 jours. De plus, aucune mutation associée a la résistance
aux antifongiques n’a été mise en évidence lors de I'analyse des deux isolats séquentiels de C.
glabrata du patient FAU, traité 13 jours consécutifs par caspofungine. Toutefois, une mutation
codante de FKS2 a été détectée pour le premier isolat (FAU1) mais n’a pas été retrouvée pour le
deuxieme (FAU2). Cette mutation, G1365C, se situe quelques acides aminés en amont de la région
HS2 de Fks2p. Son implication dans la résistance aux échinocandines est peu probable : la souche
FAU1 est d’ailleurs sensible a la caspofungine. Cette disparition d’une mutation est assez étonnante.
Elle nécessite d’étre confirmée par la répétition de toutes les étapes de I'extraction au séquencage,
afin d’éliminer une éventuelle erreur technique. Par ailleurs, I'identité de souche entre les isolats

FAU1 et FAU2 est en cours de vérification.
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Alors que I'émergence de virus résistants sous pression antirétrovirale est souvent tres
rapide (moins de 15 jours par exemple pour le virus de I’hépatite C en présence du télaprévir (anti-
protéase NS3 de premiere génération)), I'exposition prolongée a des antifongiques ne semble pas

122123 | e génome des microorganismes eucaryotes,

modifier rapidement le génotype de Candida spp.
hautement complexe, ne posséde probablement pas la méme plasticité que celui des virus ou des
procaryotes. Toutefois, cette apparente stabilité du génome doit étre interprétée avec prudence :
seul un faible nombre d’isolats a été analysé dans cette étude et un séquencage seulement partiel
des genes impliqués dans la résistance aux antifongiques a été réalisé, notamment pour C.
parapsilosis (un seul gene séquencé) et les azolés. De méme, si le temps d’exposition aux
antifongiques des isolats analysés au cours de la phase 3 était non négligeable (de 13 a 30 jours), une
imprégnation antifongique plus importante est peut-étre nécessaire a I'émergence de résistance
génomique. Shields et coll. ont montré que la présence de mutations des génes FKS chez C. glabrata
était associée a un traitement antérieur par échinocandines: la durée de ce traitement était
significativement plus longue pour des isolats de C. glabrata porteurs de mutations des genes FKS
(médiane : 55 [7-188] jours) que pour des isolats sauvages (médiane : 13 [3-84] jours). Ces durées

étaient toutefois trés variables d’un isolat a I'autre.®*”’

Il semblerait néanmoins qu’un traitement
court par une échinocandine n’entraine pas de mutations du génome de C. glabrata. Les résultats du
séquencage de l'isolat FAU2 (absence de mutation des genes FKS aprés 13 jours de traitement par
caspofungine) sont en accord avec cette observation. Ceci est plutdt rassurant si 'on estime que la

durée moyenne du traitement d’une candidémie par la caspofungine se situe autour de 15 jours.

L’étude d’un plus grand nombre d’isolats séquentiels s’avere nécessaire.
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3. Perspectives

3.1.Séquencage de génes ou régions de génes supplémentaires

La plateforme GS Junior® et la stratégie utilisée dans cette étude sont tout a fait adaptées a
la détection et a la caractérisation de mutations associées a la résistance aux échinocandines chez
Candida spp. Elles permettent un séquencage exhaustif des régions hot spot des genes FKS. Une
mutation des geénes FKS1 ou FKS2 a été mise en évidence pour chacun des isolats résistants aux
échinocandines analysés dans cette étude.

En revanche, la stratégie expérimentale utilisée ne permet pas a ce jour un séquencage
exhaustif de I'ensemble des genes impliqués dans la résistance aux antifongiques azolés chez
Candida spp. Elle n’a pas permis de trouver une explication a la résistance aux azolés des isolats
analysés, malgré le séquencage de quatre genes majeurs : ERG11, ERG3, TACI1 et CgPDR1.

Le séquencage simultané des principaux genes impliqués dans la résistance aux azolés et aux
échinocandines a permis de mettre en évidence des mutations inattendues, en particulier la
duplication de deux nucléotides du gene CgPDR1, probablement responsable d’une hypersensibilité
aux azolés chez un isolat résistant a la caspofungine. Ce résultat nécessite de plus amples
investigations (s’agit-il d’'un hasard ou d’un éventuel mécanisme de compensation ?), mais souligne
I'importance de I'analyse simultanée et la plus exhaustive possible des génes impliqués dans la
résistance aux antifongiques. Le séquencage d’un seul geéne ou la recherche ciblée des mutations les
plus communes ne peuvent suffire a la compréhension des mécanismes de résistance, ou la
prédiction de I'évolution vers la résistance phénotypique voire I'échec clinique chez Candida spp. Il
serait donc intéressant de séquencer des régions supplémentaires voire l'intégralité de certains
génes analysés seulement en partie dans cette étude (comme TACI1 ou CgPDR1), ainsi que d’autres
génes impliqués dans la résistance aux antifongiques, comme UPC2 et MRR1 (codant pour des

facteurs de transcription). La plateforme GS Junior® devrait permettre le séquencage de ces
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amplicons en parallele des régions déja analysées dans cette étude, tout en maintenant une

profondeur de lecture suffisante.

D’autres causes non génétiques comme les mécanismes d’adaptation au stress (voies médiée
par la calcineurine ou la protéine HSP90) ou la formation de biofilms peuvent également expliquer a

la résistance aux antifongiques.'*

3.2. Applications

Sur le plan épidémiologique, I'analyse d’isolats séquentiels a plus grande échelle permettra
d’étudier plus précisément la cinétique d’apparition ou de disparition des mutations sous pression
antifongique. De plus, des mutations inédites et potentiellement impliquées dans la résistance aux

antifongiques pourront encore étre mises en évidence lors de I'analyse d’isolats supplémentaires.

Sur le plan thérapeutique, des études récentes ont montré que la présence de mutations des
génes FKS chez C. glabrata était prédictive d’'un échec clinique lors d'un traitement par

échinocandines.®*®*

Ce marqueur génotypique serait plus spécifique que la présence de CMI élevées
pour prédire un échec sous traitement.®* Actuellement réservée a la recherche, I'utilisation de la
plateforme GS Junior® en pratique clinique permettrait de détecter de maniére précoce et spécifique
des isolats a risque d’évolution vers la résistance phénotypique voire I'’échec clinique sous pression
antifongique. Quelques adaptations de la stratégie expérimentale proposée dans cette étude seront

toutefois nécessaires en vue d’une utilisation « en routine », notamment en ce qui concerne la

préparation de la bibliotheque d’amplicons.

La technique mise au point dans cette étude pourrait également étre transposée a I'étude

des mutations impliquées dans la résistance aux antifongiques chez d’autres pathogénes fongiques,
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notamment chez Aspergillus spp. En effet, des mutations des génes codant pour la lanostérol-14a-
déméthylase (Cyp51A ou Ergll) ou la B-1,3-glucane synthase (Fks1) associées a la résistance aux
antifongiques azolés ou aux échinocandines ont également été identifiées chez ces champignons

filamenteux.***?*

D’autres mutations situées dans le promoteur du gene ERG11 entrainent une
résistance a tous les azolés et seraient liées a une pression de sélection environnementale due a
I'utilisation massive de fongicides azolés en agriculture.'”® La survenue d’infections dues & des
souches initialement multi-résistantes est trés préoccupante, notamment en ce qui concerne les
aspergilloses invasives, et fait actuellement 'objet d’une surveillance internationale.®’ L’utilisation
des technologies de séquencage nouvelle génération permettrait de détecter précocement des

isolats d’Aspergillus spp. porteurs de ces mutations et permettrait également la détection de

nouvelles mutations.
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CONCLUSION

Cette étude a montré qu’il était possible de séquencer simultanément et avec une grande
fiabilité plusieurs génes impliqués dans la résistance aux antifongiques pour un méme isolat,
plusieurs isolats et plusieurs espéces de Candida spp., grace a la plateforme GS Junior® (Roche
Diagnostics). La méthode mise au point a permis de détecter I'ensemble des mutations attendues
lors de l'analyse de souches de génotype connu, avec une profondeur de lecture importante
(supérieure a 200X). De plus, une mutation inédite a pu étre décrite pour un des isolats. Par ailleurs,
aucune mutation n’a été retrouvée lors de I'analyse de souches de référence, exemptes de
mutations.

Parmi les isolats cliniques testés, des mutations associées a la résistance aux échinocandines
ont été mises en évidence pour les trois isolats résistants a la caspofungine : S645P (C. albicans),
F625S (C. glabrata) et S663P (C. glabrata). Deux mutations non décrites jusqu’alors ont également
été détectées: une mutation hétérozygote du gene ERG3 conduisant a la substitution d’acides
aminés D103N chez un isolat de C. albicans sensible aux azolés, ainsi qu’une duplication de 2
nucléotides au sein du gene CgPDRI1 chez un isolat de C. glabrata. Cette mutation entrainerait la
production d’une protéine Pdrl tronquée et non fonctionnelle, et pourrait étre responsable non pas
d’une résistance, mais au contraire d’'une plus grande sensibilité de la souche aux antifongiques
azolés.

L'analyse d’isolats séquentiels prélevés avant et aprées traitement antifongique chez trois
patients colonisés ou infectés par C. albicans, C. glabrata ou C. parapsilosis n’a pas permis de mettre
en évidence d’apparition ou de disparition de mutations malgré des temps d’exposition prolongés
aux antifongiques: respectivement 30 jours (fluconazole), 13 jours (caspofungine) et 19 jours
(fluconazole). Cette stabilité apparente du génome est intéressante mais doit étre interprétée avec

prudence car un faible nombre d’isolats a été analysé et la stratégie expérimentale ne permet pas le
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séquencage exhaustif de 'ensemble des genes impliqués dans la résistance, notamment pour les
azolés.

La plateforme GS Junior® est parfaitement adaptée a la détection et a la caractérisation de
mutations associées a la résistance aux azolés et aux échinocandines chez Candida spp. Ces premiers
résultats ouvrent des perspectives plus larges dans I'étude du génome de Candida spp., comme
I'augmentation du panel des génes d’intérét par I'adjonction de MRR1 et UPC2 en particulier.
Actuellement réservée a la recherche, son utilisation en pratique clinique permettrait de détecter
précocement des isolats porteurs de ces mutations, afin d’adapter le traitement antifongique et de
prévenir I'émergence de résistance voire I'échec clinique. Enfin, cette technique pourrait étre
également appliquée a I'étude des mutations associées a la résistance aux antifongiques chez

d’autres pathogénes fongiques d’intérét médical dont Aspergillus spp.
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ANNEXES

Annexe 1 : Clinical Breakpoints (CBP)

Les seuils utilisés dans cette étude sont indiqués en caractéres gras.

CLsI
Seuils (mg/L)
Espece Antifongique
S SDD I R
Fluconazole <2 4 28
Itraconazole <0,12 0,25-0,5 21
Posaconazole
C. albicans Voriconazole <0,12 0,25-0,5 21
Anidulafungine <0,25 0,5 21
Caspofungine <0,25 0,5 21
Micafungine <0,25 0,5 21
Fluconazole <32 264
Itraconazole
Posaconazole
C. glabrata Voriconazole
Anidulafungine <0,12 0,25 >0,5
Caspofungine <0,12 0,25 >0,5
Micafungine <0,06 0,12 >0,25
Fluconazole <2 4 28
Itraconazole
Posaconazole
C. parapsilosis Voriconazole <0,12 0,25-0,5 21
Anidulafungine <2 4 28
Caspofungine <2 4 28
Micafungine <2 4 28

(Pfaller MA - Diekema DJ, JCM, 2012)




EUCAST

Seuils (mg/L)
Espece Antifongique
S R
Fluconazole <2 >4
Itraconazole
Posaconazole <0,06 >0,06
C. albicans Voriconazole <0,12 >0,12
Anidulafungine <0,03 >0,03
Caspofungine
Micafungine <0,016 >0,016
Fluconazole <0,002 >32
Itraconazole
Posaconazole
C. glabrata Voriconazole
Anidulafungine <0,06 >0,06
Caspofungine <0,5* >0,5%
Micafungine <0,03 >0,03
Fluconazole <2 >4
Itraconazole
Posaconazole <0,06 >0,06
C. parapsilosis Voriconazole <0,12 >0,12
Anidulafungine <0,002 >32
Caspofungine
Micafungine <0,002 >2

EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 6.1, valid from 2013-03-11
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/AFST/Antifungal breakpoints v 6.1.pdf)

* L'EUCAST n’a pas défini de CBP pour C. glabrata et la caspofungine : le seuil présenté ici a été
proposé dans Arendrup MC, AAC, 2012
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Annexe 2 : Protocole d’extraction de I’ADN de Candida spp.

Pré-culture des levures :

e Ensemencer 4 a 5 colonies prélevées sur milieu solide dans 5 mL de milieu YPD liquide
(Extrait de levure 2 %, Peptone 1 %, Glucose 2 %)

e Incuber 20 h a 30°C, sous agitation (200 rpm)

Récupération et lavage des levures :

e Récupérer les levures par centrifugation : 10 min, 4000 rpm

e Réaliser 2 lavages successifs des levures :
Ajouter 1 mL de tampon TE (Tris 10 mM — EDTA 1 mM, pH 8) au culot
Centrifuger : 6 min, 8000 rpm

e Reprendre le culot par 1 mL de tampon de lyse (Tris 50 mM — NaCl 150 mM, pH 7,5)

Lyse mécanique des levures :

e Transférer la suspension de levures dans un tube contenant des billes

e Réaliser la lyse mécanique des levures a I'aide du Magnalyser (Roche Diagnostics) : 1 min,
7000 rpm
Placer le tube dans la glace immédiatement aprés la lyse.

e Centrifuger (5 min, 800 rpm, 4°C) et récupérer le surnageant

e Rincer les billes par ajout de 0,5 mL de tampon de lyse et centrifugation (5 min, 800 rpm, 4°C)

e Pooler les 2 surnageants

e Centrifuger (10 min, 4000 rpm, 4°C)

e Reprendre le culot par 200 pL de tampon TE

Lyse chimigue des levures (QlAamp® DNA Mini kit, Qiagen) :

e Ajouter 180 pL de tampon ATL, 20 puL de protéinase K et 2 uL de carrier poly A. Vortexer 15 s.
Centrifuger brievement pour récupérer les éventuelles gouttes présentes dans le bouchon.

e Incuber 10 min a 56°C sous agitation. Centrifuger brievement.

e Incuber 10 min a 95°C (étape d’inactivation de la protéinase K). Centrifuger brievement.

e Congeler I'échantillon 3-4 min a -80°C

e Réaliser une décongélation rapide par incubation 2-3 min a 95°C.

Centrifuger brievement pour récupérer les éventuelles gouttes présentes dans le bouchon.
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Extraction de 'ADN (QlAamp® DNA Mini kit, Qiagen) :

e Ajouter 200 pL de tampon AL. Vortexer 15 s pour obtenir une solution homogéne.
* Incuber 10 min a 70°C.
Centrifuger brievement pour récupérer les éventuelles gouttes présentes dans le bouchon.
e Ajouter 200 pL d’éthanol 96%. Vortexer 15 s.
Centrifuger brievement pour récupérer les éventuelles gouttes présentes dans le bouchon.
e Transférer le contenu du tube dans une colonne QlAmp. Fermer la colonne.
e Centrifuger : 1 min, 8000 rpm
e Jeter le tube collecteur, et transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur.
e Ajouter 500 pL de tampon AW1. Fermer la colonne.
e Centrifuger : 1 min, 8000 rpm
e Jeter le tube collecteur, et transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur.
e Ajouter 500 pL de tampon AW2. Fermer la colonne.
e Centrifuger : 3 min, 14000 rpm
e Jeter le tube collecteur, et transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur.
e Centrifuger : 1 min, 14000 rpm
e Jeter le tube collecteur, et transférer la colonne dans un tube Eppendorf
e Ajouter 50 pL de tampon AE. Fermer la colonne.
¢ Incuber 5 min a température ambiante
e Centrifuger : 1 minute, 8000 rpm

e Jeter la colonne. Congeler le tube Eppendorf contenant I’ADN extrait a -20°C
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Annexe 3 : Liste des amorces utilisées pour la PCR1

Séquence type : > amorce universelle —amorce spécifique® (environ 40 paires de bases)

Amorces universelles | Forward | TGTAAAACGACGGCCAGT
M13 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTATTCTTTCCATATTACTTGTCTTC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAGCAGAAACATCAGATAATTTAG
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTATGACGGTTTATTTAGGTCC
"2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAATATAGTTGAGCAAATGAACG
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTGCTTCAAGATCTTTATTTGGTG
FRG1T "3 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCACCTAAATGTAACAAGAACC
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCTTATGGGTGGTCAACATAC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAGTATCCCATCTAGTTGGATC
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCCAATTATATTGTTCCAAAAGGTC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCGAAAGAAAGTTGCCGTTT
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTAGCAGATGAGGCCAAACC
. 1 " Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCAAATTGGTTCCTGACTCTGGT
8 Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTTGCTATGCTCAGTCACCAA
% "2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTATTGGACTCGGGGTTTTCC
" Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTCTTTCGGATTCGGTTTAGC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTTTCTCTGAAAATGTTTGATCTGG
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTTTTCCCAGCTACTGATTTCAT
"2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCCACAATCGGTGAAAAGAATG
FRG3 Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCATTCCAGTTATGGTTTT
"3 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCCATTGACAACTGGGTCATT
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCAGTTGATGGGTTCTTCC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCAATGGTCCAAAACAAAGATG
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCATGCCATTGGGTGGTTTAT
i Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTGAACGACCAATGGAGAAGA
FeL Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCTATGGTCATCCAGGTTTCCA
52 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCACCAACGGTCAAATCAGTG
s oL Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCTTCATGTCCATTGTCTT
_§ reit Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCAACTTGGCGTTGAAGATGA
E, Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCAAAAGAAATACGGTGA
© 2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAGTAAGCGAAGTCGGTGTCC

138




Forward

TGTAAAACGACGGCCAGTCAACGAAAACAACTCCGGTA

"3 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCGCCAAATGCAATAGACACCA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTGGTACTAAGATGACCGACCAA
e Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCACTGGAAGAAGCAGCATCA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTGTCCCAAGGGACTACCAC
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTGACCATTGATTATTGGAAGAAAA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAAGTGCCACCACTAAGTCA
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCGACTCTTCATTGATATGGTGA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTGTGAAGCGGAAGAAATGCTC
"2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCAGAAACTCCACCCTATCCAGA
CoPDRI Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCATGAAGGGGCATCTTAACAG
"3 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCGCAAGGTCAGGGCATACTTC
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTGATACCACCACCGCTGTTTC
e Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCAGGCTATGCACACTGTCTAAA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTTTTCTCAGTCATGCCATTG
el Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCCAACGGAAAAGACAGTGTTG
Fret Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCTACTATGCGCACCCTGGTT
s Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCACCACCAACAGTCAAATCG
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTGGCCACTGTTTTATTCTTCTCG
el Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCCAACAGAGAAGACAGTGTTGA
o2 Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTACTATGCGCATCCTGGTTTC
s Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCACCACCCACAGTCATGTCAC
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCTACCTTCGTTCATCCA
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCGGCGTCTTCAGCAGAAACAT
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTCCCAAGGGTCATGAATTTGT
2 2 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTTGATTGGGGTGAATCCTTT
% Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTTTGATGCTTCATTTGCTCA
§ Freid "3 Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCATCCAAGTTGCCACCTTTACC
3 Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTTGTTGCATTTGGCTGAGAAG
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCCACCAAATGGCAAATACGAA
Forward | TGTAAAACGACGGCCAGTACCCTCACAGATGGGATGAA
" Reverse | CAGGAAACAGCTATGACCTCTGCATTAAACCCCATTGA
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Annexe 4 : Liste des amorces utilisées pour la PCR2

Séquence type : *Amorce A ou B — Clé —

— Amorce universelle* (53 paires de bases)

Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PeR2-Mib 1 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PeR2-MIb2 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PER2-MID3 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PeR2-MID4 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PER2-MIBS Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PeR2-MID e Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PeR2-MIb7 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PER2-MID® Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PER2-MID3 Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
Forward | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TGTAAAACGACGGCCAGT
PCR2-MID 10
Reverse | CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC
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Annexe 5 : Protocoles de purification des produits de PCR a I'aide des billes
magnétiques Agencourt AMPure XP (Beckmann Coulter).

Protocole TUBE

Préparatifs :
1. Préparer 2 tubes par amplicon (tubes Eppendorf 1,5 mL autoclavés) :
e 1 tube pour la purification
e 1 tube étiqueté pour récupérer et stocker les produits de PCR purifiés
2. Régler le bloc chauffant a 37°C.

3. Préparer I'éthanol 70% (nécessité de 400 pL d’éthanol 70%/amplicon).

Purification :
4. Centrifuger les produits de PCR.
5. Déposer 10 pL d’eau biologie moléculaire dans chaque tube.
6. Ajouter 10 pL de produits de PCR a chaque tube.
7. Vortexer les billes AMPure XP pendant 20 secondes (jusqu’a re-suspension complete).
8. Ajouter 20 pL de billes AMPure XP par tube.
Vortexer 5 secondes (jusqu’a I'obtention d’un mélange homogéne).
9. Incuber 10 min a température ambiante.
10. Incuber 5 min a température ambiante sur le portoir magnétique.

11. Eliminer le surnageant.

Lavages :
12. Retirer les tubes du portoir magnétique.
13. Ajouter 200 pL d’éthanol 70% a chaque tube. Vortexer 5 secondes.
14. Incuber 1 min (ou jusqu’a ce que le surnageant soit clair) sur le portoir magnétique.
15. Eliminer le surnageant (autant que possible).
16. Répéter les étapes 12 a 15 une fois supplémentaire.

17. Placer les tubes ouverts sur le bloc chauffant a 37°C pendant 5 min (séchage du culot).

Elution des produits de PCR purifiés :

18. Ajouter 10 pL de tampon TE pH 8 qualité biologie moléculaire par tube. Vortexer 5 secondes.

19. Incuber 2 min a température ambiante sur le portoir magnétique.
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20. Transférer les produits de PCR purifiés dans de nouveaux tubes étiquetés.

21. Stocker les produits de PCR purifiés a -20°C.

Protocole PLAQUE

Préparatifs :

1.
2.

Préparer une plaque 96 puits pour la purification (Plaque Nunc™ utilisée en sérologie)
Préparer des barrettes pour récupérer et stocker les produits de PCR purifiés (8
amplicons/barrette).

Préparer I'éthanol 70% (nécessité de 200 pL d’éthanol 70%/amplicon).

Purification :

o N o u

9.

10.
11.

Centrifuger les produits de PCR.

Déposer 10 pL d’eau biologie moléculaire dans chaque puits.

Ajouter 10 pL de produits de PCR a chaque puits.

Vortexer les billes AMPure XP pendant 20 secondes (jusqu’a re-suspension compléte).
Ajouter 20 uL de billes AMPure XP par puits. « Flush» : 12 fois minimum (jusqu’a I'obtention
d’un mélange homogeéne).

Incuber 10 min a température ambiante.

Incuber 5 min a température ambiante sur le portoir magnétique.

Eliminer le surnageant (a la pipette multicanaux : 4 puits maximum).

Lavages :

12.
13.
14,

15.
16.
17.
18.

Retirer la plague du portoir magnétique.

Ajouter 100 pL d’éthanol 70% a chaque puits. « Flush» : 5 fois minimum.

Tapoter la plaque, et effectuer des mouvements de rotation sur le portoir magnétique pour
remettre le culot en suspension.

Incuber 1 min (ou jusqu’a ce que le surnageant soit clair) sur le portoir magnétique.
Eliminer le surnageant (autant que possible).

Répéter les étapes 12 a 16 une fois supplémentaire.

Laisser les culots sécher a température ambiante pendant 10 a 20 min.
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Elution des produits de PCR purifiés :

19. Ajouter 10 pL de tampon TE pH 8 qualité biologie moléculaire par puits.

20. Tapoter la plaque, et effectuer des mouvements de rotation sur le portoir magnétique pour
remettre le culot en suspension.

21. Incuber 2 min a température ambiante sur le portoir magnétique.

22. Transférer les produits de PCR purifiés dans des barrettes identifiées (ne pas utiliser la
pipette multicanaux).

23. Stocker les produits de PCR purifiés a -20°C.
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Annexe 6 : Analyse des produits de PCR — Agilent Bioanalyzer DNA 1000 Kit

Agilent DNA 1000 Assay Protocol - Edition April 2007

Handling DMSO
m Kit components contain DMSO. Because the dye binds to nucleic acids, it should be treated as a

potential mutagen and used with appropriate care.

Wear hand and eye protection and follow good laboratory practices when preparing and
handling reagents and samples. Handle the DMSO stock solutions with particular caution as
DMSO is known to facilitate the entry of organic molecules into tissues.

Preparing the Gel-Dye Mix

1 Allow DNA dye concentrate (blue ®) and DNA gel matrix (red ®) to equilibrate to gel-dye mix
room temperature for 30 min. 25ul dye

2 Vortex DNA dye concentrate (blue ®) and add 25 pl of the dye to a DNA gel matrix vial
(red @). ;

3 Vortex solution well and spin down. Transfer to spin filter.
4 Centrifuge at 2240 g + 20 % for 15 min. Protect solution from light. Store at 4 °C.

Loading the Gel-Dye Mix

1 Allow the gel-dye mix equilibrate to room temperature for 30 min before use.

Put a new DNA chip on the chip priming station.

Pipette 9.0 pl of gel-dye mix in the well marked @.

Make sure that the plunger is positioned at 1 ml and then close the

chip priming station.

Press plunger until it is held by the clip.

Wait for exactly 60 s then release clip.

Wait for 5 s. Slowly pull back plunger to 1ml position.

Open the chip priming station and pipette 9.0 pl of gel-dye mix in the wells marked G .

_,w N

[-- B NI I,

Loading the Markers
1 Pipette 5 pl of marker (green @) in all 12 sample wells and ladder well. Do not leave
any wells empty. )

Loading the Ladder and the Samples

1 Pipette 1 ul of DNA ladder (yellow ) in the well marked 4. 0600
2 Ineach of the 12 sample wells pipette 1 pl of sample (used wells) or 1 pl of de-ionized co0e

water (unused wells). 1l ladder
3 Put the chip horizontally in the adapter and vortex for 1 min at the indicated setting

(2400 rpm).
4 Run the chip in the Agilent 2100 bioanalyzer within 5 min.

Technical Support In the U.S./Canada: 1-800-227-9770 (toll free); Isca-ibs-support@agilent.com. In Europe: call your local
Customer Care Center; bio_solutions@agilent.com. In Japan: 0120 477 111; yan_ccr@agilent.com
In Asia Pacific: call your local Customer Care Center; Bioanalyzer_ap@agilent.com

Further Information Visit Agilent Technologies unique Lab-on-a-Chip web site. It is offering useful information, support
and current developments about the products and the technology: http://www.agilent.com/chem/labonachip.

| 00O O Part Number: G2938-90015 © Agilent Technologies, Inc. 2000, 2000-2007
0 00 0 R 0 Edition 04/2007 Agilent Technologies
G2938-90015 Printed in Germany Hewlett-Packard-StraRe 8

76337 Waldbronn, Germany
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Annexe 7 : Protocole de purification du pool d’amplicons a I'aide des billes
magnétiques Agencourt AMPure XP (Beckmann Coulter).

Préparatifs :

1. Préparer 2 tubes Eppendorf 1,5 mL autoclavés :

e 1 tube pour la purification

e 1 tube étiqueté pour récupérer et stocker le pool purifié
2. Régler le bloc chauffant a 37°C.

3. Préparer I'’éthanol 70% (nécessité de 200 pL d’éthanol 70%/amplicon).

Purification :
4. Centrifuger les produits de PCR.
5. Déposer 25 plL d’eau biologie moléculaire dans chaque tube.
6. Ajouter 25 plL de produits de PCR a chaque tube.
7. Vortexer les billes AMPure XP pendant 20 secondes (jusqu’a re-suspension complete).
8. Ajouter 50 pL de billes AMPure XP par tube.
Vortexer 5 secondes (jusqu’a I'obtention d’un mélange homogéne).
9. Incuber 10 min a température ambiante.
10. Incuber 5 min a température ambiante sur le portoir magnétique.

11. Eliminer le surnageant.

Lavages :

12. Retirer les tubes du portoir magnétique.

13. Ajouter 100 pL d’éthanol 70% a chaque tube. Vortexer 5 secondes.

14. Incuber 1 min (ou jusqu’a ce que le surnageant soit clair) sur le portoir magnétique.
15. Eliminer le surnageant (autant que possible).

16. Répéter les étapes 12 a 15 une fois supplémentaire.

17. Placer les tubes ouverts sur le bloc chauffant a 37°C pendant 5 min (séchage du culot).

Elution des produits de PCR purifiés :

18. Ajouter 25 L de tampon TE pH 8 qualité biologie moléculaire par tube. Vortexer 5 secondes.
19. Incuber 2 min a température ambiante sur le portoir magnétique.
20. Transférer les produits de PCR purifiés dans de nouveaux tubes étiquetés.

21. Stocker les produits de PCR purifiés a -20°C.
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