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PARTIE 1

INTRODUCTION

Les infections fongiques invasives a Candida spp, en augmentation ces 20 derniéres années, sont as-
sociées a une mortalité élevée de 'ordre de 40%. Un diagnostic fiable et rapide est indispensable pour
instaurer un traitement antifongique approprié. Devant la faible sensibilité des hémocultures et leur
positivité tardive, le traitement antifongique est souvent instauré avant toute documentation microbio-
logique de I'infection. Les échinocandines sont les molécules les plus largement utilisées dans le trai-
tement empirique et curatif des candidoses invasives. Trois molécules sont actuellement disponibles :
la caspofungine (CANCIDAS®), la micafungine (MYCAMINE®) et I’anidulafungine (ECALTA®). Leur
activité fongicide sur les Candida spp, est la conséquence de I'inhibition non compétitive de la 3-1,3-
D-glucane synthétase, complexe enzymatique présent dans la membrane fongique et responsable de la
synthese du (3-1,3-D-glucane, composant majeur de la paroi fongique. Ces dernieres années, des échecs
cliniques et thérapeutiques liés a ’acquisition de mutations ponctuelles dans les génes FKS, qui codent
pour la sous-unité catalytique de la 3-1,3-D-glucane synthétase, ont été décrits. La majorité de ces mu-
tations apparaissent dans deux régions trés conservées entre les espéces, appelées «Hot-Spots» (HS).
La caractérisation de ces souches de Candida spp résistantes aux échinocandines repose sur des études
phénotypiques et génotypiques. L’étude phénotypique passe par la mesure des concentrations mini-
males inhibitrices aux échinocandines et par la mesure de l'activité enzymatique. L’analyse génoty-
pique repose sur le séquencage nucléotidique complet du géne FKS1 (et FKS2 chez Candida glabrata),
suivi d’'une comparaison des séquences nucléotidiques. Les génes étudiés peuvent également étre ex-
primés dans une levure modéle par expression hétérologue. Du fait de la grande taille du géne FKS,
la majorité des études génotypiques se limitent aux régions HS et non pas a la totalité du géne FKS.
De plus, les études de mutagénése dirigée et d’expression hétérologue utilisent Saccharomyces cerevisae
comme modéle d’expression. Or, S. cerevisae est phylogénétiquement assez éloigné du clade CTG des
Candida qui décode le codon CUG en sérine au lieu d’une leucine. Notre objectif était donc de déve-
lopper un modéle cellulaire permettant de caractériser de facon simple et rapide les mutations fks par
remplacement d’allele FKSI complet dans une levure du clade CTG des Candida, Candida lusitaniae.

Apres une introduction bibliographique sur les candidoses invasives, les antifongiques systémiques et
la résistance aux échinocandines, nous exposons dans la seconde partie de ce manuscrit la construction
de la souche de Candida lusitaniae génétiquement modifiée et la validation du modele. Dans une der-
niére partie, nous nous sommes intéressés a I’épidémiologie locale de la résistance aux échinocandines
au Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux sur la période allant de novembre 2013 & septembre
2016.
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PARTIE 2

GENERALITES

Les levures du genre Candida sont responsables d’infections opportunistes variées de pronostic tres
différent. Les infections superficielles atteignant la peau, les ongles et/ou les muqueuses (digestive ou
vulvo-vaginale), les plus communes, ont en général une évolution favorable. Les infections profondes,

survenant sur des terrains particuliers, présentent une morbi-mortalité élevée.

2.1 Les levures du genre Candida

2.1.1 Description du genre Candida

Les levures du genre Candida sont des micro-organismes eucaryotes, cosmopolites opportunistes,
appartenant au regne des champignons et a la famille des Saccharomycetaceae. Elles sont unicellulaires,
d’une taille de 4 a 10 micrometres, dépourvues de capsule et se divisent par bourgeonnement polaire. Le
genre Candida regroupe plus de 300 espéces, allant de Candida aaseri 4 Candida zeylanoides [104]. Seules
quelques espeéces sont retrouvées en pathologie humaine, les plus fréquentes étant Candida albicans,

Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis et Candida krusei.

2.1.1.1 Habitat

Les levures sont des micro-organismes hétérotrophes ubiquitaires, retrouvées dans I’environnement
(sol, légumes, produits laitiers), qui se nourrissent de matiéres organiques mortes. Elles utilisent les
glucides et des composés azotés pour la synthese de leurs acides aminés. Quelques espéces vivent a
I’état commensal chez 'Homme, ou elles colonisent certains sites comme le tube digestif, la peau et les
voies génito-urinaires. Candida albicans et C. glabrata sont des levures commensales du tube digestif et
des voies génito-urinaires, tandis que C. parapsilosis est retrouvé au niveau de la peau et des phaneres.
Le passage du commensalisme a la pathogénicité témoigne d’un déséquilibre entre les défenses de I'hdte
et le pouvoir pathogene de la levure. Candida albicans est de loin I'espéce la plus fréquemment isolée,
responsable d’un spectre large de pathologies : 56 4 91% des candidoses vulvo-vaginales [173, 35], 62 a
83% des candidoses oro-pharyngées [40, 128, 184] et 38 a 70% des candidémies [80, 151].

2.1.1.2 Organisation de la cellule eucaryote fongique

La paroi est caractéristique du regne fongique. Elle a un réle de protection contre les différences

de pression osmotique et les attaques physico-chimiques de 'environnement (action d’enzymes, ex-

13



2 Généralités

position a des métaux lourds). Elle permet également a la levure d’interagir avec son environnement
extérieur via des adhésines ou des lectines.

La paroi est constituée d’'une couche externe dense aux électrons en microscopie électronique et
d’une couche interne (figure 2.1)

— La couche interne est principalement composée de polymeres de glucanes et de chitine. Le com-

posant majeur est le 3-1,3-glucane (80 — 90%), sur lequel est branché du 3-1,6-glucane (8 - 18%).

La chitine, polymere de (3-1,4-N-actétylglucosamine, ne représente qu'une fraction minime de la

paroi. Cette couche conféere des propriétés de résistance mécanique et d’élasticité.

— La couche externe est constituée d’un maillage de glycoprotéines (30 a 40% de la paroi). On dis-
tingue deux types de protéines pariétales :

— Les protéines a ancre GPI (pour glycosylphosphatidylinositol) liées au (3-1,3-glucane par l'in-
termédiaire d’une liaison au 3-1,6-glucane. Ces protéines sont synthétisées sur la face externe
de la membrane plasmique ou elles sont ancrées via la partie lipidique de I’ancre GPI, qui sera
clivée pour permettre la libération de la protéine.

— Les protéines Pir (pour Proteins with internal repeats). Elles sont fixées directement au [3-1,3-
glucane via leur résidu glutamate. Possédant plusieurs de ces séquences, elles permettent de
faire des ponts entre les chaines de (3-1,3-glucane. Dans des conditions de stress, de la chitine
peut également étre présente [33, 112, 23].

A cette couche externe est fixé de maniére non covalente du mannane, associé a des protéines par des
liaisons N- et O-glycosidiques.

La paroi possede également une fraction lipidique importante pour la signalisation cellulaire.

Figure 2.1 — Structure de la paroi [18, 79, 112]
(A) : Image en microscopie électronique de la structure de la paroi de C. albicans. (B) : Représentation schématique de la
composition de la paroi fongique.
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La membrane est constituée de deux feuillets membranaires et joue un role dans le transport actif
d’acides aminés, d’oses et de différents ions. Elle héberge de nombreuses enzymes impliquées dans la
biosynthése des constituants de la paroi comme les chitines synthétases, les glucanes synthétases, les

glycosyl et mannosyl transférases, des ATPases et des phospholipases.

Le cytoplasme regroupe les organites classiquement retrouvés dans les cellules eucaryotes (mi-

tochondries, réticulum endoplasmique, systéme vacuolaire...)

Le noyau a double membrane nucléaire posséde des chromosomes dont le nombre varie en fonc-

tion des espéces.
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2 Généralités
2.1.1.3 Morphologie

Les Candida se présentent sous la forme de blastospore ou blastoconidie, éléments ronds ou ovalaires,
se reproduisant par bourgeonnement. Ils peuvent également se présenter sous la forme de pseudomy-
célium, a 'exception de quelques espéces comme C. glabrata. Cette forme correspond a la croissance
d’un bourgeon qui va prendre une forme tubulaire, tout en restant attaché a la cellule mére. D’autres
blastospores peuvent ensuite se former au niveau des zones de constriction, donnant naissance a des
ramifications latérales.

Candida albicans, C.dubliniensis et C. tropicalis ont également la capacité de former un mycélium
vrai. Un tube germinatif va se développer au niveau d’un bourgeon, se cloisonner et se ramifier au fur
et a mesure de son élongation.

L’aptitude a réaliser la transition morphogénétique entre la forme levure et la forme filament est
décrite comme étant un facteur de virulence, car elle favorise ’angio-invasion et la résistance a la

phagocytose.

Figure 2.2 — Représentation des différentes formes morphologiques des levures du genre Candida
Forme levure bourgeonnante (haut a gauche), forme pseudo-filamenteuse (a gauche) et forme filamenteuse (2 droite)
[187, 188]

s —

2.1.1.4 La grande diversité du genre Candida

On distingue des espéces diploides comme C. albicans et C. parapsilosis ou haploides comme C. gla-
brata, dont le nombre de chromosome est variable (8 pour C. albicans, 13 pour C. glabrata).
Les levures d’intérét médical sont divisées en 2 clades :
— les levures du clade CTG qui décodent le codon CUG en leucine au lieu d’une sérine regroupant
la majorité des especes de Candida isolées en pathologie humaine, a I'exception de C. glabrata,
— leslevures du clade Whole Genome Duplication dont C. glabrata, pour lesquelles le génome a subi

une duplication.
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2 Généralités

Certaines espéces sont capables de se reproduire par reproduction sexuée dans certaines conditions
de culture défavorables, comme lors d’une carence en azote. Il s’agit notamment de C. lusitaniae, C.
guillermondi et C. krusei dont les noms des formes sexuées (formes téléomorphes) sont respectivement
Clavispora lusitaniae, Meyerozyma guilliermondii et Issatchenkia orientalis.

Saccharomyces cerevisiae bien qu’exceptionnellement impliqué en pathologie humaine, constitue le
principal organisme modele pour I’étude du métabolisme et des mécanismes cellulaires eucaryotes.
C’est une levure haploide, capable de former des ascospores par reproduction sexuée, facile a cultiver
et trés aisément modifiable par génie génétique.

Candida lusitaniae, également haploide, posséde '’avantage d’appartenir au clade CTG des Candida.
Elle est donc bien plus proche phylogénétiquement des autres Candida spp impliqués en pathologie

humaine que S. cerevisiae, a 'exception de C. glabrata.

Figure 2.3 — Relation phylogénétique entre les principales espéces du clade CTG [163]

Candida albicans
Candida dubliniensis o
— Candida tropicalis diploid
_:andida parapsilosis
Lodderomyces elongisporus
Meyerozyma guilliermondii

Debaryomyces hansenii haploid
Clavispora lusitaniae

0.1 substitutions per site
| s |

2.1.1.5 Eléments de taxonomie

Le code international de nomenclature botanique indique d’utiliser, quand elle est connue, le nom
de la forme sexuée (téléomorphe) et non celui de la forme asexuée (anamorphe). En pratique clinique,

pour simplifier, les levures d’intérét médical sont désignées par le nom de leur forme asexuée.

Tableau 2.1 - Principe de la nomenclature des rangs taxinomiques en mycologie, adapté de [32]

Rangs taxonomiques Exemple : Candida lusitaniae
Reégne : champignon (Fungi) Fungi
Division ou phylum : -... mycotina Ascomycotina
Classe -...myceétes Saccharomycetes
Ordre -... ales Saccharomycetales
Famille -... aceae Candidaceae
Genre espéce : stade télémorphe (sexué) Clavispora lusitaniae
Genre espéce : stade anamorphe (asexué) Candida lusitaniae

2.2 Les candidoses invasives

Les candidoses invasives représentent la premiére cause d’infection fongique invasive (IFI). Elles en-
globent les candidémies (présence de levures du genre Candida dans le sang) et les affections viscérales
profondes résultant d’une dissémination hématogéne ou de I'inoculation directe du Candida spp dans
un site stérile. Une candidémie est définie par au moins une hémoculture positive a Candida, une can-

didose profonde par la mise en évidence de Candida spp a partir d’un site normalement stérile [45].
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2 Généralités
2.2.1 Incidence et facteurs de risque

L’incidence des candidémies en France sur la période 2001-2010 était de 2,5 cas pour 100 000 habi-
tants [17]. L’incidence mondiale est variable, avec de grandes disparités. Elle est plus faible en Europe
qu’aux Etats-Unis, ou elle atteignait dans certaines régions 24/100 000, comme dans I’état du Connec-
ticut et le comté de Baltimore entre 1998-2000 [151, 145, 82]. Ce sont des infections essentiellement
nosocomiales, survenant dans plus de 40% des cas chez des patients hospitalisés dans un service de
réanimation [151, 116]. Le mode de contamination est essentiellement endogéne, le patient s’infectant
avec une souche dont il est porteur. Les facteurs favorisants la colonisation fongique, la rupture des
barriéres cutanéo-muqueuses ainsi que I’altération des défenses immunitaires constituent les facteurs
de risque de développer une candidose invasive. Ces facteurs ont été bien décrits [201, 26, 116], les
principaux étant :

— Des facteurs de risque associés aux soins

— Une chirurgie digestive ou cardiaque dans les 30 jours précédents
— La présence de cathéters vasculaires centraux
— Une nutrition parentérale
— Une hospitalisation prolongée, notamment en unité de soins intensifs
— L’utilisation d’antibiotiques a large spectre
— Un traitement par des corticoides ou une chimiothérapie
— Des facteurs de risques liés a ’hote
— Une neutropénie
— Un age extréme (nouveau-nés prématurés, personnes agées)
— La présence d’une pathologie sous-jacente : hémopathie maligne, transplantation d’organes

solides, greffe de cellules souches, pancréatite aigué, diabete, briilures...

Tableau 2.2 — Répartition des pathologies sous-jacentes de 12 039 épisodes de candidémie étudiés sur
la période 2004-2010 en France, d’aprés [16]

Facteurs de risque Nombre de cas
Hémopathies malignes 1710
avec transplantation de moelle 276
avec neutropénie 721
hémopathie maligne seule 713
Cancers d’organes solides 3683
Diabete 1123
Maladies respiratoires chroniques 433
Insuffisance rénale chronique 336
Greffe d’organes solides 190
Maladies inflammatoires systémiques 178
VIH-SIDA 142
Autres pathologies™ 1751
Non spécifié 2493
séjour en réanimation 841
séjour en chirurgie 317
ages extrémes 484
aucun facteur de risque connu 851

*cirrhoses 15,8%, obésités morbides et pancréatites <6% et insuffisances rénales aigués (IRA) 84,6%
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2 Généralités
2.2.2 Physiopathologie des candidoses invasives

La manifestation la plus fréquente des formes invasives est la septicémie a Candida spp, ou candidé-
mie, résultant le plus souvent d’une translocation digestive. L’infection est essentiellement endogéne et
se développe a partir d'une souche présente a I’état commensal chez le patient. La transition entre 1’état
commensal et I’état pathogéne s’effectue en 4 étapes : adhésion/colonisation, invasion, dissémination
puis d’une extravasation/pérennisation tissulaire.

L’adhésion aux cellules de ’héte est indispensable a la survie commensale du Candida spp, ainsi qu’a
Uinitiation de l'infection. La colonisation précede toujours 'infection et le risque de développer une
candidose invasive est corrélé a 'importance de la colonisation [25]. Ainsi, la colonisation multifocale
a Candida spp est un facteur de risque indépendant de candidose invasive (CI). Plusieurs études réali-

sées chez des patients en unité de soins intensifs chirurgicaux ont mis en évidence l'intérét potentiel

nombre de sites positifs en culture
nombre de sites testés

de I'index de colonisation ( ) [157, 25] pour le suivi dynamique de la colo-
nisation, et il est devenu l'outil le plus largement utilisé pour évaluer précocement le risque de CI. Sa
valeur prédictive positive (VPP) est faible (<9%) mais sa bonne valeur prédictive négative en fait un outil
utile pour I'identification des patients a faible risque [53]. Des modéles prédictifs cliniques combinant
plusieurs facteurs de risque cliniques dont la colonisation a Candida spp ont également été proposés: le
« Candida score » [110] ou le score d’Ostrosky-Zeichne modifié [158, 88]. La colonisation est favorisée
par l'expression d’adhésines comme les protéines Als (Agglutinin-Like Sequences) chez C. albicans et
Epa chez C. glabrata, ainsi que par la formation de biofilm.

L’invasion des cellules épithéliales passe par deux mécanismes : I'induction de 'endocytose ou la
pénétration active des hyphes. Le mécanisme prédominant chez C. albicans est I'invasion active. Les
filaments désorganisent physiquement les structures cellulaires. Par ailleurs, la filamentation s’accom-
pagne de l'expression co-régulée de protéinases, conduisant a ’altération des cellules de I’hote. Ce
mécanisme joue un role important dans I'invasion des tissus profonds et des vaisseaux sanguins [160,
24, 79].

Apres linvasion, les Candida spp se retrouvent dans la circulation sanguine et vont pouvoir dissémi-
ner. Tous les tissus peuvent étre infectés et la pathologie dépendra alors de I'organe atteint (candidose
péritonéale, intra-abdominale, hépatosplénique, rénale, cutanée ou endophtalmie, endocardite, ménin-
gite, ostéomylétite...). Plus rarement, I'infection d’un site normalement stérile peut intervenir aprés I'in-
troduction directe du pathogéne (infection sur cathéter, candidose rénale ascendante, péritonite apres

une chirurgie intestinale).

2.2.3 Immunité anti- Candida

Apres les barriéres physiques épithéliales, les cellules de 'immunité innée (cellules phagocytaires
des lignées monocytaire et neutrophile) constituent la premiére ligne de défense contre les levures. Ces
dernieres sont reconnues par différents récepteurs spécifiques comme les Toll-like récepteurs (TLR) et

les C-lectin récepteurs (CLR) qui reconnaissent des composant pariétaux.

Les cellules phagocytaires

Les polynucléaires neutrophiles (PNNs) sont les plus abondants et jouent un réle important dans les
infections a Candida spp, comme le souligne la prédisposition aux candidoses chez les patients pré-
sentant une neutropénie ou une altération de la fonction des PNNs. L’activité fongicide des PNNs est

assurée principalement par la phagocytose. Les levures sont lysées a I'intérieur du phagolysosome par
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une cascade de mécanismes oxydatifs et non-oxydatifs. Un autre mécanisme sans phagocytose des pa-
thogénes a été décrit. Les PNNs peuvent former des filets extracellulaires anti-microbiens nommés NETs
(Neutrophil Extracellular Traps). Les NETs sont composés de chromatine formant le filet et de calpro-
tectine ayant une activité microbicide, ansi que du contenu des granules des neutrophiles qui exercent
leur activité lytique a I'extérieur de la cellule.

Les macrophages proviennent de la différenciation des monocytes sanguins et résident dans les tissus.
Ils jouent un réle important dans la détection et la destruction des levures. Ils modulent également la
réponse immunitaire par présentation antigénique et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires : TNF-
o, IL-1, IL-6, IL-12...).

Les cellules dendritiques font également partie des cellules présentatrices d’antigéne. Ces cellules
sont capables de phagocyter C. albicans via le récepteur du mannose et stimulent ensuite la prolifération
deslymphocytes T. L’internalisation de la forme levure induit une réponse de type Th1 via la production
d’IL-12 alors que l'internalisation de la forme mycélienne induit la production d’IL-4 [50]. Les cellules
dendritiques sont moins efficaces que les macrophages.

La phagocytose de C. albicans s’effectue aprés son opsonisation et fait intervenir le complément
(C3b, Fc des IgG ou des IgE...) et/ou des anticorps spécifiques anti-Candida présents sur la paroi qui
favorisent sa reconnaissance par les macrophages. Un processus spécifique du pathogéne, indépendant
des opsonines, met en jeu la reconnaissance des PAMPs ou « Pathogen-associated molecular patterns »
par les PRRs pour « Pattern Recognition Receptors » présents sur les phagocytes. Chez les Candida spp,
les PAMPs comprennent principalement des composés de la paroi cellulaire tels que les mannoprotéines,
les sucres (3-D-glucanes, le mannose et la chitine.

Les levures peuvent échapper aux cellules phagocytaires en filamentant ou en se multipliant a I'in-
térieur de ces derniéres et entrainer leur lyse. De plus, la composition pariétale varie entre les formes
levure, pseudo-filament et filament, ce qui entraine une reconnaissance différente de ces formes par les
cellules phagocytaires. Les 3-glucanes a I'origine d’une forte réponse inflammatoire sont plus ou moins

masqués par une couche de manno-protéines [57, 129, 194].

Figure 2.4 - Mécanismes et cellules impliqués dans I’élimination des Candida spp [129]
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Les récepteurs

Les principaux PRRs reconnaissant les pathogenes fongiques font partie des TLRs et des CLRs.

Figure 2.5 — Reconnaissance des Candida spp par le systéme immunitaire [129]
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Parmi les TLRs, on distingue les TLR2, TLR3, TLR4, TLR6 et TLR9 qui reconnaissent les résidus
O-mannosylés de la paroi fongique (TLR4), les phospholipomannanes (TLR2 et TLR6), les 3-glucanes
(TLR2) et PADN fongique (TLR3 et TLR9). Les TLRs sont alors a 'origine de cascades de signalisation
impliquées dans la transduction des signaux menant principalement a la synthése de cytokines pro-
inflammatoires.

Les CLRs sont des récepteurs calcium-dépendants qui reconnaissent les sucres de la paroi fongique :
mannanes (Dectin-2, Dectin-3, Mincle, récepteur au Mannose), chitine (récepteur non connu) et (3-
glucane (Dectin1). Le récepteur au Mannose, principal récepteur des macrophages, participe a activa-
tion de la réponse pro-inflammatoire. Le récepteur Dectin-1, principalement exprimé sur les monocytes
et les macrophages, active la production de cytokines et la formation de synapses phagocytiques qui
participent a 'internalisation des levures. La voie Dectin-1 permet également de freiner la formation
des NETs qui sont a origine de dommages tissulaires.

Plusieurs récepteurs au complément sont impliqués dans la reconnaissance des opsonines. Les récep-
teurs CR3 et CR4 reconnaissent le C3bi, le CR1 le fragment C3b. Ils sont présents chez les macrophages,
les monocytes, les NK et les neutrophiles. Le CR3 des neutrophiles est également impliqué dans la

reconnaissance des levures non opsonisées via les 3-glucanes.

La mise en place d’'une immunité adaptative

Les cytokines produites par les macrophages entrainent une différenciation des lymphocytes T non
activés (Th0) en lymphocytes Th1 ou Th2. Les lymphocytes vont a leur tour produire des cytokines qui
vont activer des cellules phagocytaires et des cellules B.

Au cours d’une infection par C. albicans, la voie Th1, médiée par des cytokines telles que I'IL-12 et
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Pinterféron-gamma, est essentielle pour ’activation des fonctions microbicides des cellules de I'immu-
nité innée (sécrétion d’agents oxydants, dégranulation) et pour la production d’anticorps anti-Candida.
A l'inverse, une réponse de type Th2 est associée a une susceptibilité accrue aux infections a Candida
spp. Cependant, apreés I’élimination des pathogénes, I'inflammation doit étre stoppée en inhibant la
réponse immunitaire de type Thl, afin de limiter les dommages tissulaires. Cette réorientation anti-
inflammatoire est contrélée par les macrophages qui sécretent de I'IL-10 et du TGFJ et qui induisent la

prolifération des cellules T-reg (T régulatrices) ainsi que des cytokines pro-Th2 tels que I'TL-4 et I'TL-13.

2.2.4 Manifestations cliniques de candidoses invasives
2.2.4.1 Septicémies

Les signes cliniques sont pauvres et non spécifiques. Une candidémie doit donc étre évoquée systé-
matiquement et recherchée minutieusement devant toute fiévre prolongée résistante a un traitement

antibiotique adapté et bien conduit, chez un patient a risque (paragraphe 2.2.1).

2.2.4.2 Complications des candidémies

Endocardite Les signes cliniques sont identiques a ceux d’une endocardite bactérienne. L’évolution
est toutefois aigue. L’endocardite fongique doit étre suspectée si les hémocultures restent positives, ou
si le patient reste fébrile apres I'instauration d’un traitement antifongique adapté. Les symptomes les
plus fréquents sont la modification d’un souffle préexistant, ’apparition d’un nouveau souffle de régur-
gitation, une insuffisance cardiaque ou des symptoémes en relation avec I'existence d’emboles septiques
comme des signes neurologiques focaux ou diffus, une dyspnée témoignant d’emboles septiques pul-
monaires. Les emboles des gros vaisseaux sont une caractéristique des endocardites fongiques car les
végétations valvulaires sont volumineuses et friables. Les anévrismes mycotiques et les complications
cérébrales sont plus fréquents qu’en cas d’endocardite bactérienne.

Les levures du genre Candida représentent un peu plus de 50% des étiologies fongiques, C. albicans
étant impliqué dans un cas sur deux, suivi de C. parapsilosis.

Les principaux facteurs de risque sont les anomalies valvulaires (antécédent de chirurgie valvulaire
ou d’endocardite bactérienne...), la présence d’un matériel (Pacemaker, prothéses vasculaires), la toxi-

comanie par voie intra-veineuse, et les facteurs de risques habituels de candidémie [136, 47, 108].

Endophtalmie Lalésion initiale de 'endophtalmie endogene est un foyer embolique dans un vaisseau
rétinien. Le Candida diffuse vers le vitré et s’y multiplie formant des nodules blanchétres duveuteux
dans le vitré postérieur (foyers vitréorétiniens en ceufs de fourmis au fond d’ceil). Les endophtalmies en-
dogénes miment une panuvéite rapidement progressive. L’atteinte postérieure va induire des troubles
visuels relativement précoces a type de myodésopsies, suivies par une baisse de I’acuité visuelle. L’at-
teinte du corps ciliaire et I'inflammation du segment antérieur peuvent entrainer une symptomatologie
douloureuse avec rougeur oculaire [20, 106, 185].

Le risque d’atteinte oculaire lors d’une septicémie a Candida serait de I'ordre de 12,5 a 30 %. Dans
I’étude de Lashof et al. portant sur 370 patients atteints de candidémie, 16% présentait une anomalie
oculaire a ’examen du fond d’oeil, dont 9% une choriorétinite. Cependant, la majorité des patients
n’avaient pas de signes cliniques oculaires [106]. Les facteurs de risque sont ceux des candidémies et

plusieurs cas ont été décrits chez des usagers de drogues [90].
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Figure 2.6 — Trouble vitréen avec foyers de candidose [185]
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Candidoses ostéo-articulaires L’atteinte ostéoarticulaire peut se révéler plusieurs semaines ou mois
aprés un épisode de candidémie. Les symptdmes sont caractérisés par une douleur locale, généralement
non associée a un syndrome inflammatoire général. Les populations les plus touchées sont les enfants
et les adultes non-neutropéniques. L’atteinte vertébrale lombaire est plus fréquente chez les adultes,
alors que les enfants développent préférentiellement une infection des os longs (fémur et humérus).
Dans la population pédiatrique, 'infection est retrouvée au niveau de la métaphyse osseuse associée
a une arthrite septique, contrairement aux adultes pour lesquels I’épiphyse est touchée. L’atteinte est

souvent multifocale. Candida albicans et C. tropicalis sont les espéces les plus souvent en cause [70].

Candidose hépato-splénique La candidose hépato-splénique est une forme particulieére de candi-
dose systémique évoluant sur le mode chronique. Elle s’observe en particulier chez des patients neu-
tropéniques en sortie d’aplasie. La présence de fiévre ne cédant pas aux antibiotiques et des douleurs
abdominales sur ce terrain doivent conduire a pratiquer une IRM. Des abcés multiples, hépatiques et/ou
spléniques, en cocarde, intraparenchymateux, seront retrouvés. La physiopathologie implique une exa-
cerbation de la réponse pro-inflammatoire anti-Candida de type Th17 lors de la reconstitution immu-

nitaire [165].

2.2.4.3 Autres candidoses invasives

L’inoculation directe du Candida spp dans un foyer profond est également possible. Une épidémie
de quatre cas nosocomiaux d’endocardite a C. parapsilosis sur prothese a été rapportée, 'infection
ayant probablement été contractée au cours de I'intervention chirurgicale [49]. Des endophtalmies de
la chambre antérieure peuvent étre retrouvées suite a des traumatismes oculaires. L’étiologie fongique
représente moins d’'un quart des étiologies infectieuses, mais le risque est plus élevé si le traumatisme
oculaire a été causé par un végétal [200].

Les candidoses neuro-méningées peuvent survenir a la suite d’'une candidémie ou aprés un acte de
neurochirurugie. La méningite est la présentation clinique la plus fréquente. Les prématurés sont par-
ticuliérement a risque de développer une candidose neuroméningée au décours d’une candidémie.

Les péritonites a Candida et les abcés intra-abdominaux sont fréquents chez les patients qui déve-
loppent une péritonite secondaire ou tertiaire. Le risque est d’autant plus important que la perforation
digestive est haute, que le patient est colonisé a Candida et qu’il existe un antécédent de chirurgie di-
gestive récente. L’isolement de Candida spp a partir du liquide péritonéal en per-opératoire est associé

a une plus forte mortalité [11].
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2.2.5 Pronostic des candidoses invasives

Les candidémies sont associées a une taux de mortalité élevée de 20 a 49%, qui peut dépasser 50% en
USI [39, 38, 17, 7]. Dans une étude multicentrique francaise, les auteurs rapportent une léthalité de 40%.
Un programme de surveillance active des épisodes de candidémie dans 24 hépitaux de soins tertiaires de
la région parisienne entre octobre 2002 et septembre de 2010 a montré une augmentation significative
en USI de la mortalité & 30 jours de 41,5 a 56,9% entre la 1ére et la derniére année (p = 0,001) mais aussi
de la mortalité précoce (< 8 jours) de 28,7 a 38,8% (p = 0,0292) [116].

Plusieurs facteurs de risque de mortalité ont été identifiés comme I'initiation tardive d’un traite-
ment antifongique, la présence d’un cathéter central, une ventilation mécanique, un traitement par
corticoides ou la présence d’un choc septique [39, 74, 167, 127]. Le taux de mortalité des autres CI est
également élevé, avec prés de 60% de mortalité a 1 an pour les endocardites [8] et entre 27% et 39% de
mortalité pour pour les candidoses abdominales [13].

L’impact économique est aussi important, puisque les CI sont associées a une prolongation de la durée
du séjour (entre 10 et 20 jours ) et une augmentation du cotit des soins médicaux [69, 81]. En dépit des
progreés réalisés depuis le début des années 2000, en matiére de diagnostic, de mise a disposition de
nouveaux antifongiques et la publication de nombreuses recommandations, la prise en charge des CI

demeure un enjeu majeur.

2.3 Diagnostic mycologique conventionnel par culture

Le diagnostic des candidoses invasive est difficile a établir. La culture (sang, sites profonds) reste
la technique de référence qui permet d’affirmer le diagnostic, d’identifier et d’isoler 'espéce respon-
sable pour déterminer sa sensibilité aux antifongiques. En pratique, I’hémoculture reste I’examen le
plus pratiqué et le plus accessible. Les autres prélévements sont guidés par la localisation de I'infection
(biopsies, liquide céphalorachidien, liquide péritonéal, bile, liquide de ponction articulaire...). Des pré-
lévements de sites périphériques non stériles (ORL, selles, urines, respiratoires) peuvent étre réalisés de

facon hebdomadaire pour un suivi dynamique de la colonisation.

2.3.1 Examen direct et mise en culture

La premiére étape du diagnostic consiste a réaliser un examen microscopique direct du prélévement
qui peut permettre une orientation rapide. Il s’effectue soit directement a I’état frais (entre lame et
lamelle), soit apres coloration (May-Grinwald-Giemsa, imprégnation argentique comme le Gomori-
Grocott ou le Musto). D’autres méthodes utilisant des réactifs fluorescents permettent d’améliorer le
rendement de 'examen direct (calcofluor, fungiqual A). On recherchera des formes levures (ovalaires,
bourgeonnantes) associées ou non a du pseudomycélium voire du mycélium. Pour les tissus prélevés par
biopsie, ’analyse anatomo-pathologique (examen direct, hybridation in situ, PCR) est primordiale. En
parallele, le prélevement est ensemencé sur une gélose Sabouraud additionnée d’antibiotiques (chloram-
phénicol ou gentamicine). On I’associe & un milieu chromogéne de type CHROMagar Candida (Becton-
Dickinson) contenant des substrats chromogénes qui conférent aux colonies qui s’y développent une
coloration particuliére, variable en fonction de ’espéce. Ces milieux permettent notamment d’identifier
et de révéler les mélanges d’espeéces.

Les prélévements sanguins ensemencés dans des flacons d’hémocultures sont incubés dans des au-

tomates de type BacT/ALERT (Biomérieux) ou Bactec (Becton-Dickinson) dés réception au laboratoire.
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2.3.2 Identification de I'espéce

Dans les candidoses invasives, Iidentification fiable et rapide de 'espéce en cause est indispensable
et permet au clinicien de prescrire une molécule adaptée (par exemple, C. krusei est résistant au flucona-
zole). Plusieurs méthodes sont disponibles pour I'identification des espéces isolées en culture. Jusqu’'a
récemment, 'identification était basée sur ’analyse des caracteres métaboliques et morphologiques :
étude de la morphologie dans différentes conditions (tests de germination, de production de chlamydo-
spores), étude du profil d’assimilation et de fermentation de certains sucres et d’activité enzymatique
(galeries d’identification commerciales type API32C). Ces tests nécessitent toutefois un délai supplé-
mentaire de 24 4 48 heures pour identifier ’'espéce en cause. Des tests immunologiques basés sur I’ag-
glutination de particules de latex sensibilisées par des anticorps monoclonaux spécifiques ou enzyma-
tiques basés sur une activité enzymatique spécifique d’espéce permettent une identification simple et
rapide de C. albicans (Bichrolatex albicans), C. dubliniensis (Bichro-Dubli), C. krusei (Krusei-color), ou
de C. glabrata (Glabrata RTT®). Plus récemment, la spectrométrie de masse type MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionisation Time of flight) a révolutionné la pratique quotidienne dans les
laboratoires et amélioré la prise en charge des infections bactériennes et fongiques en réduisant consi-
dérablement le délai de réponse au clinicien. Elle permet d’identifier les levures en quelques minutes. La
colonie de levure est déposée sur une plaque métallique, recouverte d’acide formique qui facilite I'ex-
traction des protéines, puis d'une matrice composée d’acétonitrile, d’acide trifluoroacétique et d’eau
(50/2,5/47,5). La plaque est ensuite placée dans la chambre d’ionisation ou elle est soumise au tir d’'un
laser a azote sur chaque dépot. La matrice absorbe I’énergie, ce qui provoque la vaporisation de I’échan-
tillon (désorption) puis 'ionisation des molécules. Les ions en phase gazeuse sont ensuite accélérés et
séparés dans une colonne de vide selon leur masse. Les particules sont détectées en fin de colonne
par un détecteur. Pour chaque dépot, un profil spectral est ainsi réalisé et comparé aux spectres de
référence [28]. Cette technique de spectrométrie de masse permet d’établir une empreinte protéique
spécifique d’espéce. Elle est simple, reproductible, fiable, rapide, économique et plus performante que
les identifications biochimiques par galerie API, et aussi performante que I'identification moléculaire
par séquencage (discrimination des espéces au sein des complexes d’espéces, identification des espéces
rares et émergentes). Par ailleurs, ’application du MALDI-TOF directement sur le flacon d’hémoculture
rendu positif par 'automate sans passer par la phase de culture est actuellement réalisable. Une limite
de cette technique est 'exhaustivité des banques de données.

L’identification des espéces permet de déterminer I’épidémiologie locale des infections a Candida.

Candida albicans reste 'espéce majoritairement isolée dans les candidémies mais sa prévalence di-
minue au profit des non-albicans, notamment C. glabrata et C. parapsilosis pour les plus fréquentes,
mais aussi C. tropicalis, C. krusei et d’autres espéces rares émergentes, aujourd’hui responsables de la
moitié des cas, et dont certaines posent le probléeme d’une sensibilité diminuée aux antifongiques. Chez
les patients d’onco-hématologie et de néonatologie, les espéces non-albicans sont plus fréquemment
responsables de candidémies. En Amérique latine et en Europe du Sud (Espagne, Italie), C. parapsilosis
représente une grande proportion des non-albicans, alors qu’aux Etats-Unis c’est C. glabrata qui est le

plus prévalent. Les données de plusieurs études épidémiologiques sont représentées dans le tableau 2.3.
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Tableau 2.3 - Distribution des espéces de Candida spp isolées dans les candidémies

Incidence | C.alb | C.gla | C.par | Ctro | C.kru | Référence
/1 000
hospit
1997-2001 USA ND 55% 21% 11% 9% 2% [147]
1997-2001 Amérique latine ND 45% 6% 25% 16% 1% [147]
1997-2001 Europe ND 58% 10% 19% 7% 1% [147]
1998-2001 Iowa ND 58% 20% 7% 11% 2% [48]
2001-2005 Brésil adulte 2,68 293% | 6.1% | 19.2% | 32.3% 5% [195]
oncologie
2001-2005 Brésil oncopédiatrie 19,14 28.5% | 0.8% | 39.2% | 15.4% | 3.8% [195]
2002-2010 Hopitaux Paris USI 6,.9 55.4% | 19.4% | 8.8% 8.8% 2.9% [16]
2002-2010 Hopitaux Paris 0,6 53% | 16.6% | 13.3% | 9.2% 2.7% [16]
non-USI
2003 Monde ND 48.7% | 17.2% | 17.3% | 10.8% | 1.9% [124]
2004-2007 Finlande 2,86 67.3% | 18.6% | 5.3% 1.8% 3.1% [159]
2004-2008 USA et Canada ND 51.4% | 23.0% | 12.2% | 6.9% 2.7% [141]
2005-2009 Europe Cancer ND 40.4% | 9.8% | 9.4% | 13.1% | 8.4% [39]
2005-2009 Onco-hématologie ND 22% 4.3% 79% | 21.4% | 14.3% [39]
2008-2009 Monde ND 48.4% | 18.2% | 17.1% | 10.6% 2% [151]
2008-2010 Italie et Espagne 1,55 56% 79% | 187% | 8,9% ND [12]
2010-2012 Chine ND 395% | 14.5% | 26.4% | 15% 0.5% [143]
2010-2014 Turquie 5,2 37% | 3% 7% 7% | 24% (78]
Onco-pédiatrie
Europe Fongémie acquise a ND 57.1% | 15.3% | 10.2% | 6.1% 1% [135]
I'hopital et hospitalisés en
réanimation.
2010-2011 Espagne 8,1 45.4% | 13.4% | 24.9% | 7.7% 2% [164]
2011-2012 Iowa NR 2% | 36% | 8% 7% 1% [121]
2013 Monde ND 66.1% | 23.3% | 20% | 14.4% | 4.5% [30]

2.4 Techniques de diagnostic non basées sur la culture, les biomar-

queurs sériques

La faible sensibilité des hémocultures (50-70%) et le délai de positivité long (2 a 8 jours) sont loin
d’étre idéaux [37, 103]. Elles sont par ailleurs négatives en cas de candidose profonde. Dans ce cas, les
cultures de tissus ou de sites profonds infectés sont également limitées par la nécessité d’interventions
invasives et leur faible sensibilité. Or, il a été clairement établi que le délai d’initiation du traitement
antifongique a un impact significatif sur la mortalité. Plus récemment, de nouveaux outils diagnostiques
non basés sur la culture ont été développés afin d’améliorer la précocité du diagnostic et la spécificité
des modeéles prédictifs cliniques. Ils permettent la détection dans le sang des composants de la paroi
cellulaire fongique (mannanes, 3-D-glucane), d’anticorps (anti-mannanes, anti-mycélium (CAGTA)) ou
de ’ADN.

Le B-(1-3)-D-glucane (BDG) se positive précocement au cours des candidoses invasives (CI) et
constitue un biomarqueur sensible mais non spécifique puisqu’il se positive aussi lors d’une aspergil-
lose invasive ou d’'une pneumocystose. Une méta-analyse récente de 11 études rapporte une sensibilité
de 57-97% et une spécificité de 56-93% du BDG pour le diagnostic des CI [96]. Les meilleurs résultats

sont obtenus lorsque deux tests consécutifs sont positifs. Plusieurs causes de fausse positivité ont été
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décrites : dialyse avec membrane de cellulose, bactériémie a Streptocoques, certains lots d’antibiotiques
(bétalactamines), administration de produits dérivés du sang (immunoglobulines intraveineuses, albu-
mine...), mucite séveére [96]. Le test actuellement commercialisé, le Fungitell (Cape Cod, Inc., USA), est
approuvé par la FDA. Des taux supérieur a 80 pg/mL chez les patients a risque sont considérés comme
positifs et sont obtenus 24 a 72 heures avant la positivité des hémocultures [161]. Son utilisation en com-
plément des modeéles prédictifs est maintenant incluse dans les recommandations de plusieurs sociétés
savantes pour le diagnostic des candidoses invasives [192, 42, 38] et en particulier celui des candidoses

intra-abdominales [11].

Le mannane et I'anticorps anti-mannane L’antigéne mannane (Mn) est un biomarqueur spéci-
fique, mais peu sensible pour le diagnostic des CI et qui se positive plus tardivement que le BDG au
cours de l'infection. Une méta-analyse de 14 études, dont 7 menées chez des patients non neutropé-
niques, rapporte une sensibilité et une spécificité du Mn et des IgG anti-Mn de 58 et 93%, et de 59 et
83%, respectivement. La sensibilité et la spécificité de la détection combinée Mannane/Anti-Mannane
étaient de 83 et 86%, avec les meilleures performances obtenues pour les infections a C. albicans, C. gla-
brata et C. tropicalis [125]. Les tests actuellement commercialisés sont le Platelia Candida Antigen Plus
(Ag PlusTM) et I’Antibody Plus (Ab PlusTM, Bio-Rad Laboratories). Ils peuvent étre positifs 6 jours
avant les hémocultures et sont recommandés dans le diagnostic des candidémies et des candidoses

hépato-spléniques [42].

Des tests d’immunofluorescence ou de chimioluminescence (Candida albicans 1gG, VIRCELL, Es-
pagne) sont disponibles dans le commerce pour la détection d’anticorps spécifiques anti-mycélium
(CAGTA). Son utilité dans le diagnostic de la candidémie associée a une infection profonde a été ré-
cemment documentée, avec une spécificité et une valeur prédictive positive de 95% [120].

La détection d’ADN de Candida n’a toujours pas trouvé sa place en pratique clinique de routine, en
raison de I’absence de validation multicentrique et de I’hétérogénéité des techniques développées. La
technique semble toutefois prometteuse, puisqu’une méta-analyse a évalué sa sensibilité globale a 95%
et sa spécificité globale a 92% [9].

La place de ces biomarqueurs sériques reste imprécise. Leurs performances varient quelque peu selon
le type de patient, de CI, le nombre de préléevements positifs requis et le seuil de positivité choisi. Leur
utilisation nécessite de concevoir des algorithmes diagnostiques les incluant et les combinant entre eux,
et de les évaluer afin d’identifier au mieux les patients a risque élevé de CI pouvant éventuellement

bénéficier d’un traitement antifongique précoce.

2.5 Détermination de la sensibilité in vitro aux antifongiques

L’objectif de I’étude de la sensibilité aux antifongiques est double : donner au clinicien la sensibilité
de la souche isolée et suivre I’épidémiologie de la résistance aux antifongiques.

Un antifongigramme doit étre réalisé pour toute souche isolée d’un prélévement profond. Il est par-
ticuliérement recommandé chez des patients traités préalablement par un antifongique, en cas d’échec
clinique, lorsque la souche isolée est rare, ou lorsqu’elle est connue pour étre résistante ou moins sen-
sible & certains antifongiques.

Il existe plusieurs techniques permettant de déterminer les concentrations minimales inhibitrices

(CMI) des antifongiques.
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2.5.1 Techniques de références

Les techniques de référence ont été développées par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute) et par TEUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). La mesure de
la CMI pour un antifongique donné est standardisée et reproductible. Elle repose sur la méthode de mi-
crodilution en milieu liquide : une suspension de levure calibrée est mise en contact avec des concentra-
tions croissantes de ’antifongique a tester. Les deux techniques proposées different quelque peu. Les
recommandations du CLSI sont d’utiliser un inoculum fongique de 0,5.103 & 2,5.103cellules/mL dans
une solution de RPMI 1640 additionné de 0.2% de glucose, alors que 'EUCAST préconise un inoculum
100 fois plus faible dans du RPMI 1640 a 2.0% de glucose. La lecture est réalisée apres 24h d’incuba-
tion a 35°C, visuellement pour le CLSI et par spectrophotométrie a 490 nm pour 'EUCAST. Elle permet
de déterminer la CMI, plus petite concentration d’antifongique qui donne une réduction visible de la
croissance de I'inoculum par rapport au témoin, exprimée en mg/L.

En étudiant la distribution des CMIs de souches sauvages, il est possible de calculer la valeur seuil
épidémiologique (Epidemiological cutoff values = ECV ou ECOFF).

La catégorisation d’une souche comme « sensible » ou « résistante » repose ensuite sur la définition
des valeurs seuils critiques d’interprétation clinique (Clinical breakpoints = BPs). La détermination d’un
BP tient compte de '’ensemble des données pharmacocinétiques, pharmacodynamiques (étude chez
I’animal), microbiologiques (ECV) et thérapeutiques (résultats d’essais thérapeutiques, risque d’échec
thérapeutique estimé par la simulation de Monte Carlo). Un isolat présentant une CMI supérieure au

BP est considéré comme résistant.

Tableau 2.4 - Distribution des CMIs et détermination de la valeur seuil épidémiologique de la micafun-

gine (MIC) pour C. albicans (EUCAST) [62]

La distribution des CMIs suivante a été utilisée par TEUCAST pour définir la valeur seuil épidémiologique (ECV). Pour les
souches ayant acquis un mécanisme de résistance, dans la majorité des cas la valeur de la CMI est supérieure a celle de 'ECV.

CMIenmg/l 0,002 0,004 0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 025 05 1 =2 ECV
C. albicans 0 290 360 243 39 5 1 0 0 2 0 0,015

La simulation de Monte Carlo permet d’évaluer la probabilité de succes thérapeutique lors d’un traitement par la micafungine
en fonction des CMIps ¢ Pour C. albicans, le pourcentage de succes pour souche avec une CMI ¢ de 0,016 mg/L est estimé
2 89,2%.

Le BP a donc été défini a 0,016 mg/L.

Les CMIs mesurées par la méthode CLSI ont tendance a étre plus élevées que celles mesurées par la
méthode EUCAST, sauf pour la caspofungine pour laquelle on observe la tendance inverse. Les CMIs
sont particuliérement bien corrélées pour la micafungine avec moins de 1% des CMIs mesurées présen-
tant plus de 2 dilutions d’écart [144]. L’adéquation des CMIs en anidufungine est moins bonne pour
C. glabrata (45,2%) et C. albicans (82,5%). Concernant la caspofungine, ’'adéquation entre les CMIs est
correcte, la moins bonne de 91,7% étant observée pour C. tropicalis. Cependant, pour le classement de la
souche testée en « Sensible » ou « Résistant », la catégorisation basée sur les BPs (ou les ECVs) n’est pas
trés bonne pour la caspofungine notamment pour C. parapsilosis, C. tropicalis, et C. krusei, en raison de la
grande variabilité intra- et interlaboratoire (figure 2.7) observée lors de la détermination des CMIs [59].
Dans certains centres, la proportion de C. glabrata ayant une CMI en caspofungine supérieure a >0,12
mg/L avoisine les 100% [97, 149, 180] et la majorité des souches testées sont ainsi classée intermédiaire
ou résistante. Ceci a par ailleurs conduit 'EUCAST a ne pas proposé de BPs pour la caspofungine.

Ces techniques de référence sont cependant trop lourdes a mettre en ceuvre en routine et des tech-
niques plus simples ont donc été développées. Pour étre utilisées, elles doivent étre parfaitement corré-

lées avec les techniques de référence (distribution des CMIs en miroir), permettre de détecter les isolats
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résistants et de bien catégoriser les isolats sensibles, et enfin présenter une bonne reproductibilité intra

et inter laboratoires (CQ et CMI50).

Tableau 2.5 — Valeurs seuils d’interprétation clinique pour les échinocandines définies par le CLSI et
’EUCAST [146, 63]

. . BP CLSI BP EUCAST
Antifongique Especes
S R S R
Anidulafungine  C. albicans <025 >05 < 0,03 > 0.03
C.glabrata <0,12 >0,25 < 0,06 > 0,06
C. tropicalis <0,25 >0,5 < 0,06 > 0,06
C. krusei <025 >05 <006  >0,06
C. parapsilosis <2 >4 <0,002 >4
C. guillermondi <2 >4 ND ND
Caspofungine C. albicans <0,25 > 0,5 ND ND
C.glabrata <0,12 >0,25 ND ND
C. tropicalis <0,25 > 0,5 ND ND
C. krusei <0,25 > 0,5 ND ND
C. parapsilosis <2 >4 ND ND
C. guillermondi <2 >4 ND ND
Micafungine C. albicans <0,25 >0,5 <0,016 >0,016
C.glabrata <0,06 >0,12 <0,03 > 0,03
C. tropicalis <0,25 >0,5 ND ND
C. krusei <0,25 > 0,5 ND ND
C. parapsilosis <2 >4 < 0,002 >2
C. guillermondi <2 >4 ND ND

Figure 2.7 — Distribution des CMIs en caspofungine chez C. albicans, mesurées par la méthode CLSI par
12 laboratoires d’apres [59]

Au total, 11 560 isolats de C. albicans ont été testés. La distribution des CMIs est représentée pour chaque centre. Le mode est
encadré.
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2.5.2 Techniques de routine : I'exemple de I'Etest®

Les Etest® sont des bandelettes contenant un gradient prédéfini d’antifongique. Une boite de gé-
lose a base de RPMI 1640 additionné de MOPS est ensemencée par un inoculum fongique calibré a 0,5
McFarland. Lorsque la bandelette est déposée sur la gélose, I’antifongique va diffuser dans la gélose.
Apres une incubation de 24h & 48h, la CMI est lue sur I’échelle graduée, a I'intersection entre I’ellipse

d’inhibition et la bandelette.

L’Etest® Caspofungine L utilisation des BPs révisés du CLSI et de "EUCAST permettent une bonne
catégorisation des isolats de C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis et C. tropicalis. Par contre, avec
les BPs proposé par le CLSI, 73.1% des isolats sensibles de C. krusei et 33,1% des isolats sensibles C.
glabrata sont classés intermédiaires et 1,5% des isolats de C. glabrata sont méme classés résistants [6].
Pour C. glabrata, les CMIs mesurées par la méthode Etest® sont plus élevées qu’avec les techniques
CLSI et EUCAST [22, 171]. Arendrup et al. [6] ont donc proposé pour C. glabrata et C. krusei d’utiliser
un BP a 0,5 mg/L (initialement fixés respectivement a 0,125 et 0,25 mg/L) ou d’évaluer la sensibilité a la

caspofungine d’apres la CMI obtenue pour I’anidulafungine.

Figure 2.8 — Distribution des CMIs en caspofungine mesurées par les méthodes CLSI et Etest
CMIs mesurées chez 278 souches de C. albicans et 136 souches de C. glabrata[6]
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L’Etest® Micafungine Bougnoux et al. [21] ont montré une excellente corrélation entre les CMIs
obtenues par méthodes EUCAST et Etest, avec 98,5% de corrélation a 2 dilutions d’écart et 90,2% a une
dilution. Les souches testées ont été bien catégorisées dans 98,2% des cas. Cette bonne corrélation a

également été montrée avec la technique CLSI (88% a deux dilutions d’écart) [179, 60].

L'Etest® Anidulafungine Pour I'anidulafungine, la corrélation a deux dilutions d’écart de 94% entre

les CMIs obtenues par méthodes Etest et CLSI est également trés bonne [179].

Les autres techniques commerciales pouvant étre utilisées en routine sont le Sensititre YeastOne Test
Panel et les galeries Vitek 2 Yeast [41].

2.5.3 Détermination de la sensibilité aux antifongiques par la spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF

En 2012, une étude prometteuse a évalué la capacité de la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF
a déterminer la sensibilité a la caspofungine de souches du genre Candida sauvages ou mutées pour les

génes FKS. Cette technique consiste en la comparaison des différents spectres obtenus pour une souche
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donnée lorsque celle-ci est cultivée pendant 15h en milieu liquide (i) sans antifongique et (ii) additionné
de 8 concentrations différentes de caspofungine (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mg/L). Aprés 'acquisition de
I’ensemble des 9 spectres de la souche étudiée, ceux obtenus pour les concentrations extrémes (0 mg/L
et 64 mg/L) sont utilisés comme des références et comparés a ceux obtenus pour les 7 autres concen-
trations. La concentration pour laquelle le spectre est le plus proche de celui obtenu pour 64 mg/L de
caspofungine et le plus proche aussi de celui obtenu pour 0 mg/L, appelée la concentration de caspo-
fungine qui induit le moins de modification du spectre (MPCC), est déterminée. Cette technique basée
sur la modification du protéome en présence de caspofungine [91] a montré une excellente corrélation
entre la valeur de la MPCC et les CMIs obtenues par méthode de microdilution (avec des écarts de deux
dilutions) pour les 32 souches testées. Seuls 2 isolats n’étaient pas correctement identifiés comme étant
« sensibles » ou « résistants » a la caspofungine, conduisant a un taux de corrélation de 94,1% avec
les BPs de référence du CLSI [27]. Les spectrométres de masse de type MALDI-TOF étant de plus en
plus disponibles dans les laboratoires hospitaliers, cette technique encore expérimentale aujourd’hui

présage de trés novatrices applications de ces appareils.

Figure 2.9 — Détermination de la concentration de caspofungine qui induit le moins de modification du
spectre [27]
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La matrice des index de corrélation composite (CC)I représente la concordance des spectres obtenus entre deux concentrations,
pour la souche DSP155 de C. glabrata. La concentration pour laquelle le spectre est le plus proche de celui obtenu pour 64 mg/L
de caspofungine et de celui obtenu pour 0 mg/L, appelée la concentration de caspofungine qui induit le moins de modification
du spectre (MPCC) de cette souche est de 4 mg/L.
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2.6 Les antifongiques systémiques

2.6.1 Cibles des antifongiques

Le traitement des candidoses invasives (CI) repose sur I'utilisation d’antifongiques systémiques. Les
levures étant des micro-organismes eucaryotes, les cibles des antifongiques doivent étres spécifiques
des champignons, et sont donc limitées. Quatre familles d’antifongiques systémiques sont actuellement
disponibles, ciblant trois voies métaboliques distinctes : les polyénes, les fluoropyrimidines, les dérivés

azolés et les échinocandines.

Figure 2.10 — Cibles des antifongiques systémiques
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2.6.2 Les polyénes

Structure L’amphotéricine B (AmB), chef de file des polyénes, est un macrolide cyclique constitué
d’un cycle macrolactone a 40 atomes de carbone, sur lequel est branché un groupement mycosamine
en position C19 [109]. Les polyénes possedent un caractére amphotere lié au regroupement de plu-
sieurs doubles liaisons conjuguées hydrophobes (d’ou leur nom de "polyéne") sur une face du cycle
macrolactone et de groupements hydroxyles hydrophiles sur I'autre face. Ce sont des dérivés naturels,
synthétisés par des bactéries du genre Streptomyces. Des formes lipidiques ont été développées afin
de diminuer les effets indésirables de ’AmB déoxycholate comme I’AmB en complexe lipidique (Abel-
cet®) qui est une suspension d’amphotéricine B et de phospholipides, ou ’AmB incorporée dans des

liposomes (Ambisome®).

Mécanisme d’action L’amphotéricine B a une affinité trés forte pour I'ergostérol qui est le prin-
cipal stérol de la membrane plasmique fongique.
Trois mécanismes ont été décrits (figure 2.11) :
— «modéle du canal transmembranaire » : 8 molécules d’AmB s’associent a 8 molécules d’ergostérol
par leur partie polyénique tandis que les faces hydrophiles ménagent un canal central de 70 a 100

nm de diamétre [109],
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— «modele de 'adsorption en surface » : fixation de ’AmB a la surface de la membrane avec sé-
questration de I’ergostérol,
— «modeéle de I'éponge a stérol » : formation d’importants agrégats extramembranaires, respon-
sables de I'extraction de I’ergostérol de la bicouche lipidique [2].
Les polyénes possedent également une affinité non négligeable pour le cholestérol, ce qui leur confere

une forte toxicité a Porigine de multiples effets secondaires.

Figure 2.11 — L’amphotéricine B
(a) Structure de la molécule. (b,c,d) Modélisation des interactions avec 'ergostérol membranaire : formation de canaux trans-
membransaires (b), absorption a la surface (c), formation d’amas extracellulaires (d). D’apres [2]
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Pharmacocinétique L’amphotéricine B (AmB) est trés peu hydrosoluble et donc trés peu absorbée
au niveau de la muqueuse gastro-intestinale. Elle doit étre administrée par voie intraveineuse, en asso-
ciation avec le désoxycholate de sodium (DAmB). L’AmB se lie fortement aux protéines plasmatiques.
Les concentrations élevées d’AmB sont trouvées dans le foie (14 a 41 % de la dose administrée), les reins
(0,3 22 %) et les poumons (1,2 a 6 %). Le DAmB possede une bonne pénétration intra-macrophagique

La pharmacocinétique des formes lipidiques différe quelque peu. Pour ’Ambisome®, les concentra-
tions tissulaires les plus élevées sont retrouvées dans le foie (13 a 23 % de la dose délivrée) et la rate, et

la demi-vie est augmentée. Il n’y a pas d’élimination rénale de ’AmB.

Effets indésirables La formulation initiale, développée dans les années 1950s, est 'amphotéricine
B déoxycholate (DAmB). Lors d’un traitement entre 40% et 90% des patients présentent une réaction
aigue (fievre, vomissement, maux de téte) et 30% une altération de la fonction rénale avec hypokaliémie,
hypomagnésémie et acidose métabolique [169, 3].

La tolérance des formes lipidiques est meilleure, avec pour ’Ambisome® deux fois moins d’augmen-

tation de la créatinine et moins de réaction immédiate [199].

Mécanisme de résistance et spectre d'activité. Les cas de résistance a cette molécule sont
rares. Les mécanismes impliqués sont une altération des stérols membranaires, une défense contre le

stress oxydatif ou des mutations des génes codant des enzymes de la voie de biosynthése de 'ergostérol.
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Le spectre d’activité est étendu. L’AmB est active sur quasiment toutes les levures et les champignons

filamenteux. Elle est également utilisée dans le traitement des leishmanioses.

2.6.3 Les fluoropyrimidines

Structure Les fluoropyrimidines sont représentées en thérapeutique antifongique par la 5-fluoro-
cytosine (5-FC) (Ancotil®). La 5-FC est un analogue de synthése de la cytosine. Elle est captée par
les champignons via les cytosine perméases, qui transportent également d’autres molécules comme la
cytosine, ’adénine et I’hypoxanthine. Les cellules humaines ne possédent pas de cytosine désaminase,

et ne sont donc pas exposées a l’effet toxique de la 5-FC.

Mécanisme d’action La5-FC est rapidement désaminée en 5-fluorouracile (5-FU), qui est métabo-
lisé en 5-fluorouridine triphosphate puis intégré a I’acide ribonucléique (ARN) ot il perturbe la synthése
des protéines. Le 5-FU peut également étre transformé par I’'uridine monophosphate pyrophosphorylase
en 5-fluorodésoxyuridine monophosphate (FAUMP) qui inhibe la thymidylate synthétase, une enzyme
clé de la synthése de ’ADN [92, 196, 166].

Figure 2.12 — Métabolisme et mécanisme d’action de la flucytosine [92]
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Pharmacocinétique En raison de sa grande hydrosolubilité et de sa petite taille, I’absorption de la
5-FC est trés rapide et sa biodisponibilité orale est excellente (entre 76 et 89%) [43]. La molécule diffuse
trés bien, notamment dans le liquide cérébro-spinal, le péritoine, 'humeur vitrée et les articulations.

Son élimination est essentiellement rénale sous forme non métabolisée [196].

Mécanisme de résistance et spectre d’activité Les limites de son utilisation sont I’activité
fongistatique et 'apparition rapide de mutants résistants sous traitement. La résistance peut étre liée a
la diminution de la captation de I’antifongique par les cellules fongiques, a la diminution du métabolisme
du 5-FC en 5-FUMP ou a l'induction du métabolisme des pyrimidines, qui entrent alors en compétition
avec lantifongique [92, 166].

La 5-FC est active sur les levures du genre Candida et sur Cryptococcus neoformans. Son importante
diffusion en fait une molécule de choix dans le traitement des endocardites, des endophtalmies et des
infections du tractus urinaire, en association avec un autre antifongique (pour limiter I’acquisition de

résistance).
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2.6.4 Les triazolés

Structure Le kétoconazole est le premier antifongique azolé systémique a avoir été mis sur le
marché en 1981. La base de la molécule est un noyau imidazolé. Il était disponible uniquement par voie
orale, et son absorption était tres variable. Les interactions médicamenteuses étaient nombreuses et il
a finalement été retiré du marché en juin 2011, notamment a cause de son hépatotoxicité [4].

Le fluconazole est le premier triazolé commercialisé dans les années 1990. La substitution du cycle
imidazolé par un noyau triazolé permet d’accroitre la spécificité vis-a-vis du cytochrome P450 fongique
(C140-déméthylase), et d’en diminuer le métabolisme [134]. L’itraconazole, commercialisé en 1992, pré-
sente un spectre élargi aux Aspergillus.

Les triazolés de seconde génération, le voriconazole et le posaconazole et I'isavuconazole récemment
mis sur le marché sont intrinséquement plus actifs, et leur spectre est également élargi aux Aspergillus

spp et a certains Zygomycetes.

Figure 2.13 — Les antifongiques systémiques azolés [168]
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Mécanisme d’action Les antifongiques azolés inhibent une enzyme de la voie de biosynthese
de 'ergostérol, la lanostérol C14a-déméthylase (également appelée CYP51 ou Ergl11). Il en résulte une
déplétion en ergostérol qui assure la fluidité membranaire,et une accumulation de lanostérol. Ce dernier

est métabolisé par 'enzyme Erg3 ce qui conduit a la synthese de stérols méthylés toxiques.

Figure 2.14 — Voie de biosynthése de I'ergostérol chez C. albicans (A) et représentation schématique de
Paction des azolés (B) [155, 172]
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Pharmacocinétique Les triazolés possédent des paramétres pharmacocinétiques trés différents.
Tous sont administrables par voie orale, avec des biodisponibilités variables. Le fluconazole et le vorico-
nazole possédent une excellente biodisponibilité orale (>90%), alors que celle de I’itraconazole n’excéde
pas 55% dans des conditions optimales d’administration (forme gélule, une prise au moment d’un re-

pas et sans association a un médicament augmentant le pH gastrique). Il existe une forme injectable
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pour le fluconazole et le voriconazole. L’itraconazole et le posaconazole, et dans une moindre mesure le
voriconazole, sont trés fortement liés aux protéines plasmatiques, ce qui en fait des molécules non dia-
lysables. Le fluconazole et le voriconazole ont une bonne diffusion cérébrale. Le fluconazole est éliminé

majoritairement sous forme active dans les urines [162, 140, 134].

Mécanisme de résistance et spectre d’activité Larésistance acquise aux azolés est la résistance
aux antifongiques la plus diversifiée. Elle peut apparaitre via de multiples mécanismes : une augmen-
tation de la synthése de la protéine Ergl1, une altération du site de fixation des azolés sur la protéine

Ergll, une augmentation de l'efflux par les pompes Cdr1, Cdr2, ou Mdr1.

2.6.5 Les échinocandines

Structure Les échinocandines sont des lipo-hexapeptides cycliques semi-synthétiques, issus de
produits de fermentation de différents ascomycetes : la pneumocandine By de Glarea lozoyensis pour
la caspofungine, le dérivé FR901370 de Coleophoma empedri pour la micafungine et ’échinocandine
Bg d’Aspergillus nidulans pour 'anidulafungine. Leur biosynthése initiale par des champignons résulte
d’une synthese peptidique non ribosomique, assurée par plusieurs synthétases incorporant successive-
ment des acides aminés. Cela aboutit a la production de peptides complexes associant pour les échino-

candines un cycle hexapeptidique et une chaine lipidique [15].

Figure 2.15 — Structure chimique des trois échinocandines actuellement commercialisées
anidulafungine (a), caspofungine (b) et micafungine (c). En surligné, les modifications apportées sur la molécule initiale[55]
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Mécanisme d’action Les échinocandines altérent la synthése de la paroi fongique en inhibant de

maniére non compétitive la 3-(1-3)-D-glucane synthétase (GS). Cette enzyme catalyse la polymérisation
de I'uridine diphosphate glucose (UDP-glucose) en (3-(1,3)-D-glucane, constitué de 60 a 80 résidus de

glucose reliés par des liaisons 3-(1,3).

Pharmacocinétique et pharmacodynamie Leur biodisponibilité orale étant limitée, les échino-
candines sont administrées par voie intraveineuse. Une dose de charge est recommandée le premier
jour pour la caspofungine (70 mg/j, puis 50 mg/j) et 'anidulafungine (200 mg puis 100 mg/j) mais pas
pour la micafungine (100 mg/j). Chez les patients de plus de 80kg, pour le caspofungine, la posologie ini-
tiale de 70mg/ doit étre maintenue. Les échinocandines sont fortement liées aux protéines plasmatiques
(>84%), et non dialysables. Les concentrations tissulaires les plus élevées sont retrouvées au niveau pul-
monaire, hépatique, splénique et rénal tandis que les concentrations dans I'urine, le LCR et le vitré
sont négligeables. Les échinocandines sont dégradées en métabolites inactifs soit chimiquement par
le sang (anidulafungine), soit par le foie (micafungine et caspofungine), par un mécanisme différant
du cytochrome P450. En cas d’insuffisance hépatique modérée (score Child-Pugh entre 7 et 9), la dose
d’entretien de la caspofungine doit étre de 35 mg/jour. Il n’est pas nécessaire d’ajuster les doses pour la

micafungine et I’anidulafungine [156].

35



2 Généralités

L’anidulafungine présente quelques caractéristiques de pharmacocinétique qui lui sont propres. Elle
n’est pas dégradée par le foie, présente le pic plasmatique le plus faible et se fixe moins aux protéines.
Son volume de distribution et sa demi-vie sont plus élevés [58].

Les interactions médicamenteuses avec les échinocandines sont trés limitées. Elles n’interagissent
pas avec le cytochrome P450, ni avec la glycoprotéine P. Le dosage des immunosuppresseurs est recom-
mandé lors d’un traitement par micafungine (ciclosporine, sirolimus) et par caspofungine (tacrolimus).
Les concentrations de caspofungine sont diminuées lors d'une co-administration avec de la rifampicine.

L’action dépend de la concentration plasmatique en antifongique, avec une prédiction de lefficacité
par la mesure du ratio de I’aire sous la courbe sur la CMI (AUC/CMI). Les échinocandines possédent un
effet post-antifongique prolongé. Apres une heure d’exposition aux échinocandines puis élimination
de 'antifongique, il persiste une décroissance de I'inoculum fongique [36, 183, 77]. Les échinocandines

présentent une excellente efficacité sur le biofilm.

Mécanisme de résistance et spectre d’activité Les échinocandines possédent une activité
fongicide dépendante de la concentration vis a vis de toutes les especes de Candida spp. Les CMIs en
échinocandines sont plus élevées chez les Candida du complexe parapsilosis (C. parapsilosis, C. metap-
silosis et C. orthopsilosis) et pour C. guillermondii en raison d’un polymorphisme génétique dans le géne
de la 3-(1-3)-D-glucane synthétase. L’anidulafungine présente en général les CMIs les plus basses et la
caspofungine les plus élevées.

Vis a vis d’Aspergillus spp, les échinocandines sont considérées comme fongistatiques, méme si elles
entrainent une lyse apicale des hyphes [94].

Les échinocandines sont inactives sur les zygomycétes, Fusarium solani, Scedosporium prolificans,

Cryptococcus spp et Trichosporon spp.

2.7 Recommandations thérapeutiques

Le traitement des candidoses invasives fait I’objet de recommandations de la part de plusieurs so-
ciétés savantes, en particulier I'Infectious Diseases Society of America (IDSA) et I'European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID). Il dépend essentiellement du statut immuni-
taire de I’héte (neutropénique ou non neutropénique) et de I'organe atteint. L’arsenal thérapeutique
est varié mais le pouvoir fongicide important des échinocandines vis a vis des Candida spp, associé a
I’absence d’effet secondaire majeur et leur action sur les biofilms font qu’elles sont positionnées en pre-
miére ligne de traitement curatif des candidoses invasives dans toutes les recommandations récentes.
Les échinocandines sont recommandées en premiére intention dans : les candidémies du sujet neutropé-
nique et non neutropénique ; les candidoses abdominales en association avec la chirurgie ; les infections
ostéoarticulaires ; les endocardites, les infections de matériel intra-vasculaire, les thrombophlébites (a
fortes doses 150 mg pour la caspofungine et la micafungine, 200 mg pour 'anidulafungine). Elles ne
sont pas recommandées dans les infections oculaires, les infections du systeme nerveux central et les
infections du tractus urinaire en raison de leur trés faible diffusion dans ces organes, ni dans les in-
fections des muqueuses digestives ou génitales en raison des alternatives thérapeutiques disponibles
[136].
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2 Généralités

2.8 Modification de I’écologie fongique sous traitement par échino-

candines

Un traitement antifongique entraine une pression de sélection sur la flore commensale, ayant pour
conséquences un risque de sélection de levures résistantes a I’antifongique et une modification de Iéco-
logie. Deux études ont montré, en analyse multivariée, quun traitement antérieur par une échinocan-
dine est un facteur de risque indépendant de développer une infection avec une souche de sensibilité
diminuée a ces molécules (Odds-ratio de 5,25 et 5,3) [193, 19].

L’étude de la répartition des espéces de Candida responsables de candidémies montre qu’une ex-
position a un antifongique dans les 30 jours précédents modifie leur distribution. Dans le cas d’une
pré-exposition au fluconazole, C. glabrata et C. krusei sont plus fréquemment isolés, alors qu’une pré-
exposition aux échinocandines sélectionne C. parapsilosis, C. glabrata et C. krusei [115]. Une augmen-
tation de la proportion des candidémies a C. parapsilosis liée a I’augmentation de la prescription des
échinocandines a été montrée en France [67, 139] et aux Etats-Unis [65, 182], mais n’a pas été observée
au Danemark [5].

L’évolution globale de I’épidémiologie des candidémies en lien avec la consommation d’antifongique

reste difficile & montrer.
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PARTIE 3

LA RESISTANCE AUX ECHINOCANDINES

3.1 Meécanismes de résistance

3.1.1 Généralités sur la résistance aux antifongiques
3.1.1.1 Le type de résistance aux antifongiques

La résistance primaire ou intrinséque se référe a la sensibilité naturelle d’une espéce a un antifongique
donné. Ce niveau inné de sensibilité est indépendant de ’exposition a 'antifongique. Par exemple, C.
krusei est intrinsequement résistant au fluconazole en raison d’une inhibition plus faible de la C14a-
déméthylase [133].

A linverse, la résistance secondaire ou acquise survient uniquement aprés une exposition a 'an-
tifongique. Deux types de situations sont possibles : soit 'espece de Candida spp responsable de la
colonisation ou de l'infection initialement sensible, devient résistante par mutation génétique sous la
pression du traitement antifongique, soit le patient est colonisé ou infecté par plusieurs souches d’une
méme espéce ou plusieurs espéces et sous leffet du traitement ’espéce ou la souche intrinsequement

résistante a 'antifongique sera sélectionnée.

3.1.1.2 Les difféerents mécanismes moléculaires de résistance

Un défaut d’accumulation de I'antifongique L’antifongique doit pénétrer dans la levure afin
d’exercer son action. La 5-FC utilise des transporteurs comme la cytosine perméase (FCY2) pour péné-
trer dans le cytoplasme. Toute altération de la FCY2 va entrainer une diminution de la concentration
intracellulaire en 5-FC.

L’antifongique peut également étre rejeté de U'extérieur de la cellule par des pompes d’efflux. Deux
principales familles de transporteurs sont impliquées dans la résistance aux azolés. Elles se distinguent
par I'énergie nécessaire a leur fonctionnement et par les différents substrats antifongiques qui peuvent
les emprunter. Les transporteurs de type MF (Major Facilitator), codés par le gene MDR1 chez C.albicans,
fonctionnent a I'aide d’'un gradient électrochimique de protons. Ces pompes n’effluent que le flucona-
zole. Les transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette), codés par les génes CDR1 et CDR2 chez
C. albicans, utilisent I’énergie fournie par I'’hydrolyse de I’adénosine triphosphate (ATP) pour exporter
hors du cytoplasme la plupart des antifongiques azolés. En situation normale, les transporteurs Mdr ou
Cdr sont exprimés a un niveau de base dans la cellule fongique, méme en I’absence d’antifongique. La

résistance résulte de la surexpression des génes et de ’accumulation des pompes dans la membrane.
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3 La résistance aux échinocandines

Une altération de la cible de I'antifongique conduit a une diminution de I’affinité pour I’antifon-
gique. C’est le mécanisme le plus fréquemment retrouvé, et il touche toutes les classes d’antifongiques.
Pour les échinocandines, des mutations du géne FKS codant la 3-1,3-D-glucane sythétase vont induire
une résistance croisée a toutes les échinocandines.
La résistance aux antifongiques azolés est médiée par des mutations de la C14-a-déméthylase. Cer-
taines mutations sont responsables d’une résistance isolée au fluconazole, tandis que pour d’autres la

résistance est croisée avec le voriconazole ou avec ’ensemble des azolés.

La surexpression des génes de la thymidylate synthase ou de la C14-0-déméthylase aboutissent

respectivement a une résistance a la 5-FC ou aux azolés.

L’altération des enzymes de métabolisme de I’antifongique va entrainer un défaut d’activation
de 'antifongique. L’altération de la cytosine désaminase (FCY1) empéche la transformation du 5-FC en

5-FU, et est responsable d’une résistance au 5-FC.

L’adaptation de la cellule fongique par l'activation de voies métaboliques de sauvetage ou la

synthese de biofilm conduit également a une résistance aux antifongiques.

3.1.2 Bases moléculaires de la résistance aux échinocandines
3.1.2.1 Les génes FKS codent pour une glucane synthase (Fks)

Le gene FKS, cible des échinocandines, qui code pour la $-(1-3)-D-glucane synthétase, a été décrit
dans les années 1990 par des équipes qui étudiaient chez la levure la voie de la calcineurine et ’action
des imunosuppresseurs comme le tacrolimus (FK506) et la cyclosporine (CsA). En 1993, Parent et al. ont
décrit une souche de Saccharomyces cerevisiae 100 a 1000 fois plus sensible au tacrolimus (FK506) qu’ils
ont appelé « mutant fks1» [137]. Mais quelle est la relation entre une mutation dans le gene codant une
sous-unité de la glucane synthase et ’hypersensibilité au tacrolimus ? La réponse a été apportée par la
découverte chez S. cerevisiae du géne orthologue FKS2, codant une protéine ayant 87% d’identité avec
Fks1, dont certaines fonctions sont redondantes avec celles de Fks1 et dont la régulation dépend de la
calcineurine. Chez ces « mutants fks1 » l’altération de lactivité de la protéine Fks1 est donc compensée
par Fks2. Lors d’un traitement par le tracrolimus, la transcription du géne FKS2 n’étant plus induite,
cela se traduit par une sensibilité accrue des mutants au tracrolimus.

Fks1 et Fks2 sont des protéines transmembranaires dont le domaine central cytoplasmique porte
l'activité glucane synthétase.

UDP-glucose + [(3-(1,3)-D-glucosyl]n —UDP + [3-(1,3)-D-glucosyl]n+1
La protéine Rhol est indispensable a Iactivité de ces sous-unités catalytiques. Il s’agit d'une protéine
régulatrice majeure portant une activité GTPase qui est impliquée dans le controle de l'intégrité de la
paroi fongique. Elle joue un réle central dans de nombreux processus cellulaires (figure 3.1).

C’est au final trois genes paralogues de FKS qui ont été identifiés chez les levures (FKS1, FKS2, FKS3).
FKS1 et FKS2 codent des protéines de grande taille (> 200 kDa), présentant plusieurs hélices transmem-
branaires et un domaine cytoplasmique central porteur de 'activité catalytique. L’expression des deux
sous-unités Fks1p et Fks2p est complexe et varie en fonction des espéces fongiques, du cycle cellulaire
et des facteurs environnementaux. Le géne FKS1 est le géne principal du point de vue fonctionnel chez
C. albicans et chez les autres espéces de Candida spp., alors que chez C. glabrata les génes FKS1 et FKS2

sont fonctionnellement redondants [98, 131].
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3 La résistance aux échinocandines

Le géne FKS3 est exprimé a tres bas niveau chez Saccharomyces cerevisiae et il est impliqué dans la
formation des spores [95].

L’inhibition enzymatique des sous-unités Fks par les échinocandines est responsable d’une diminu-
tion de la synthése des 3-1,3-glucanes et conduit a un déséquilibre osmotique et a une lyse cellulaire
particuliérement marquée chez les levures du genre Candida (effet fongicide). Toutefois, le mécanisme

d’interaction précis entre les échinocandines et la 3-1,3- glucane synthétase reste inconnu.

Figure 3.1 — Illustration du role central de Rhol dans la régulation de 'intégrité de la paroi
L’activité de Rhol est régulée par le cycle cellulaire et par des senseurs de stress cellulaire (guanosine nucleotide exchange
factors (GEFs) and GTPase-activating proteins (GAPs)). Rhol module 'activité de 6 effecteurs impliqués dans la synthése de
la paroi, la polymérisation de ’actine, 'exocytose et la transcription [132]
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3.1.2.2 Notion de « Hot-Spot »

Le géne FKS1, notamment sa partie centrale, est trés conservé au sein des différentes especes fon-
giques. La majorité des mutations impliquées dans la résistance aux échinocandines ont été décrites
dans deux régions appelées « Hot Spot », situées sur la protéine Fks1 de S. cerevisiae entre les acides
aminés 639 et 647 pour le HS1, et 1354 et 1357 pour le HS2. Les mutations de résistance sont essen-
tiellement situées sur le géne FKS1, sauf chez C. glabrata ou elles apparaissent également sur le gene

FKS2.

Figure 3.2 — Représentation schématique de la protéine Fks1 et des séquences des régions « Hot-spot »
d’apres [138, 99]
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3 La résistance aux échinocandines

3.1.2.3 Role et régulation des différents génes FKS

Chez Saccharomyces cerevisiae [95, 122]

Chez S. cerevisae, Fks1 et Fks2 possédent des fonctions essentielles redondantes. La perte de la fonction
d’un des genes FKSI ou FKS2 n’est donc pas létale.

Les mutants fks12 ont une croissance plus lente. Leur paroi contient moins de B-glucanes mais plus

de chitine et de mannoprotéines.

La délétion du géne FKS2 n’est pas responsable de modification notable au niveau de la paroi.

Les doubles mutants fks14 fks2/A ne sont pas viables.

La régulation de ces deux génes est complexe :

— FKS1 est le plus exprimé. Son expression est variable en fonction du cycle cellulaire, avec une
accumulation périodique des ARNm pendant le cycle. En amont du géne FKS1, des éléments im-
pliqués dans la régulation du cycle cellulaire ont été identifiés, comme le MCB (Mlu I cell cycle
box) ou le CCB (cell cycle box).

— FKS2 est 10 fois moins exprimé que FKSI dans les conditions de croissance végétative. Lors de
la reproduction sexuée, la synthése de Fks2p est rapidement induite, avec des niveaux d’ARNm
multipliés par 7 4 10 en 75 minutes [95, 122]. Dans le méme temps, le taux ARNm de FKSI est divisé
par 3. L’expression de FKS2 est régulée par la carence en glucose, 'exposition aux phéromones et
en présence de calcium (systéme calcium/calcineurine).

Fks2 et Fks3 sont fortement impliqués dans la formation des spores. Chez les mutants fks2/\, des ano-
malies morphologiques sont observées en microscopie électronique et la composition des différentes
couches de la paroi est modifiée. Cependant, ’expression de FKS1 par le promoteur de FKS2 permet de
palier a ces défauts, suggérant un réle important de la régulation du géne FKS2 et une redondance par-
tielle de fonction entre Fks1 et Fks2. Fks3, bien que de structure proche de Fks1 et Fks2, ne posséderait

pas de fonction glucane synthétase, mais aurait un réle de régulation [111].

Chez Candida glabrata [72, 98]

Bien que proche de S. cerevisiae, aucun Mating ou méiose n’a été observé chez C. glabrata. Les génes
FKS1 et FKS2 semblent redondants lors de la croissance de la levure. En effet, les délétants fksI ou fks2
ne présentent aucune anomalie morphologique. Le gene FKS2 est plus exprimé que chez S. cerevisae,
avec un ratio FKS1/FKS2 se situant entre 0.49 et 0.67 [72]. Les doubles délétants fks1A fks2/A ne sont

pas viables. Le géne FKS2 est régulé par le systéme Calcium/Calcineurine.

Chez Candida albicans [73, 130, 126]

Les génes FKS de C. albicans peuvent étre nommeés différemment : GSCI pour FKS1, GSL2 pour FKS2
et GSL1 pour FKS3. Mio et al, ont étudié la souche CAI4 de C. albicans dans laquelle le géne GSC1
est dupliqué. Cette souche particuliere comporte donc 3 copies du géne FKSI alors que C. albicans est
diploide. Ainsi, les souches délétées pour 1 ou 2 des alléles GSCI ne présentaient aucun défaut de crois-
sance. Leur paroi contenait toutefois moins de (3-glucanes. GSC1 (FKSI) est essentiel chez C. albicans.
C’est également le géne le plus exprimé, 3 fois plus que FKS2 et 27 fois plus que FKS3. L’expression des
geénes FKS2 et FKS3 est accrue chez les souches portant une mutation dans le géne FKSI, et ce d’autant

plus que la mutation est homozygote.

Espéce du Complexe parapsilosis [71]

Un polymorphisme naturel au niveau du HS1 de Fks1 est présent chez C. parapsilosis, C. orthopsilosis,
et C. metapsilosis. En position 600 de la protéine Fks1, la proline est remplacée par une alanine (A600P).

Ce polymorphisme est situé sur le 9¢éme acide aminé du HS1. Cela confére a ces espéces des valeurs de

41



3 La résistance aux échinocandines

CMI intrinséquement élevées par rapport aux autres Candida spp (x20 a 50 fois par rapport a C. albicans
ou C. glabrata). L’étude enzymatique de la glucane synthase montre une diminution de son efficacité

(Vmax diminuée). L’expression du geéne FKSZ est plus élevée que celle de FKS1 chez C. parapsilosis.

Figure 3.3 — Expression des genes FKS chez différentes especes de levures [71]

TABLE 4. Relative expression ratios between FKS genes

Orean B FKS1-HS1 Expression ratio”
rganism Strain B
sequence FKS2/FKS1  FKS3/FKSI
C. parapsilosis 22019 FLTLSLRDA 6.94 2.88
C. parapsilosis ~ H4 FLTLSLRDA 4.04 3.23
C. albicans 90028 FLTLSLRDP 0.21 0.03
C. albicans 36082 FLTLSLRDP 0.39 0.02
C. albicans Mi122 FLTLSLRDH 0.28 0.04
C. glabrata 90030 FLILSLRDP 1.53 0.02
C. glabrata T51916  FLILSLRDT 0.81 0.005

“ FKS2-HS1 sequences are shown for C. glabrata sirains. Substituted amino
acids are in bold.
? Differences (n-fold) relative to FKSI levels.

3.1.2.4 Mutations FKS

La résistance aux échinocandines apparait sous traitement et résulte d’une altération dans le géne
FKS1, ou FKS2 pour C. glabrata. 11 s’agit principalement de mutations, mais des délétions ainsi que
lapparition d’un codon stop ont également été décrites. Toutes les mutations ne sont pas équivalentes.
Les mutations associées a la plus forte élévation des CMIs impliquent ler et le 5éme acide aminé du HS1
de FKS1 ou FKS2, et se traduisent par une résistance croisée aux trois échinocandines. Ces mutations

sont particulierement décrites et étudiées chez C. glabrata.

Tableau 3.1 — Localisation et fréquence des altérations des protéines Fksl et Fks2 chez C. glabrata,
d’apreés [51]
HS1 Fksl1p position 625- F L v L S R D P I
HS1 Fks2p position 659-

Fréquence ] 62% \ ] 6% \

Les mutations faux-sens entrainent la substitution d’un acide aminé dans la région HS1 des protéines Fks1p et Fks2p chez C.

glabrata, prétérentiellement sur le 5éme et le ler acide aminé.

Le complexe de la 3-1,3-D-glucane synthétase est composé de deux isoenzymes Fksp. Dans la plupart
des cas, lorsqu’une mutation se produit, seule une des protéines est concernée par la substitution de
l’acide aminé. Chez ces simples mutants fks, ’étude de la cinétique de la glucane synthase ne montre
pas de mélange d’enzyme, suggérant que les protéines Fksp forment un complexe multimérique fonc-
tionnant comme une seule entité et qu'une mutation modifie le profil du complexe entier. Chez C.
albicans, la résistance est d’autant plus élevée que les deux alléles sont touchés ou qu’il y a une perte
d’hétérozygotie [130].
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3 La résistance aux échinocandines

3.2 Détection et caractérisation des souches de sensibilité diminuée

aux échinocandines

3.2.1 Détection des souches de sensibilité diminuée aux échinocandines par
analyse phénotypique

En routine, une souche de sensibilité diminuée aux échinocandines est détectée par la mesure des
CMIs, qui seront supérieures aux seuils critiques d’interprétation clinique (BPs). Les nouveaux BPs
adaptés a 'espéce, déterminés par les méthodes de référence de dilution en milieu liquide, permettent
en général de classer les souches fks-muté en souches résistantes. En effet, la plupart des mutants ont
des CMIs plus élevées que les souches sauvages. Dans leur étude, limitée a 120 souches de C. glabrata,
dont seulement 10 portaient une mutation dans les génes FKS, Shields et al. [180] ont montré une
excellente spécificité des BPs établis par le CLSI pour la micafungine et ’anidulafungine pour identifier
les souches fks-muté (tableau 3.2). L’application de ces BPs a une collection de 566 isolats cliniques de
C. glabrata dont 55 étaient porteurs d’'une mutation fks [149] a confirmé ces résultats.

La sensibilité des BPs est cependant mois bonne, puisque certains mutants fks conservent des valeurs
de CMIs basses en échinocandines. Comme le montre la figure 3.4, dans I’étude de Pfaller et al., la courbe
de distribution des CMIs des 55 isolats mutés chevauche celle des souches FKS sauvage et 27% (15/55)
d’entre-eux ont méme une CMI en micafungine inférieure au BP défini (< 0,06 mg/L). La sensibilité des
BPs peut-étre augmentée en abaissant leur seuil d’une dilution. Les BPs définis peuvent étre appliqués

a la méthode Etest pour catégoriser les isolats.

Tableau 3.2 - Sensibilité et spécificité des différents seuils critiques d’interprétation clinique (BPs) en
fonction des molécules pour l'identification des souches fks-muté

Caspofungine Micafungine Anidulafungine Réf
Seuil Se Sp Seuil Se Sp Seuil Se Sp

CMI méthode 0,5 70% 93% > 0,06 60% 94% >0,12 60% 99% [180]

CLSI (7/10) | (102/110) (6/10) | (103/110) (6/10) | (109/110)
0,5 52% 99% > 0,06 72% 98% N/A NT NT D’apreés

(29/55) | (509/511) (40/55) | (504/511) [149]

Etest 0,25 100% 94% > 0,06 60% 100% >0,12 70% 100% [179]
(10/10) | (103/101) (6/10) | (110/110) (7/10) | (110/110)

Se (sensibilité) = pourcentage d’isolats fks-muté avec des CMIs supérieures aux BPs
Sp (Spécificité) = pourcentage d’isolats fks-muté avec des CMIs inférieures aux BPs

La valeur de la CMI permet également d’évaluer le risque d’échec thérapeutique. Ainsi, Shields et al.
[180] ont montré qu'une CMI en caspofungine par méthode Etest > 0.25 mg/L avait une valeur prédictive
d’échec thérapeutique de 79%. Des études expérimentales chez les animaux ont montré qu'une CMI en
anidulafungine supérieure a 1 mg/L (CLSI) était un facteur de risque de mauvaise réponse au traitement
[64].
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3 La résistance aux échinocandines

Figure 3.4 — Distribution des CMIs CLSI a la micafungine d’isolats cliniques de C. glabrata isolés dans
le Monde

L’histogramme représente la distribution des CMIs en micafungine des 566 souches de C. glabrata étudiée par Pfaller et al.
[149]. Les souches FKS-sauvage sont représentées en rouge clair et les 55 souches fks-muté en rouge foncé. Les distribu-
tions des CMIs des souches sauvages et mutées se chevauchent, et 'on observe des isolats fks-muté classifiés sensible a la
micafungine (CMIM IC <0,06 mg/L)
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L’implication dans la résistance aux échinocandines des mutations dans les génes FKS a été démon-
trée par la mesure de l'activité enzymatique de la glucane synthétase (GS). L’enzyme est extraite a
partir de la membrane plasmique de souches sauvages ou résistantes aux échinocandines. Les para-
métres cinétiques sont déterminés en présence d’uridine 5-diphosphoglucose radioactif ([*H]-UDPG)
et de GTP-v-S [72, 138] : vitesse maximale (Vm), constante d’affinité de Michaelis (Km), nature de I'in-
teraction entre la GS et les échinocandines et constante d’inhibition. Les échinocandines inhibent de
maniére non compétitive la GS. La présence d’'une mutation dans la région HS entraine une diminu-
tion de la Vm, plus ou moins importante en fonction des mutants, sans modification de la constante
d’affinité. Ce résultat confirme que le site de fixation des échinocandines sur la GS est différent du site
de fixation du substrat (UDPG). Cette technique permet d’évaluer in-vitro I'activité d’enzymes mutées,
mais est complexe a mettre en place et nécessite des locaux spécialement congus pour la manipulation

de molécules radioactives.

3.2.2 Détection des mutants fks par étude génotypique

I a été démontré en analyse multivariée que la présence d’'une mutation dans le géne FKS est un
facteur de risque indépendant d’échec thérapeutique [178]. Shields et al. ont étudié rétrospectivement
chez 39 patients atteints de CI due a C. glabrata, dont 7 étaient infectés par une souche mutée, la réponse
au traitement par une échinocandine. Les mutations concernaient le gene FKS1 (D632H et D632Y) ou
FKS2 (F659del, F659L). 86% (6/7) des patients infectés par un mutant fks étaient en échec thérapeutique,
un seul ayant eu une évolution favorable. Dans cette étude, le génotype FKS s’est avéré un meilleur
indicateur d’échec thérapeutique que la CMI seule. Cela suggere I'intérét de pouvoir détecter en routine

les mutations dans les génes FKS chez C. glabrata et les autres espéces de Candida.

3.2.2.1 Le séquencage nucléotidique

Le séquencage permet de détecter et de caractériser les mutations dans les génes FKS1 et/ou FKS2.
Chez C. glabrata, les génes FKS1 et FKS2 mesurent respectivement 7 332 et 7 941 paires de bases (pb).
Le séquencage complet de ces génes par la méthode de Sanger doit donc étre réalisé a I’aide de plu-
sieurs amorces, la taille des séquences compatible avec le séquencage étant de 500 a 800 pb. Saraya et
al. [170] ont du réaliser 13 réactions de séquences a I’aide de 13 amorces distantes de 500 pb pour sé-

quencer chacun des génes FKS1 et FKS2 dans leur intégralité. La séquence entiere a été analysée apres
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la mise bout a bout des différents fragments qui se chevauchaient. En raison de la complexité du sé-
quencage complet, le séquencage des génes FKS se limite le plus souvent aux régions HS. De nouvelles
techniques de séquencage haut débit (NGS) se sont développées ces dernieres années. Leur principal
avantage réside dans leur capacité a fournir de grandes quantités de séquences ou de travailler sur un
grand nombre d’échantillons en paralléle [75]. Cependant, la taille des séquences analysées n’excede
pas quelques centaines de paires de bases, le NGS se limite également aux régions HS pour les génes
FKS.

3.2.2.2 L’amplification en chaine par polymérase (PCR)

Connaissant la séquence nucléotidique a amplifier, il est possible de dessiner des amorces oligonu-
cléotidiques spécifiques, qui ne s’hybrideront qu’a TADN matrice extrait de la souche mutée a étudier et
non a celui d’une souche sauvage. Dudiuk et al. [51] ont ainsi développé une technique de PCR en point
final pour détecter chez C. glabrata dix mutations localisées dans le HS1 (F625S, S629P, D632G/E/Y dans
la protéine Fks1, F659S/V/L et S663P/F dans la protéine Fks2). Cette technique, peu coliteuse, permet
chez les isolats cliniques de C. glabrata de dépister plus de 87,7% des mutations décrites dans la littéra-
ture. Elle ne permet cependant pas d’identifier des mutations localisées dans d’autres régions des génes
FKS, ni de détecter des délétions comme la F659A dans Fks2p. Selon une approche similaire, Balashov et
al. [10] ont recherché chez C. albicans des mutations par PCR en temps réel. Pham et al. [153] ont décrit
une stratégie de détection rapide des mutations en utilisant la technologie Luminex MagPix. Dans notre
travail, nous avons utilisé cette technique afin de détecter des souches de C. lusitaniae ayant intégré
lallele fks1 muté

Tableau 3.3 — Exemple de PCR pour la recherche de mutations ponctuelles
Deux amorces ont été synthétisées dans le but de détecter la substitution de la cytosine en guanine (gras). La spé-
cificité de ’amorce est améliorée en utilisant des amorces de petite taille, dont la derniére base est spécifique soit
de l'alléle muté (RCtrl-R1361Gm), soit de I’allele sauvage (RCtrl-R1361R) et en introduisant un non-appariment
sur la 3éme base en 3’ de I’amorce (souligné) [89, 113]

1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 1357

Hot-Spot2FKS1 [ W | T [ R | R | Y | T | L [ s | I
A:5-GCT GTG GAT TGG ATT AGA CGT TAC ACA TTG TCT ATT TTCATTGTT-3’

RCtrl-R1361Rm 3-  GCC ATG TGT AAC AGA TA

B:5-GCT GTG GAT TGG ATT AGA GGT TAC ACA TTG TCT ATT TTCATTGTIT-3
RCtrl-R1361Gm 3- CCC ATG TGT AAC AGA TA
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Figure 3.5 — PCR en point final pour la détection des mutants R1361G
Dans les conditions de PCR décrites, ’'amorce RCtrl-R1361G (rose) ne s’hybride qu'a ’ADN des souches mutées.
Ainsi, on n’observe aucune amplification avec les amorces FCtrIHS2/RCtrl-R1361G pour la souche sauvage (6936)
et 'amplification d’un fragment de 300 pb attendu pour les mutants R1361G (cl 4’ mutant). Cette technique permet
de dépister rapidement les souches ayant acquis la mutation ponctuelle recherchée.

¢ G’ 3
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Conditions de PCR :
95°C : 2 minutes
795°C : 20 secondes
30 fois: = 51,5°C:20 secondes
{ 72°C : 20 secondes

72°C pendant 10 minutes

Couples d'amorces :
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3.3 Epidémiologie de la résistance aux échinocandines

3.3.1 Incidence des mutations fks et sensibilité aux antifongiques

La résistance aux échinocandines demeure assez rare et implique plus fréquemment C. glabrata. Les
données du réseau mondial de surveillance de la sensibilité aux antifongiques (SENTRY) sont rapportées
dans le tableau 3.4. En 2013, sur les 1514 souches de Candida spp responsables de CI testées, 4,4% des
C. glabrata et 2,8% des C. tropicalis étaient résistants aux échinocandines. Le séquencage des régions
HS a mis en évidence 5 mutants fks (3 C. glabrata mutés dans le HS1 du géne FKS2 et 2 C. tropicalis
dans le HS1 du géne FKSI) [30]. Les données du réseau montrent que depuis 2008 des mutants fks de C.
glabrata sont isolés chaque année, contrairement aux autres espéces de Candida spp, et qu’il n’y a pas

de tendance a 'augmentation de la résistance aux échinocandines dans le Monde.

Tableau 3.4 — Epidémiologie de la résistance aux échinocandines pour les différentes espéces de Can-
dida dans le Monde (programme SENTRY)

2008-2009 [151]* 2010-2011 [150]§ 2012 [29]¥ 2013 [30]
ANI CAS MIC ANI | CAS | MIC | ANI | CAS | MIC | ANI | CAS | MIC
Calb | 0%/025% | 0%/05% | 0%/025% | 0% | 02% |01%| 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%
Cgla | 11%/38% | 22%/51% | 0%/32% | 1.8% | 1.6% | 1.2% | 1.5% | 1.5% | 1.1% | 24% | 2% | 0.8%
C. par 0 %/0 % 0 %/0 % 0%0% | 05% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%
C. tro 0 %/0 % 0 %/0 % 0 %/0 % 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 1.7% | 0.6% | 0.6%
C. kru 0 %/0 % 0 %/8.7 % 0 %/0 % 0% | 0% | 0% | 28% |28%| 0% | 0% | 0% | 0%

* 1354 souches, communautaires et nosocomiales. 12 isolats de C. glabrata ont été séquencés, 6 présentent une mutation FKS
§ 3110 scouhes, 13 mutants fks (10 C. glabrata, 3 C. albicans)
¥ 1487 souches, 8 mutants fks (5 C. glabrata, 1 C dubliniensis, 1 C. kefyr, 1 C. krusei)

Des études européennes rapportent également une prévalence relativement faible de résistance aux

échinocandines, pour C. glabrata, 3,4% en Espagne (2010-2011) [164], 1,6% en Allemagne et en Autriche
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(2008-2012) [101], 3.9% en France [21]. Aux Etats-Unis, les données sont plus alarmantes. Alexander
et al. [1] ont montré que la résistance des isolats cliniques de C. glabrata avait augmenté de 4,9% en
2001 a 12,3% en 2010 a ’hopital de Duke. Vallabhaneni et al. [193] rapportent une résistance de 4,2%
en 2008 et de 7,8% en 2014. La plus forte proportion d’isolats cliniques résistants était retrouvée en
Géorgie avec une augmentation de 3,4% a 14,5% entre 2008 et 2014. Les données épidémiologiques
de la résistance aux échinocandines publiées reposent sur la détermination des CMIs. Or, il apparait
que pour les mutants fks, les CMIs sont trés variables. En effet, les CMIs en micafungine pour des
isolats de C. glabrata porteurs de la méme mutation S629P dans le HS1 de FKS2 peuvent varier de
0,125 mg/L a 4 mg/L [154]. Le graphique 3.6 illustre cette importante hétérogénéité a travers la courbe
de distribution des CMIs en micafungine de 97 C. glabrata mutés dans le HS1 de FKS2. Cela suggere
Pexistence d’autres mutations situées en dehors des régions étudiées (HS des génes FKS) ou d’autres

mécanismes de résistance associés.

Figure 3.6 — Distribution des CMIs en micafungine de 97 isolats de C. glabrata mutés dans le HS1 de

FKS2
Les CMIs en micafungine des mutants fks2 de C. glabrata décrits dans la littérature [31, 149, 51, 177, 146, 44, 152, 1] sont
représentés sur le graphique. Chaque colonne représente une position sur le HS1, dont la séquence est affichée en haut.
Chaque acide-aminé est représenté par une couleur, la taille du cercle est proportionnelle au nombre de souches décrites.
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La mesure systématique des CMIs en échinocandines pour les isolats de Candida spp responsables
d’infection invasive est essentielle pour mettre en ceuvre un traitement adapté et surveiller I'émergence
des résistances. Cependant elle semble insuffisante et le raccourci “mutant-fks = résistance” doit étre

argumenté par I’étude du role des différentes mutations dans la résistance.
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3.3.2 Démonstration de I'implication des mutations fks dans la résistance aux
échinocandines

La difficulté est de faire la distinction entre des mutations qui contribuent seulement a la variabilité
génétique de ’allele, et des mutations qui sont directement responsables de la résistance. Dans la grande
majorité des cas, le réle d’'une mutation dans la résistance n’est que supposé, du fait que la mutation
est présente dans une ou des souches résistantes, et absente dans des souches sensibles. Or la démons-
tration de I'impact réel des mutations fks dans la résistance aux échinocandines ne peut se faire que
par du remplacement d’alléle dans une levure modéle. La technique la plus utilisée est la recombinai-
son homologue qui implique 'appariement et I’échange de matériel génétique entre deux molécules
d’ADN homologues. Chez S. cerevisiae, une analogie de séquence d’une vingtaine de paires de base est
suffisante pour le remplacement d’allele au locus souhaité. Cette aptitude est tres utilisée en biologie
synthétique.

Des études de mutagénése dirigée utilisant S. cerevisae comme modéle d’expression ont été réalisées
pour démontrer I'implication d’'une mutation fks dans la résistance aux échinocandines. Il s’agit de mo-
difier une ou plusieurs bases sur une séquence d’ADN afin de changer la traduction en acide aminé. La
séquence d’ADN est ensuite transformée chez la levure, qui apres recombinaison homologue exprimera
la protéine modifiée. Garcia-Effron et al. [71] ont ainsi démontré le role de la proline en position 660
dans la sensibilité diminuée aux échinocandines de C. parapsilosis. Les auteurs ont introduit en position
647 chez S. cerevisiae une proline en lieu et place d’une alanine et ont montré une augmentation des
CMIs et des concentrations d’inhibition de la glucane synthétase purifiée chez la souche de S. cerevisiae
P649A (tableau 2.5). La méme technique a été utilisée pour caractériser le polymorphisme génétique de
Fusarium solani qui posséde une tyrosine comme premier acide aminé du HS (au lieu d’une phénylala-
nine). La souche de S. cerevisiae F639Y mutée présentait des CMIs en caspofungine 16 fois plus élevée

que la souche initiale.

Tableau 3.5 — Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et Concentration d’inhibition (CI 50%) de la
glucane synthétase des souches étudiées, d’apres [71, 99]

. Séquence HS1 FKS1 ou CMIs (ug/mL) ClI50(ng/mL)
Organisme Souche i
génotype ANF CSF MCF ANF CSF MCF
C. parapsilosis 22019 FLTLSLRDA 1,10 1,40 1,60 442 21 245
S. cerevisiae BY4742 FLTLSLRDP 0,03 0,03 0,03 107 65 159
S. cerevisiae BY4247-P649A  FLTLSLRDA 0,5 0,5 0,5 1663 1328 5199
S. cerevisiae BY4742-FKS1A  fks1D453-649 : :URA3 0,015 0,02 0,015 ND ND ND
S. cerevisiae BY4247-F639Y  YLTLSLRDA ND 0,5 0,5 ND ND ND
S. cerevisiae fks1-Fs617-649 ND 025 025 ND ND ND

Selon la méme méthode, cette équipe a remplacé 96 pb du géne FKSI de S. cerevisiae comprenant
le HS 1 et la région en amont, par la séquence correspondante de F. solani (figure 3.7). La protéine
Fks1 synthétisée par S. cerevisiae était une protéine chimérique composée du HS1 de F. solani et des
22 acides aminés en amont, au sein de la protéine Fks1 de S. cerevisiae. Il en résulte que la structure
tridimensionnelle de la protéine synthétisée peut étre affectée et sa fonctionnalité modifiée. En effet,
un remplacement plus large de la région HS1 de S. cerevisiae par les acides aminés 453 a 649 de F.
solani a conduit a la syntheése d’une protéine Fks hybride qui présentait une perte de 'activité glucane

synthétase.
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Figure 3.7 — Stratégie de remplacement d’une partie du géne FKSI de S. cerevisiae (A) par la séquence
617-649 de F. solani (B) [99]
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3.4 Modifications compensatrices chez les mutants fks et cout éner-
gétique
3.4.1 Autres mécanismes de résistance

3.4.1.1 Réponse adaptative au stress

La paroi fongique est une structure dynamique dont la composition et 'organisation sont régulées
par le cycle cellulaire et en réponse a des changements environnementaux (conditions de stress, per-
turbation de la synthése de la paroi). La chitine et les glucanes sont indispensables au maintien de
I'intégrité cellulaire. Plusieurs voies de régulation sont mises en jeu lors d’un stress cellulaire : la voie
de la protéine kinase C (PKC), du Ca2+/calcineurine, de la protéine chaperonne HSP90 et de la kinase

HOG (high osmolarity glycerol), ainsi que 'augmentation de la synthése en chitine.

L’augmentation de la teneur en chitine dans la paroi se traduit chez C. albicans par une diminu-
tion de sa sensibilité aux échinocandines in vitro et in vivo [107]. Une culture in vitro dans du milieu YPD
additionné de 16 pg/mL de caspofungine et de Calcofluor White, a permis a Walker et al. [198] d’isoler
deux populations de C. albicans : une population sensible aux échinocandines et I’autre résistante. Chez
la population résistante, la paroi des levures contenait une quantité plus importante de chitine. Aprés
24 h de culture en ’absence d’échinocandine, la teneur en chitine de la paroi avait retrouvé son niveau
de base (perte en 3 a 4 générations). Plusieurs voies de régulation sont impliquées (voies de la PKC, de
HOG et de la calcineurine), ce qui se traduit par une augmentation de l’activité des chitine-synthétases
de classe I (Chs2p and Chs8p). L’utilisation d’un inhibiteur sélectif des chitine synthétases de classe I,
la nikkomycine Z, rend les levures hypersensibles a la caspofungine, ce qui confirme le réle des chitine

synthétases dans leur capacité d’adaptation a I’action des échinocandines sur leur paroi [198].
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Figure 3.8 — Voies de signalisation impliquées dans 'organisation de la paroi de C. albicans
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Les voies de signalisation de HOG1, CEK1, de la PKC/MAP kinase et du Ca2+/Calcineurine sont impliqués dans un grand
nombre de processus cellulaires, incluant la synthése de la paroi fongique et le maintien de son intégrité. Plusieurs protéines
cellulaires (Wsc, Mid2, Mtl1, Shol et Sln1) détectent les altérations de la paroi et participent a I’activation de la voie des
MAP kinases. La voie de la protéine kinase C est activée par la protéine Rhol qui est également la sous-unité régulatrice
de la 3-1,3-D-glucane synthétase. Cette voie est activée par I'influx de calcium qui pénetre dans les cellules via les canaux
Cch1 et Mid1. Le calcium se lie a la calmoduline (Cmd1) et I’active. La calmoduline active a son tour la calcineurine (Cna)
qui va déphosphoryle le facteur de transcription Crz1 qui va migrer dans le noyau et activer I'expression de différents genes
[197, 111].

Figure 3.9 — Adaptation des levures a I’action exercée par les échinocandines sur la paroi par augmen-
tation de la synthese de chitine [198]

(A) : Chez les levures résistantes la teneur en chitine pariétale est augmentée. (B) : En ’'absence de caspofungine,

la teneur en chitine revient a son niveau basal en 24 h.
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La voie du Ca2+/calcineurine joue un role important dans la tolérance aux antifongiques (échino-
candines mais également azolés). En effet, les mutants pour la sous-unité B régulatrice de la calcineurine
(cnbI) présentent une sensibilité accrue aux antifongiques. Le facteur de transcription Crz1 est activé
par la calcineurine par déphosphorylation. Les mutants crz1 de C. glabrata sont plus sensibles aux 3
échinocandines, alors que ceux de C. albicans, C. dubliniensis et C. tropicalis ne le sont qu’a la micafun-
gine. Les mutants crz1 de C. lusitaniae présentent, eux, la méme sensibilité que les souches sauvages aux

3 échinocandines [202]. Yu et al. [202] suggerent donc I'existence de mécanismes d’action différents en
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fonction des échinocandines, et de ’espece fongique. Ils ne sont pas caractérisés a ’heure actuelle.

La réponse au stress oxydatif est régulée par une protéine majeure, Cap1 (Candida activator pro-
tein 1), qui est un facteur de transcription. En présence d’eau oxygénée dans ’environnement, Cap1 est
transloquée du cytoplasme vers le noyau et va réguler la transcription de génes impliqués dans la tolé-
rance au stress oxydatif. L’exposition a 0,5 mM de peroxyde d’hydrogéne pendant 60 minutes entraine
une diminution de la sensibilité a la caspofungine [100]. Cette réponse au stress oxydatif est également

observée en présence de caspofungine,

3.4.1.2 Effet paradoxal (EP)

L’EP correspond a la croissance d’une levure en présence de concentrations en échinocandine supé-
rieures a la CMI alors que la croissance est inhibée en présence de faibles concentrations. Ce phénomeéne
a été décrit pour de nombreuses espéces de Candida, mais qu’exceptionnellement pour C. glabrata [174].
Il varie selon la molécule et 'espéce fongique. Chamilos et al. [34] ont observé cet EP pour respective-
ment 90%, 60%, 40% et 10% des souches de C. parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis et C. krusei apres une
culture en milieu liquide en présence de caspofungine. L’étude de la composition de la paroi des levures
qui présentent une croissance paradoxale montre une diminution de la teneur en 3-1,3-glucane et une
augmentation de la teneur en chitine (x4 a 6,6) [18]. L’EP est décrit plus fréquemment chez les levures
qui ont adhéré a un support et synthétisé un biofilm que chez des levures en culture planctonique [123].

L’impact clinique et thérapeutique de 'EP ne semble pas majeur. Il est atténué en présence de sérum
et inhibé par une courte exposition a 8 mg/L de caspofungine (concentration correspondant au pic
plasmatique de la caspofungine) [176, 174]. L’EP est également inhibé par des inhibiteurs de la voie de

la calcineurine et par la nikkomycine Z (inhibiteur de chitine synthétase).

3.4.1.3 Sphingolipides

Healey et al. [85] ont décrit des souches de C. glabrata de sensibilité diminuée a la caspofungine
(CMIs entre 0,12 et 0,5 mg/L) et hypersensibles a la micafungine (CMIs entre 0,00025 et 0,004 mg/L).
Ces souches présentaient une altération de la synthése des sphingolipides se traduisant par une accu-
mulation de métabolites intermédiaires (intermédiaires LCB). La structure de la caspofungine et de la
micafungine difféere par leur chaine lipidique. La différence de sensibilité pour les 2 molécules de ces
souches pourrait s’expliquer par une modification de l'interaction entre les sphingolipides, les échino-
candines et les protéines Fks. En présence d’une augmentation des intermédiaires LCB, I'interaction
entre la micafungine et les régions HS de Fks serait renforcée [86]. Ce mécanisme de résistance reste

trés exceptionnel.
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Figure 3.10 — Ilustration du mécanisme potentiel par lequel une accumulation de LCB est reponsable
d’une résistance a la caspofungine et une sensibilité accrue a la micafungine.
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3.4.1.4 Multi-résistance

Une étude épidémiologique portant sur 1669 isolats de C. glabrata responsables de candidémies entre
2006-2010 dans le monde et aux Etats-Unis a montré que 9,7% des isolats étaient résistants aux antifon-
giques azolés et que 13% de ces isolats étaient également résistants aux échinocandines [142]. A ’hopital
de Duke aux Etats-Unis, entre 2001 et 2010, la résistance aux azolés de 313 souches de C. glabrata isolées
de candidémies a augmenté de 18 a 30%. Sur les 78 isolats résistants au fluconazole, 14,1 % étaient égale-
ment résistants a une ou plusieurs échinocandines et 7,9% d’entre-eux étaient porteurs d’'une mutation
fks [1]. Les échinocandines et les azolés ne présentent ni les mémes cibles, ni les mémes mécanismes de
résistance. Une étude trés récente a montré que la multi-résistance peut s’expliquer par des mutations
dans des génes de réparation de ’ADN de la famille des MMR (mismatch repair) et DSBR (double-strand
break repair). Healey et al. [87] ont étudié 357 souches de C. glabrata dont 23,2% étaient résistantes au
fluconazole, 4,2% aux échinocandines et 9,5% multirésistantes. 65% des souches résistances au flucona-
zole et 62% des souches multi-résistantes présentaient une mutation dans le géne MSHZ qui code pour
une protéine de réparation de 'ADN de type MMR. Les mutations msh2 conduisent a une instabilité

génétique avec un risque d’acquérir plus rapidement une résistance aux antifongiques [87].

3.4.1.5 Perspectives thérapeutiques

Les voies de sauvetage mises en place en réponse a ’action des échinocandines sont des cibles thé-
rapeutiques possibles.

Les inhibiteurs de la calcineurine ou de la protéine chaperonne Hsp90 présentent des effets immu-
nosuppresseurs trop importants pour pouvoir étre utilisés en thérapeutique [181].

La recherche d’inhibiteurs des chitine synthétases intéresse des dérivés de la polyoxine D, de la nik-
komycine Z, de I'uridine, de la coumadine ou d’autres molécules extraites de plantes [117]. Chez C.
albicans, un dérivé de I'uridine a montré une activité antifongique in vitro (CMI de 1 mg/L) et un effet
synergique en association avec la caspofungine (FIC index de 0,28) [102]. Hormis pour la nikkomycine
Z, le développement de ces inhibiteurs n’a cependant pas atteint I’étape des tests in vivo.

La derniere voie pouvant étre modulée est le métabolisme des sphingolipides. Chez C. albicans 'ex-
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pression du géne FEN12 est diminuée de 40% lors d’un traitement par la caspofungine, ce qui entraine
une augmentation des intermédiaires LCB. Cette modification du métabolisme des sphingolipides par
la caspofungine pourrait augmenter ’activité de la micafungine [84, 114]. Healey et al. [84] suggeérent
qu’un traitement séquentiel par la caspofungine suivi de la micafungine pourrait améliorer la réponse

aux échinocandines.

3.4.2 Coiit énergétique

Il existe une relation étroite entre la composition de la paroi fongique et la reconnaissance par le
systéme immunitaire. La modification de la teneur en glucanes et en chitine de la paroi chez des mutants
FKS ou lors du traitement par les échinocandines va entrainer des modifications de la reconnaissance
des Candida spp par les cellules du systéme immunitaire. Ben-ami et al. [14] ont étudié la virulence
de souches de C. albicans fks-muté. Ils ont montré que les mutants S645P et S645F présentent une
augmentation du taux de chitine pariétale, une altération de la croissance et un défaut de filamentation.
L’altération de la fonction de ’enzyme Fks1 entraine la mise en place des mécanismes compensatoires
via les voies précédemment décrites dans le paragraphe 2.2.1, a 'origine de I'augmentation de la teneur
en chitine de la paroi. La virulence des souches a été étudiée dans un modéle murin de candidose
disséminée. Chez les souris infectées par un souche mutée, I'examen anatomopathologique des reins
montre une charge fongique plus faible et 'absence de formes filamenteuses. Lors d’une co-infection par
une souche mutée et une souche sauvage, seule la souche sauvage est retrouvée dans les reins apres
4 jours d’infection, confirmant le défaut de virulence des souches mutées [14]. Récemment, Imbert
et al. [93] ont rapporté chez un patient infecté par un isolat de C. glabrata muté dans le géne FKS2
(S663P-Fks2p) la perte de la mutation de résistance apreés ’arrét du traitement antifongique. Ces études
corroborent I’existence d’un cotit énergétique pour les souches présentant un allele fks muté, pouvant

expliquer leur virulence plus faible.
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PARTIE 4

CONTEXTE ET OBJECTIFS

Le mécanisme principal de résistance aux échinocandines est I’altération de I’enzyme cible par I’ac-
quisition de mutations ponctuelles dans les génes FKS1 et FKS2. Ces mutations sont responsables d’une
diminution de I'affinité de liaison de I’antifongique a la protéine Fks. Une grande majorité de ces mu-
tations intervient dans les régions « Hot-Spot » de la protéine. Les mutants présentent une élévation
des concentrations minimales inhibitrices, généralement a I’ensemble des échinocandines, ainsi qu’'une
diminution de P'activité enzymatique de la 3-(1-3)-D-glucane synthétase. La présence de ces mutations
est un facteur de risque d’échec thérapeutique.

La caractérisation de ces souches de levures résistantes aux échinocandines repose sur des études
phénotypiques et génotypiques. L’étude phénotypique passe par la mesure des concentrations mini-
males inhibitrices aux échinocandines et par la mesure de ’activité enzymatique. L’analyse génotypique
repose sur le séquencage nucléotidique complet du gene FKS1 (et FKS2 chez Candida glabrata), suivi
d’une comparaison des séquences nucléotidiques. Les genes étudiés peuvent également étre exprimés
dans une levure modele par expression hétérologue. Du fait de la grande taille du gene FKS, la majorité
des études génotypiques se limitent aux régions HS et non pas a la totalité du gene FKS.

Saccharomyces cerevisiae est la levure la plus souvent utilisée pour les expériences d’expression hé-
térologue ou de mutagénese dirigée car c’est une levure haploide et qui est trés facilement manipulable
sur les plans génétique et moléculaire. Une homologie d’une vingtaine de bases entre la cassette a in-
tégrer et la région d’intérét est suffisante pour une intégration au locus désiré chez plus de 50% des
transformants [119]. Toutefois, cette espéce ne présente pas que des avantages. Elle n’utilise pas tout
a fait le méme code génétique que le clade des levures Candida qui décodent le codon CUG en sérine,
alors que S. cerevisiae le décode en leucine. Par ailleurs, la régulation des génes FKS est différente chez
S. cerevisiae, puisque la délétion du géne FKSI n’est pas létale, le géne FKSZ2 présentant une redondance
partielle de fonction avec FKSI. De plus, certains systémes de transformation génétique employés re-
posent sur des plasmides épisomiques a réplication autonome qui vont apporter plusieurs copies d’'un
méme gene a la cellule. Saccharomyces cerevisiae n’est donc pas le modeéle optimal pour I'étude des
mutations de résistances aux échinocandines chez les levures du genre Candida.

Candida albicans a rarement été utilisé pour effectuer du remplacement d’allele, car c’est une espece
diploide qui requiert un double remplacement d’allele [186].

Candida guillermondii est une levure haploide qui réalise une reproduction sexuée et pour laquelle
des outils de transformation par recombinaison homologue sont disponibles [66]. Cependant, les CMIs

en échinocandines des souches de cette espéce sont assez élevées : plus de 60% des isolats testés ont
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une CMI en caspofungine supérieure a 0,25 mg/L [148].

Candida lusitaniae est une levure opportuniste, haploide, qui posséde un cycle de reproduction sexuée,
dont le génome de 12 Mb est entiérement séquencé. Des systémes de transformation intégrative par re-
combinaison homologue ont été développés pour permettre le remplacement ou 'inactivation d’alleles
ciblés [54, 68]. Cette levure appartient au clade CTG des Candida, et constitue donc un modeéle de choix

pour expression homologue ou hétérologue d’alléles FKS mutés.

L’objectif de ce travail était de construire une souche de Candida lusitaniae génétiquement modifiée
afin de lui faire exprimer des genes FKS entiers porteurs de mutations de résistance identifiées chez des

isolats cliniques résistants.
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PARTIE

MATERIEL ET METHODE

5.1 Matériel biologique et conditions de culture

5.1.1 Souches de Candida lusitaniae utilisées et conditions de culture

L’ensemble des souches de C. lusitaniae utilisées et construites dans ce travail est présenté dans le
tableau 5.1. La souche de référence utilisée était la souche CBS 6936 (ATCC 38533), dont le génome est
connu suite au séquencage haut débit NGS réalisé par I’équipe. La souche 35TA, auxotrophe pour I'ura-
cile et le tryptophane, a été utilisée pour les transformations génétiques ayant conduit a la construction

de la souche de C. lusitaniae utilisée pour étudier les mutations de résistance aux échinocandines.

Tableau 5.1 — Souches de Candida lusitaniae utilisées et construites au cours de ce travail. Les souches
obtenues lors de ce travail apparaissent en gras.

Nom de la souche Génotype Description et Métabolisme
6936 Sauvage Souche de référence CBS
Sauvage ura3A990 ura3[A990] Auxotrophe pour I'uracile
35TA ura3[A360] Auxotrophe pour 'uracile et le tryptophane
trp1[A798]
35TA, TRP1 ura3A 360, Auxotrophe pour l'uracile et prototrophe pour le

IG5°FKS1::TRP1
IG5°FKS1::TRP1,
IG3°FKS1::URA3
35TA, trplA/2, IG5’ FKS1:trp1A/2,
URA3 IG3°FKS1::URA3
35TA, trp1A/2, IG5 FKS1t::trp1A/2,
ura3A/2 IG3’FKS1::ura3A\/2

tryptophane.

35TA, TRP1, URA3 Prototrophe pour 'uracile et le tryptophane

Auxotrophe pour le tryptophane. Prototrophe pour
l'uracile

Auxotrophe pour l'uracile et le tryptophane. Souche
réceptrice pour I’étude des mutations de résistance

Les souches de levures sont cultivées sur milieu complet YPD et sur milieu minimum YNB (ta-
bleau 5.2). Le milieu YNB est supplémenté en tryptophane (50 pg/mL) et/ou en uracile (50 pg/mL) pour
la culture des souches auxotrophes pour ces molécules. Les antimétabolites toxiques, I’acide 5-fluoro-
anthranilique et I'acide 5-fluoro-orotique, sont utilisés aux concentrations respectives de 0,3 mg/mL et
0,8 mg/mL. La stérilisation des milieux se fait par autoclavage a 110°C pendant 30 min. Les cultures
en milieu liquide sont incubées a 35°C sous agitation constante de 230 rpm. Les milieux solides sont

obtenus par ajout d’agar 2 % (m/v) et les cultures sont incubées a 30°C de 24h a 48h.
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Tableau 5.2 — Liste des milieux utilisés et leur composition

Yeast extract 1% (m/v), bacto-peptone 2% (m/v), D-glucose 2% (m/v) YNB Yeast Nitrogen
YPD  Base (YNB Difco) sans acides aminés 0,76% (m/v), D-glucose 2% (m/v), sulfate
d’ammonium 0,5% (m/v)
RPMI  RPMI 1640 pré-formulé, D-glucose 2% (m/v), MOPS 65 mM, pH 7
LB Yeast extract 0,5% (m/v), tryptone 1% (m/v), NaCl 0,5% (m/v), pH 7,5
LB+ ampicilline 50 mg/L, IPTG 0,5 mmol/L, X-Gal 75 pg/mL SOC 2% tryptone, 0,5% yeast
extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, and 20 mM glucose

LAXI

5.1.2 Souches d’Escherichia coli

La souche d’Escherichia coli thermocompétente Stellar™ (Clontech), utilisée pour les expériences de
clonage, est cultivée dans du milieu LB (tableau 5.2) supplémenté en ampicilline (concentration finale

de 50 pg/mL), a 37°C et sous agitation constante (230 rpm).

5.1.3 Plasmides

Le plasmide pUC19 (Promega) a été utilisé pour le clonage a I'aide du kit commercial In-Fusion. Il
posséde un géne de résistance a 'ampicilline et le géne lacZa, au milieu duquel se situe le multi-site de

clonage. Les recombinants sont sélectionnés sur milieu LAXI (tableau 5.2).

5.2 Techniques de biologie moléculaire

5.2.1 Préparation des acides nucléiques
5.2.1.1 Extraction et purification d’ADN génomique de levure

Environ 1,5 ml de culture stationnaire de levures sont centrifugés 5 min a 2800 g. Le culot obtenu est
rincé par 1 ml d’eau stérile avant de recentrifuger les cellules et de reprendre le culot dans 300 ul de
tampon de lyse (10 mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA, 100 mM NaCl, 2% Triton X-100 et 1 % SDS). Environ
250 pul de billes de verre stériles (diametre 0,5 mm) et 250 ul d’une solution de phénol : chloroforme :
alcool isoamylique (25 : 24 : 1) sont ajoutés avant d’agiter vigoureusement au vortex pendant 3 min.
L’émulsion obtenue est centrifugée pendant 10 min a 16000 g. La phase aqueuse supérieure est prélevée
puis additionnée de deux volumes d’isopropanol, avant centrifugation 15 min, a 16000 g a 4°C. Le culot
d’ADN est lavé par 1 ml d’éthanol 70% avant recentrifugation et séchage du culot. Ce culot ’ADN
purifié est repris dans 100 pl d’eau stérile contenant 50 ug/ml de RNase

5.2.1.2 Extraction et purification d’ADN plasmidique d’E. coli

Miniprep Express Matrix® Un volume de 1,5 ml de culture stationnaire de bactéries cultivées dans
du LB-AMP est centrifugé 5 min a 2800 g. Le culot bactérien est repris dans 300 pL de tampon de
lyse STET (NaCl 0,1 M; Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM; Triton X-100 5 %) contenant 5uL de
lysosyme a 50 mg/ml. La suspension cellulaire est lysée a 100°C (2 min) puis centrifugée (16000 g, 5
min). L’ADN plasmidique contenu dans le surnageant est ensuite purifié a ’aide de 200 pl de matrice
(Miniprep Express Matrix®). Apreés centrifugation et rincage a ’éthanol a 70%, la résine séchée est
remise en suspension dans 75 pl d’eau. L’ADN plasmidique élué est récupéré dans le surnageant apres

une derniére centrifugation.
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5.2.1.3 Réaction d’amplification de fragments d’ADN par PCR

L’amplification par PCR est effectuée pour la construction des cassettes de gene, ainsi que pour la

vérification du génotype des transformants d’intérét. Les différentes ADN polymeérases utilisées sont :

— La polymérase de haute fidélité Pfu (Promega) : Elle posséde une activité 3—5 exonucléase (proo-

freading activity) lui permettant de corriger les erreurs d’appariement de bases, lui conférant ainsi

un faible taux d’erreur. Elle synthétise des produits de PCR dont les bouts sont francs. En raison

de sa haute fidélité, cette enzyme a été choisie pour ’amplification des fragments contenant des
génes codants et exprimables.

— La GoTaq (Promega) : Cette enzyme ne dispose pas d’une activité 3—5 exonucléase. Son taux
d’erreur est environ six fois plus élevé que celui de la Pfu et les amplifiats générés possedent
une adénine supplémentaire en 3’. Cette enzyme est inutilisable pour amplifier des fragments
contenant des genes exprimables, mais utile pour le criblage des transformants. Elle posséde un
tampon (5X Green Taq®) qui contient du glycérol pour augmenter la densité de I’échantillon ainsi
que deux colorants marqueurs de migration, qui permet de déposer directement le produit de PCR
sur gel d’agarose.

— Pour amplifier des fragments d’une taille supérieure a 5 kb, la GoTaq Long (Promega) a été utilisée.
Elle est composée d’un mélange de deux enzymes : une Taq et une Pfu. L’élongation réalisée par
la Taq polymérase est corrigée par la Pfu et permet d’obtenir une fidélité acceptable.

Les mélanges réactionnels suivent les recommandations du fournisseur. Les réactions de PCR sont réa-

lisées dans les thermocyclers Eppendorf selon les conditions décrites dans le tableau 5.3.

Tableau 5.3 — Parametres des réactions d’amplification utilisé pour les réactions d’amplification utili-
sant la GoTagq et la Pfu

Dénaturation initiale 95°C pendant 2 minutes
Dénaturation 95°C pendant 20 secondes
Hybridation des amorces (Tm amorce-5°C) pendant 30 secondes  }30 cycles
Elongation 72°C pendant 1min/kb*
Elongation finale 72°C pendant 10 minutes

! pour la PFU : 2 minutes/kb pour un fragment de taille supérieure a 1kb

L’amplification est vérifiée par électrophoreése sur gel d’agarose (1% m/v agarose, 1 ug/L de BET) dans
du tampon TBE (Tris 89 mM, acide borique 89 mM, EDTA 2 mM).

5.2.1.4 Purification des produits de PCR (QiaQuick, Qiagen)

Ce kit commercial permet la purification de fragments d’ADN de taille comprise entre 100 pb et 10
kb, avec un rendement de 90 a 95%. Le kit comprend une colonne de silice avec une capacité de fixation
de 10 pg d’ADN et différents tampons. Un premier tampon, riche en sel, permet la fixation de TADN a
la silice et I’élimination des amorces. Un lavage de la colonne a I’aide d’'un deuxiéme tampon contenant
de I’éthanol permet I’élimination des sels. L’ADN est ensuite élué a ’aide de 30 pL de tampon d’élution
(10 mM Tris-HCI, pH 8.5), déposé au centre de la membrane, et récupéré par centrifugation apres trois

minutes d’incubation.

5.2.1.5 Clonage des produits de PCR (In-Fusion, Clontech)

Les différents fragments a cloner possedent une zone d’homologie de 15 bases a leurs extrémités,

générée a I'aide d’amorces spécifiques. Ils sont recombinés entre-eux dans un plasmide préalablement
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linéarisé (ici, le plasmide pUC19) suite a I’activité 3°’—5’ exonucléase de TADN polymérase d’un poxvi-

rus. Les quantités d’ADN des différents fragments sont calculées pour 50 ng de plasmide pUC19 (d’'une

2,7 x 50
taille insert (kb) "

L’enzyme du kit va progressivement exciser des nucléotides en 3’ des fragments d’ADN, créant des

taille 2,7 kb), selon la formule suivante : Quantité du fragment (en ng) =2 x

régions complémentaires de 15 bases qui vont spontanément s’apparier. Une transformation chez Es-
cherichia coli est indispensable pour rendre ’appariement covalent et corriger les erreurs (combler un

trou de nucléotide ou un défaut d’appariement des bases).

5.2.1.6 Transformation des bactéries par choc thermique

Un volume de 100 pL de suspension de bactéries thermocompétentes commerciales Stellar’ ™ est

incubé avec 5 pL de la solution de recombinaison obtenue grace au kit In-Fusion ; pendant 20 minutes
dans la glace, puis 50 secondes a 42°C, et 2 minutes dans la glace. Les bactéries sont ensuite remises
en suspension dans 900 pl de milieu SOC (tableau 5.2) liquide préchauffé a 37°C, puis incubées pour
Pexpression phénotypique (1 h, a 37°C, sous agitation a 200 rpm). La suspension est ensemencée sur

milieu gélosé LAXI (tableau 5.2). La culture est incubée pendant 16 h a 37°C.

5.2.1.7 Transformation des levures par électroporation

Une culture de levures est réalisée dans 50 mL de YPD a 35°C sous agitation (230 rpm) jusqu’en début
de phase exponentielle de croissance (DO600nm=1,3). Les levures sont centrifugées a 2500 g pendant 10
minutes puis remises en suspension dans du tampon LiDTT Sorbitol (100 mM acétate de lithium, 10 mM
Tris-HCI1 pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 mM Dithiothréitol, 1 M Sorbitol) et incubées 1 heure a température
ambiante. Apres deux lavages au sorbitol 1 M glacé, les levures sont resuspendues dans 400 pL de
sorbitol IM. A 40 pl de levures sont ajoutés 5-20 pL d’ADN transformant (environ 2 pg). Le mélange
est placé dans des cuvettes d’électroporation d’espace interélectrodes égal a 0,2 cm. La transformation
est réalisée par électroporation (1,5 kV, 200 €2, 25 pF). Les échantillons sont dilués dans 1 ml de sorbitol
1 M puis étalés sur milieu YNB supplémenté en sorbitol 1 M (YNBS) et incubés a 30°C pendant 48 a 72
heures. Pour la transformation avec les cassettes contenant les demi marqueurs TRP1 et URA3, une étape
d’expression phénotypique de 12 h en milieu solide YPD est nécessaire avant I’étalement sur boites de

contre-sélection contenant ’acide 5-fluoro-anthranilique ou I’acide 5-fluoro-orotique.

5.2.1.8 Séquencage nucléotidique

1l est réalisé selon le protocole du kit ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction®
v3.1 (Applied Biosystems) de produits de PCR purifiés (20 ng) ou d’ADN plasmidique (100 ng). L’ampli-
fication linéaire de séquencage comprend 30 cycles (10 s a2 96°C ; 5 s a 50°C ; 4 min a 60°C). La purification

et le séquencage sont réalisés par la société MWG.

5.2.1.9 Southern Blot

Les 5 sondes ont été élaborées par des PCR réalisées en présence de dUTP marqués a la digoxigénine
(rapport DIG-dUTP/dUTP de 1/6) grace au kit PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche®) selon les recom-
mandations du fabricant. La réaction de synthése est contrdlée par électrophorése sur gel d’agarose. Les
ADN sont séparés par électrophorése en gel d’agarose (0,8%). Apres dépurination, dénaturation et neu-
tralisation du gel d’agarose, ils sont transférés sur membrane de nylon (Hybond N+®, General Electric)
par capillarité, durant 16 h dans du tampon 20x SSC (3 M NaCl, 300 mM citrate de sodium, pH 7). L’ADN

est alors fixé a la membrane par exposition 1 min aux UV. Aprés une étape de préhybridation (3 h a
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42°C dans du tampon DIG-Easy Hyb®, Roche), la sonde dénaturée (5 min a 100°C) est ajoutée et I’hy-
bridation s’effectue dans un four a hybridation (16 h 4 42°C). La détection est réalisée en utilisant le kit
« DIG Luminescent Detection Kit » (Roche). Aprés plusieurs lavages et apres saturation, la membrane
est mise en présence de 'anticorps anti-digoxigénine conjugué a une phosphatase alcaline (Anti-DIG
AP®, Roche). Le substrat (CSPD®, Roche) est ajouté et I’ensemble est incubé 5 min a température am-
biante puis 10 min a 37°C. La membrane est ensuite exposée a une caméra CCD (ImageQuant Las 4010)
pendant 5 a 30 min afin de permettre la détection des hybrides par chémiluminescence. La membrane
est ensuite traitée pendant 15 min a 37°C par une solution de stripping (2% SDS, 0,2 M NaOH) afin de

pouvoir réhybrider la membrane par une nouvelle sonde.

5.2.1.10 Analyses bioinformatiques

Les bases de données suivantes ont été utilisées :

— Candida lusitaniae database (www.broad.mit.edu/annotation/genome/candida_lusitaniae/Home.html)
— Saccharomyces cerevisiae genome database (http ://www.yeastgenome.org/)

— Candida albicans database (http ://www.candidagenome.org/)

— Genbank (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

L’analyse des chromatogrammes des séquencages nucléotidiques est effectuée avec le logiciel BioEdit.

5.2.1.11 Tests de sensibilité aux antifongiques

Les tests de sensibilité ont été réalisés par diffusion en milieu solide avec des bandelettes Etest Cas-
pofungine, Micafungine et Anidulafungine (Biomérieux), utilisées selon les recommandations du four-
nisseur. Les bandelettes sont déposées sur du milieu RPMI ensemencé a I’écouvillon par une suspension
fongique a 0,5 McFarland. La lecture visuelle de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en pg/mL
est réalisée 4 24 et 48h. La CMI correspond a l'intersection de I’ellipse d’inhibition avec I’échelle graduée
de la bandelette.
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PARTIE O

RESULTATS

6.1 Conception de la souche de Candida lusitaniae génétiquement

modifiée

6.1.1 Pré-requis : analyse bio-informatique pour I'identification du géne FKS1
de C. lusitaniae.

La Broad Institute a réalisé le séquencage et I’annotation du génome de la souche ATCC 42720 de C.
lusitaniae. La localisation du gene FKSI dans ce génome a été possible grace aux travaux d’une autre
équipe (Desnos et al.) [46] qui a identifié ’ORF CLUG_01702 sur le supercontig2, contenant une région
homologue au HS2 du géne FKSI de C. albicans. Des alignements de séquences des genes FKSI de
Candida glabrata (GenBank XM_446406) et Candida albicans (GenBank D88815.1), nous ont permis de
confirmer ces données. Cependant, la séquence de la souche ATCC 42720 dans cette région du génome
est incompléte et comporte plusieurs erreurs : La séquence d’une partie codante du géne FKSI d’environ
100 pb n’a pas pu étre déterminée et I'ORF identifié comme FKSI code une protéine hypothétique dont
la taille est de 688 acides aminés, bien plus petite que les protéines Fks1p de C. albicans et C. glabrata qui
font prés de 2000 acides aminés. Récemment, notre équipe a fait réaliser le séquencage NGS de la souche
de référence CBS 6936 par la plateforme génomique de Bordeaux. L’analyse de ces données a permis
d’identifier le géne FKS1 dans son intégralité. Situé sur le chromosome 2 (Supercontig 2), ce géne de 5661
nucléotides code une protéine de 1886 acides aminés. Le gene FKSI de C. lusitaniae code une protéine
ayant 80% d’identité et 84% de similarité avec la protéine orthologue de C. albicans (GenBank D88815.1)
et 72% d’identité et 78% de similarité avec la protéine orthologue de C. glabrata (GenBank XM_446406).
Par ailleurs, une analyse de synténie montre une organisation génomique comparable autour des génes
FKS1de C. albicans et de C. lusitaniae. En amont se trouve un géne codant pour '’eukaryotic translation
initiation factor 2A (EIF2A) et en aval un géne codant pour une galactosyl-transférase.

Nous avons également identifié les génes FKS2 et FKS3 (CLUG_03658 et CLUG_00402-403). Par re-
combinaison homologue, nous avons altéré la séquence codante des génes FKS1, FKS2 et FKS3. Nous
n’avons pas réussi a obtenir des recombinants fks1A, suggérant que le géne FKSI est essentiel chez C.

lusitaniae. Les mutants fks2A et fks3A sont viables et ne présentent pas d’anomalies de la croissance.
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6.1.2 Conception de la souche génétiquement modifiée de Candida lusitaniae
Plusieurs contraintes ont dii étre prises en compte :

Le géne FKS1 n’est pas sélectionnable par lui-méme.

Une contrainte pour faire du remplacement d’alléle est de lier physiquement a I’alléle remplacant, un
marqueur génétique qui permettra de sélectionner les levures ayant réalisé le remplacement. Ceci oblige
a effectuer des constructions moléculaires compliquées, constituées de I’alléle remplacant fusionné au

marqueur génétique, lui-méme flanqué par une séquence du locus ou I'ensemble devra s’intégrer.

Candida lusitaniae est capable de faire a la fois de la recombinaison homologue et de la
recombinaison hétérologue

En d’autres termes, tout marqueur génétique de sélection peut éventuellement s’intégrer de fagon
ectopique, n’importe ol dans le génome. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé d’utiliser des
demi-marqueurs de sélection dont une moitié est implantée dans le génome prés de I’alléle a rempla-
cer, et 'autre moitié est apportée par 'ADN transgénique, de fagon a ce que seul un événement de
recombinaison au locus cible puisse reconstituer un marqueur génétique fonctionnel. Seules les levures

exprimant le marqueur génétique auront effectué le remplacement d’alléle au locus cible

Le géne FKS est de grande taille (5661 nucléotides).

Le remplacement d’alléle par recombinaison homologue nécessite de synthétiser une cassette de
geéne composée de l'allele FKS que 'on souhaite étudier et du demi-marqueur de sélection, encadrés
par les deux séquences nucléotidiques de C. lusitaniae spécifiques de la région ou '’on souhaite réaliser
la recombinaison homologue. La taille de cette cassette constituerait une limite pour sa construction.
Notre choix s’est tourné vers I'utilisation de deux cassettes de génes, portant chacune un marqueur de
sélection et une partie du gene FKS1. Cette stratégie n’avait jamais, a notre connaissance, été utilisée
chez une levure du clade CTG des Candida.

Figure 6.1 — Concept du remplacement d’alléle dans la souche de C. lusitaniae génétiquement modifiée
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Cassettes de génes portant
les demi-marqueurs
3'TRPI et SURA3 El - z
o | 3 FKSI* o
Souche réceptrice X _ X
trplA VK FKSI C.lusitaniae 8 Eoras)
ura3A
Partie ' du géne TRPI Partic 3' du géne URA3
Demi-marqueurs complémenataires apportés par les deux cassettes E Zones d'homologie entre la souche réceptrice et la cassette
FKS1 C.lusitaniae Gene résident FSK1 s mmmmmm Promoteur et terminateur du géne FKSI de C. lusitaniae
| 5’ FKSI* | | 3’ FKSI* | Allele FKS muté apporté en 2 fragments

La souche réceptrice est auxotrophe pour le tryptophane et I'uracile. Elle possede la partie 5’ non fonctionnelle
du géne TRP1 en amont du géne FKS1 et la partie 3° du géne URA3 en aval de FKS1. La recombinaison homologue
s’effectue par I'apport de deux cassettes contenant chacune la partie complémentaire du marqueur d’auxotrophie,
et une partie du gene FKSI muté.

Le choix des marqueurs de sélection s’est tourné vers deux genes codant des enzymes essentielles,
impliquées dans la synthése des acides nucléiques et des protéines. Il s’agit du géne URA3 codant pour
Porotate phosphoribosyl transférase qui intervient dans la voie de biosynthése de I'uracile, et le géne
TRP1 codant la phosphoribosyl-anthranilate isomérase, impliquée dans la biosynthése du tryptophane.

En I'absence du géne URA3 et du géne TRPI (souches ura3A et trp1A), les levures ne peuvent survivre
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qu’aprés un apport exogene d’uracile et de tryptophane, on parle d’auxotrophie pour ces molécules.
Lors de la transformation des levures avec un fragment d’ADN portant le géne URA3 ou TRP1I, les
levures qui auront reconstitué le marqueur d’auxotrophie (URA3 ou TRPI) seront sélectionnées sur un
milieu sans uracile ou sans tryptophane. Celles n’ayant pas intégré le marqueur de sélection (ura3A ou
trp1A) seront incapables de croitre sur ce milieu.

1l est également possible de sélectionner les souches déficientes (souches ura3A, trp1A) en utilisant
des molécules qui tuent les souches ayant des génes URA3 et TRPI fonctionnels. Le 5-fluoro-orotate (5-
FAO) est métabolité par I'orotate phosphoribosyl transférase (Ura3) en 5-fluoro-uracile qui est toxique
pour la cellule. Une levure dont le gene URA3 est fonctionnel et qui est cultivée sur un milieu contenant
du 5-fluoro-orotate ne survivra pas. De méme, le 5-fluoro-anthranilate (5-FAA) est métabolisé par 'en-
zyme Trpl en 5-fluoro-tryptophane toxique. Cette contre-sélection est utilisée pour sélectionner des
levures pour lesquelles les génes d’auxotrophie ont été délétés. La sélection d’une souche qui a perdu le
geéne URA3 sera réalisée sur un milieu contenant de I'uracile (souche devenue auxotrophe pour I'uracile)

et du 5-fluoro-orotate afin d’éliminer les levures n’ayant pas perdu le marqueur de sélection [68, 190].

Figure 6.2 — Principe de la sélection et de la contre-sélection
La sélection des souches URA3 est réalisée sur un milieu minimum (YNB sans uracile), sur lequel les souches ura3 sont
incapables de croitre. Les souches ura3 sont sélectionnées sur un milieu avec uracile et 5-fluoro-orotate, milieu toxique pour
les levures ayant un géne URA3 fonctionnel.
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6.1.3 Construction de la souche génétiquement modifiée de C. lusitaniae

L’organisme modele C. lusitaniae est une souche dérivée de la souche de référence 6936, rendue
auxotrophe pour l'uracile et le tryptophane par délétion d’une partie des marqueurs URA3 et TRP1
(ura3A360, trp1A798), précédemment construite par 1’équipe. L'insertion des demi-marqueurs de sé-
lection au locus FKS1 passe par deux étapes. L'insertion du marqueur complet dans un premier temps,
puis la délétion d’une partie de marqueur. Il est impossible d’insérer directement les demi-marqueurs
de sélection en amont et en aval de FKS1 car 'intégration d’un géne non fonctionnel chez une souche

auxotrophe n’est pas sélectionnable (la souche ura3A ou trpIA restera ura3A ou trp1A).

6.1.3.1 Insertion des marqueurs TRP1 et URA3 en amont et en aval du géne FKS1 de C.

lusitaniae

Dans une premiere étape, nous avons apporté le gene TRPI dans la région 5 non-codante du géne
FKS1de C. lusitaniae, grace a une cassette constituée du géne TRP1bordé par les séquences homologues
de la région d’insertion (région 5’ non-codante).

Les levures transformées ayant intégré le géne TRP1 sont prototrophes pour le tryptophane et sont

sélectionnées sur un milieu minimum YNB sans tryptophane et supplémenté en uracile.
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Figure 6.3 — Illustration de I'insertion du marqueur TRPI en amont du géne FKS1
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Nous avons ensuite inséré de la méme maniere le géne URA3 dans la région 3’ non codante du géne
FKS1, et sélectionné les recombinants sur milieu YNB sans uracile et sans tryptophane. Les différentes
cassettes construites sont composées du gene codant pour le marqueur de sélection, entouré en amont

et aval par les séquences d’ADN homologues a la région ou I’on souhaite intégrer le marqueur.

La cassette TRP1 est constituée du géne TRPI (ORF et régions 5’'UTR et 3’'UTR), encadré par les
deux séquences d’ADN de la région intergénique 5° du géne FKSI ou le marqueur sera inséré.

Les régions d’intérét (5’FKSamont et 5°’FKSaval de la région intergénique IG5’ du géne FKSI sur le
chromosome 2 et le géne TRPI sur le chromosome 4) sont amplifiées a ’aide de I’enzyme de haute fidélité
Pfu, en utilisant ’ADN de la souche 6936 comme matrice. La partie 3° des amorces est spécifique de la
région a amplifier, et la partie 5 est composée de 15 bases complémentaires a la région avec laquelle

on souhaite apparier le fragment.

Figure 6.4 — Représentation schématique des amorces utilisées pour la construction de la cassette TRP1
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Translation initiation factor 2A FTrpFkRam pSFkRav
398
FTrp
Chromosome 4 — TRPI
SFkRTrpl-3
1568

Apres vérification de 'amplification sur gel d’agarose (figure 6.5.A), les 3 fragments d’ADN et le
plasmide linéarisé pUC19 sont fusionnés en une seule molécule grace aux 15 bases de leur extrémité 5’
qui s’apparient pour reconstituer un plasmide circulaire (figure 6.5.B, figure 6.6). Ce plasmide porte un
geéne de résistance a I'ampicilline et la cassette de génes est insérée au niveau du site de clonage, situé
dans le gene de la 3-galactosidase (LacZo). Le plasmide est transféré aux bactéries E. coli Stellar par
choc thermique (figure 6.5.C, figure 6.6) et la sélection est réalisée sur milieu contenant de 'ampicilline
et du X-Gal (figure 6.5.D, figure 6.6). Les bactéries contenant le plasmide d’intérét sont résistantes a
I'ampicilline et de couleur blanche (gene de la 3-galactosidase inactivé). Une PCR sur colonie est réalisée
pour détecter la cassette d’intérét a I'aide des amorces 5FkFam et 5FkRav (figure 6.5.E). La séquence

nucléotidique de la cassette TRP1 est ensuite vérifiée par séquencage.
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Figure 6.5 — Construction de la cassette TRP1 et intégration dans la région 5’ du géne FKS1 de C. lusita-
niae
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Figure 6.6 — Représentation schématique de la réaction de fusion et de la sélection des bactéries trans-

formées
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Pour réaliser la recombinaison homologue chez la levure, le fragment d’ADN transformé doit étre
linéaire avec des extrémités homologues a la région ou I'on souhaite 'insérer. Il est donc nécessaire
d’amplifier la cassette TRP1 a partir de ’ADN plasmidique purifié. La PCR est réalisée avec 'enzyme
de haute fidélité Pfu et a 'aide des amorces 5FkFam et 5FkRav. Les levures de la souche 35TA ura3A/2,
trp1A/2 sont transformées par électroporation par la cassette TRP1 ainsi obtenue, et les transformants
sont sélectionnés sur du milieu YNB supplémenté en uracile. Cependant, tous les transformants n’ont
pas intégré le géne TRP1 dans la région 5’IG-FKS1, des phénomeénes de recombinaison non-homologue
peuvent également intervenir. La détection des transformants ayant intégré la cassette TRP1 dans la
région 5" du géne FKS1 est réalisée par des PCR croisées, sur colonies, en utilisant différents couples
d’amorces (Figure 6.7) : Le couple 5FkFam/5FkRam bordant la cassette permettant d’amplifier un frag-
ment de 2285 pb chez les transformants ayant intégré TRP1 dans la région 5’ du géne FKS1, et de 700
pb chez les transformants ayant intégré TRP1 de facon ectopique. Des couples d’amorces comprenant
une amorce externe au locus couplée a une amorce interne a la cassette (5FCtrlFkAm/5RCtrITRP et
5FCtrlTRP/5RCtrlFkAv) permettent de confirmer l'intégration de TRPI dans la région 5° de FKS1.

Sur 14 clones testés, 3 avaient intégré le géne TRP1 dans la région 5’IG. Les autres clones correspon-
daient soit a une recombinaison au locus TRPI situé sur le chromosome 4, soit a une recombinaison

non homologue (figure 6.7).
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Figure 6.7 — Résultats des PCR sur les transformants TRP1
La représentation du locus 5°FKS1 apres I'insertion de la cassette, ainsi que la position des différentes amorces sont illustrées
sur le schéma.
Dans un premier temps nous avons réalisé une PCR 5FkFam/5FkRam (photographie de gauche) sur TADN de 14 clones obtenus
sur milieu YNB+uracile. Nous observons deux tailles de bandes : une bande a 700 pb qui correspond a la région 5°FKS1 sans
le géne TRP1 (taille des fragments vert et bleu), et une bande de 2282 pb qui correspond a la taille de la cassette entiere.
Sur les 3 clones possédant uniquement le fragment a 2282 pb, des PCR utilisant une amorce externe ont été réalisées. La
photographie de droite montre les bandes obtenues a I’aide des amorces 5FCtrlFkAm/5RCtrlTRP et 5FCtrlTRP/5RCtrlFkAv
sur le clone 2. La taille des fragments est conforme a la taille attendue, confirmant I'insertion de la cassette au locus 5° FKS.
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La cassette URA3 est composée du gene URA3 (ORF et régions 5’UTR et 3’'UTR), encadré par
les deux séquences d’ADN de la région intergénique 3’ du géne FKSI. De la méme fagon, les trois
fragments sont fusionnés dans le plasmide pUC19. Apres transformation des levures, les recombinants

sont sélectionnés sur milieu YNBS sans uracile et sans tryptophane.

Figure 6.8 — Représentation schématique des amorces utilisées pour la construction de la cassette URA3

Chromosome 2

p3FkFam 3FkFav
# —l

[ PRSI Clusiraniae 1 S A s Gt

b transférase

H - «-

: t Jra3FkRam p3FkRav

259 258
CCFURA
Chromosome 3 - s —
RFk3CCRURA
1433

6.1.3.2 Délétion d'une partie des marqueurs TRP1 et URA3

Dans une troisiéme étape, la moitié du géne TRP1 est éliminée par l'insertion, en lieu et place de la
cassette TRP1, d’'une cassette qui ne contient qu’une partie non fonctionnelle de la séquence codante
du géne TRP1 (partie 5°).
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Figure 6.9 — Représentation de la délétion des marqueurs TRP1 et URA3
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La cassette TRP] est utilisée comme matrice pour amplifier les fragments, ce qui permet de s’affran-
chir d’'une nouvelle fusion entre la région 5’ FKS1 amont et le géne TRP1. Les amorces p5FkFam/5FkFavRdel
sont utilisées pour amplifier le premier fragment nommé 5’FKS-TRP1del. Le fragment 5’FKS aval est
identique a celui de la cassette TRPI (amorces 5FkFav/p5FkRav). La fusion des 2 fragments introduit
une délétion de 766 pb dans la partie 3’ codante et non codante du gene TRP1.

Les levures transformées par la cassette TRP1del redeviennent auxotrophes pour le tryptophane,
ce qui leur confére de facon concomitante Iaptitude a résister a 'antimétabolite toxique, ’acide 5-
fluoroanthranilique (5-FAA). Cette étape de contre-sélection sur 5-FAA doit étre précédée d’une étape
d’expression phénotypique qui consiste en une culture sur milieu riche YPD (additionné de sorbitol).
Cette étape est indispensable pour permettre aux levures transformées de réaliser le crossing-over né-
cessaire a l'intégration du geéne TRPI1del et a4 I’élimination du géne TRPI fonctionnel. En effet, en I’ab-
sence de cette pré-culture sur milieu YPDS, la toxicité du 5-FAA s’exercerait avant le remplacement du
géne TRP1 par le géne TRPIdel non fonctionnel. Les levures ayant réalisé le crossing-over sont alors
sélectionnées sur un milieu YNB additionné de 5-FAA (0,3 mg/mL) et de tryptophane (50 pg/mL).

La derniére étape de la construction de la souche est d’implanter a la souche précédente la partie
non fonctionnelle du géne URA3 (partie 3°) dans la région intergénique du c6té 3’ non-codant du géne
FKS1. Une délétion de 853 pb est introduite dans la partie 5° du géne URA3 en utilisant les amorces
CCF2URA/p3FkRav. Les levures ayant perdu la moitié du géene URA3 sont auxotrophes pour l'uracile et
résistantes a 'acide 5-fluoroorotique (5-FOA). Elles sont sélectionnées apres expression phénotypique
sur un milieu YNB additionné de 5-FOA (0,8 mg/mL) et d’uracile (50 pg/mL).

La délétion partielle des marqueurs URA3 et TRPI a été contrdlée par méthodes phénotypique et
génotypique. Nous avons vérifié que les souches sont incapables de croitre en ’absence d’uracile ou
de tryptophane. Nous avons ensuite séquencé les régions 5° et 3° de FKSI ou sont insérés les demi-

marqueurs de sélection. Les séquences obtenues correspondaient aux séquences théoriques.

6.1.4 Vérification de I'insertion des marqueurs

Une hybridation par Southern-Blot a été réalisée pour confirmer I'insertion des cassettes portant les
marqueurs d’auxotrophie au niveau des loci souhaités. Les ADN génomiques des 7 souches décrites
dans le tableau 5.1 ont été digérés par 'enzyme EcoRV. Aprés migration et transfert sur membrane, les

ADN ont été hybridés par les différentes sondes.
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Figure 6.10 — Localisation des différents sites de coupure de 'enzyme EcoRV aux loci TRP1, FKS1 et
URA3
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6.1.4.1 Sondes URA3 : co-hybridation des sondes 5’URA3 et 3’URA3

La souche de référence 6936 posséde un site de coupure par EcoRV au sein de son ORF, générant 2
fragments (de 4,8 kb et 1,2 kb), chacun hybridé par une des sondes. Les souches de référence A990 et
A360 posseédent une délétion dans ’ORF qui enléve le site de restriction dans URA3 ainsi que le site de
fixation de la sonde 3’URA3. Un seul fragment est hybridé, d’une taille de 5 kb pour la souche A990
et 5,6 kb pour la A360. La souche 35TA (ura3A360) a été utilisée pour créer les souches (35TA, TRPI);
(35TA, TRP1, URA3); (35TA, trp1A, URA3); (35TA, trp1A, ura3A). Lorsque 'on insére le géne URA3 en
aval de FKS1, un site de coupure est ajouté : on obtient en plus de I’hybridation au locus URA3 (5,6 kb),
deux bandes de 2,8 et 4,8 kb. La délétion de la partie 5° du géne URA3 supprime le site de restriction ainsi
que la fixation de la sonde 5"URA3 : une bande de 6,8 kb est révélée. Il n’y a pas de bande supplémentaire

a celles attendues, confirmant une insertion du géne URA3 au locus FKS1 seul.

6.1.4.2 Sonde FKS1

La sonde se fixe au niveau de la région HS2 du géne FKS. Une coupure par EcoRV est effectuée une
centaine de bases en amont de la fixation de la sonde, et trés en aval du gene FKSI (sans que le site
de coupure soit identifié). L’introduction du géene URA3 en aval de FKS1 introduit un site de coupure
supplémentaire, avec 'apparition d’un fragment de 2,8 kb. La délétion supprime ce site de coupure, et
Pon retrouve un fragment de grande taille, d’une taille plus grande de 0,6 kb. Cette hybridation confirme
Iinsertion au locus 3’IG FKSI de URA3, sans modification de la séquence FKS1.

6.1.4.3 Sonde 3' TRP1

Le locus sauvage TRPI posseéde un site de restriction dans la zone 5’UTR. La sonde se fixe au niveau
de cette région, et ’'on obtient un fragment d’une taille 0,5 kb. Dans la souche portant la délétion A790
(35TA), le site de coupure est éliminé, mais la sonde se fixe toujours dans la région 3’ : le fragment révélé
par hybridation mesure 11,5 kb. On retrouve le fragment de 11,5 kb chez toutes les souches qui dérivent

de la souche 35TA. Lors de I'insertion du gene TRPI entier dans la région 5’IG de FKS1, un fragment
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de 0,7 kb est créé. La délétion de la partie 3° du géne TRPI supprime le site de fixation de la sonde, la
bande obtenue précédemment disparait.

Figure 6.11 — Résultats des hybridations a ’aide des différentes sondes (URA3, FKS1, 3’'TRPI)
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L’hybridation par la sonde 5°TRP ne révele également que les bandes attendues.
Dans I’ensemble des hybridations réalisées a 1’aide des différentes sondes, aucune bande surnumé-
raire n’a été mise en évidence. La taille des fragments générés par 'action de I'enzyme EcoRV est

conforme aux cartes de restriction théoriques. Tout cela confirme I'insertion aux seuls loci souhaités
des différentes cassettes de génes transformées.
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6.2 Preuve du concept : remplacement d’allele FKS1 et étude des mu-

tations de résistance aux échinocandines

Le remplacement de I’alléle résident FKS1 a été effectué par ’apport de deux fragments d’ADN portant
chacun une partie d’un alléle FKS1 muté et la séquence manquante du marqueur d’auxotrophie.

La premiére cassette porte la partie 3° du gene TRP1 et la partie 5° de I’allele FKS1 muté, et la deuxiéme
cassette la partie 3’de I’alléle FKS1 muté et la partie 5’ du géne URA3. Ces deux fragments co-transformés
dans la souche réceptrice, subissent une recombinaison entre-eux puis une intégration au locus par
double crossing-over. Cela conduit a une souche prototrophe pour I'uracile et le tryptophane, qui est

sélectionnée sur milieu minimum, et qui exprime ’alléle FKS1 muté.

Choix des mutations Trois mutations connues et décrites dans la littérature ont été chosies pour
valider notre modéle. Le choix de ces mutations a été basé sur 'augmentation des CMIs décrite dans la

littérature chez les souches cliniques portant ces mutations. Il s’agit de :

1. La mutation S645P décrite chez C. albicans dans laquelle une proline remplace la sérine au niveau
du 5éme acide aminé du HS1. Elle correspond aux mutations S630P et S663P sur les protéines
orthologues FKS1 et FKS2 chez C. glabrata. C’est la mutation la plus fréquemment décrite et qui
induit une importante élévation de CMIs. Son implication dans la résistance aux échinocandines

a été démontrée par Park et al. [138].

2. Lamutation F641V décrite chez C. albicans, dans laquelle la phénylalanine en 1ére position du HS1
est remplacée par une valine. C’est également la 2éme mutation décrite par ordre de fréquence
chez C. glabrata (F625V dans FKS1 et F659V dans FKS2). Elle est associée a une élévation plus

modérée des CMIs aux échinocandines.

3. Lamutation R1368G décrite chez C. krusei, située dans le HS2 de FKS1, correspondant a la mutation
R1361G chez C. albicans. La souche mutée de C. krusei, étudiée par Park et al, présentait une CMI
a la caspofungine de 32 mg/L.

Stratégie pour introduire les mutations Les fragments sont synthétisés par PCR en utilisant TADN
de la souche de C. lusitaniae 35TA, TRP1, URA3 génétiquement modifiée comme matrice. Le premier
fragment est obtenu a I’aide d’'une amorce « Forward » dans le géne TRP1 (FCtrITRP), positionnée 166
pb en amont de la délétion, et d’'une amorce « Reverse » de 40 bases dans l’alléele FKS1, comprenant
la mutation a introduire (« R-mutation ») (figure 6.12). Le deuxiéme fragment est obtenu a l’aide de
I’amorce « Forward » de 40 bases (« F-mutation »), complémentaire a I’amorce « Reverse » du frag-
ment précédent, et d’'une amorce « Reverse » (UraR2del) située 211 pb en aval de la délétion URA3. Les
amorces « F-mutation » et « R-mutation » de 40 pb sont complémentaires entre-elles et portent chacune
la mutation que I'on souhaite introduire. Les deux fragments amplifiés portent ainsi une zone d’homo-
logie de 40 bases entre-eux dans la région de la mutation, et chacun d’eux ne porte qu’une partie non
fonctionnelle des marqueurs d’auxotrophie TRPI et URA3. Les deux fragments ont été co-transformés
dans la souche réceptrice de C. lusitaniae 35TA, trp1A/2, ura3A/2 par électroporation et les recombi-
nants sélectionnés sur un milieu sans uracile et sans tryptophane. Pour chaque co-transformation avec
les fragments d’ADN portant les mutations FKS1, 8 clones ont été testés pour la sensibilité a la caspo-
fungine par la méthode Etest et une partie du locus FKSI a été séquencée pour vérifier la présence de
la mutation.

La souche sauvage de C. lusitaniae est sensible a la caspofungine et présente une CMI de 0,125 mg/L.
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6 Résultats

Le remplacement de 'alléle sauvage par un alléle muté se traduit par une augmentation de la CMI a 1,5

mg/L pour la mutation F641V et a plus de 32 mg/L pour les mutations S645P et R1361G.

Figure 6.12 — Stratégie et jeux d’amorces utilisés pour le remplacement de I’allele FKS1 résident par

co-transformation de 2 fragments d’ADN
Les fragments sont générés par les amorces 5FCtrITRP/R-S645P et F-S645P/UraR2del en utilisant comme matrice ’ADN de la
souche 35TA, TRP1, URA3 qui posséde les deux marqueurs entiers en amont et en aval de FKS1. La mutation S645P (rouge) a
été introduite dans les deux amorces utilisées pour générer une homologie de 40 pb entre les 2 fragments. Chaque fragment
posséde une partie non codante du marqueur d’auxotrophie. Ils sont co-transformés chez la levure réceptrice ou des crossing-
over vont avoir lieu entre les fragments (40 pb d’homologie) et entre les parties communes des marqueurs sur la cassette et
I’ADN de la souche réceptrice (166 et 211 pb d’homologie pour TRPI et URA3)

srks  FCUITRP  5pgs F-mutation KRS EKS
amont aval —> amont aval
TRPI {S1 C.lusitaniae URA3
R-mutation UraR2del
5'TRP1
3'URA3

Mes d’homolN

F- 8645P TGACTTTGCCCTTGAGAGATCCTATCAGAAACTTGTCCAC
R- 8645P GTGGACAAGTTTCTGATAGGATCTCTCAAGGGCAAAGTCA

Figure 6.13 — CMI a la caspofungine de la souche sauvage et des 3 mutants, apres 48 h d’incubation
L’emplacement des 3 mutations introduites sur la protéine Fks1 de C. lusitaniae est représenté sur le schéma. Les photographies
montrent le résultat des CMIs Etest a la caspofungine pour les différentes souches aprés 48h d’incubation.
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PARTIE [

EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE AUX ECHINOCANDINES AU CHU
DE BORDEAUX

Entre novembre 2013 et septembre 2016, 971 antifongigrammes pour des levures du genre Candida
ont été réalisés au laboratoire de mycologie du CHU de Bordeaux, C. albicans étant 'espece majoritai-
rement testée (n=499), suivie de C. glabrata (n=167), C. parapsilosis (n=92) et C. tropicalis (n=79). Parmi
ces 971 souches, 272 ont été isolées d’hémoculture et 230 de préléevements digestifs profonds (liquide
péritonéal, liquide de drains, abcés...). Dans les candidémies, C. albicans est 'espéce la plus fréquente

(50% des isolats), C. glabrata et C. parapsilosis représentent chacun 15% des souches isolées (figure 7.1).

Figure 7.1 — Répartition des especes isolées dans les candidémies

B C. albicans m C. glabrata = C. parapsilosis ®m C. tropicalis m C. krusei B Autres

Les CMIs ont été déterminées par méthode Etest selon les recommandations fournisseur (BioMé-
rieux). La détermination des CMIs d’un grand nombre de souches pour une espéce donnée et un anti-
fongique donné permet de construire I’histogramme de distribution des CMIs qui définit la population
sauvage de I'espece fongique. A partir de cette distribution, on peut déterminer le seuil épidémiologique
(ECOFF ou ECV) qui permet de distinguer les souches sauvages des souches non sauvages, potentiel-
lement résistantes et ce, par simple inspection visuelle de I'histogramme de distribution des CMIs. Le
seuil peut étre également évalué par des méthodes d’analyse statistique, comme 1’outil ECOFFinder
développé par J. Turnidge [191], disponible sur le site du CLSI et basé sur un modele de régression
non-linéaire. La CMI modale correspond a la valeur de CMI la plus fréquente dans le panel de souches

testées. Nous avons donc pu déterminer les ECOFFs de chaque échinocandine pour les 4 espéces de
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7 Epidémiologie de la résistance aux échinocandines au CHU de Bordeaux
Candida les plus fréquemment isolées.
Tableau 7.1 - Valeur seuil épidémiologique (ECOFF) des échinocandines pour les 4 espéces de Candida

les plus fréquemment isolées au CHU de Bordeaux et comparaison aux ECOFFs publiées
par le CLSI et 'TEUCAST pour ces espéces [62, 61, 146]

Valeur seuil épidémiologique (ECOFF) (mg/L)

Caspofungine Micafungine Anidulafungine
Bordeaux EUCAST CLSI Bordeaux EUCAST CLSI Bordeaux EUCAST CLSI
C. albicans 0,25 NR 0,12 0,06 0,015 0,03 0,008 0,03 0,12
C. glabrata 0,5 NR 0,12 0,06 0,03 0,03 0,03 0,06 0,25
C. tropicalis 0,5 NR 0,12 0,06 0,06 0,12 0,03 0,06 0,12
C. parapsilosis 2 NR 1 4 2 4 4 4 4
Tableau 7.2 — CMImodales des échinocandines pour les 4 especes de Candida les plus fréquemment iso-
lées au CHU de Bordeaux et comparaison aux ECOFFs publiées par le CLSI et 'TEUCAST
pour ces especes
Mode (mg/L)
Caspofungine Micafungine Anidulafungine
Bordeaux EUCAST CLSI Bordeaux EUCAST CLSI Bordeaux EUCAST CLSI
C. albicans 0,03 NR 0,03 0,016 0,008 0,015 0,004 0,004 0,03
C. glabrata 0,125 NR 0,03 0,016 0,008 0,015 0,016 0,016 0,06
C. tropicalis 0,125 NR 0,03 0,03 0,016 0,015 0,016 0,016 0,03
C. parapsilosis 0,5 NR 0,25 1 1 1 2 1 2

L’intérét est de déterminer les ECOFFs, avec la technique utilisée en routine au laboratoire (méthode
Etest) pour les tests de sensibilité aux antifongiques. La connaissance de son épidémiologie locale per-
met alors de détecter plus sensiblement les souches présentant une moindre sensibilité aux échinocan-
dines, qui auraient donc potentiellement acquis un mécanisme de résistance. Globalement, puisqu'un
écart de 2 dilution est admis, les ECOFFs « locaux » calculés pour chacune des 4 espéces de Candida
spp testées sont comparables a ceux définis par le CLSI et TEUCAST par les méthodes de référence en
milieu liquide [62, 61, 146] (tableau 7.1 et 7.2), a I’exception de anidulafungine. Pour cette molécule,
les ECOFFs du CLSI sont beaucoup plus élevés. Pour étre sensible, un seuil d’interprétation clinique ou
« breakpoint » (BP) ne doit pas étre plus élevé que 'ECOFF, mais sans étre trop inférieur a 'ECOFF, au
risque de perdre en spécificité, ce qui adapté a notre écologie n’est valable que pour les BPs proposées
pour la caspofungine par le CLSI et ceux proposés pour la micafungine par 'TEUCAST. Ces résultats
confirment 'importance de connaitre son épidémiologie.

En utilisant, les BPs du CLSI (tableau 2.5) respectivement 0,82%, 21,5%, 1,26% et 8,9% des souches de C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis et C. parapsilosis testées sont classées comme non-sensibles a au moins
une échinocandines (tableau 7.3). Parmi les 36 isolats de C. glabrata non sensibles, tous sont classés
intermédiaires ou résistants a la caspofungine, alors que seulement le quart le sont 4 ’anidulafungine
et a la micafungine (tableau 7.3).

En utilisant, les ECOFFs locaux, respectivement 2,6%, 9,5%, 1,3% et 14% des souches de C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis et C. parapsilosis testées sont classées comme non-sensibles & au moins une
échinocandine. Ces pourcentages sont légérement supérieurs a ceux retrouvés en utilisant les BP du
CLS]J, sauf pour C. glabrata.

Pour C. glabrata, le BP CLSI de 0,25 mg/L, bien qu’inférieur a 'ECOFF local (0,5 mg/L) ne semble pas

adapté. Comme nous I’avons évoqué, la catégorisation des souches en sensibles ou résistante basée sur
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7 Epidémiologie de la résistance aux échinocandines au CHU de Bordeaux

les BPs épidémiologiques ou les ECOFFs n’est pas pas satisfaisante pour la caspofungine (paragraphe
2.5.2). Les ECOFFs de 'anidufungine pour C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis sont trés bas (com-
pris entre 0,008 et 0,003 mg/L) comparés a ceux de la caspofungine (compris entre 0,25 et 0,5 mg/L).
Nos résultats confirment les recommandations d’Arendrup et al. [6] d’évaluer la sensibilité a la caspo-
fungine d’apreés la CMI obtenue pour ’anidulafungine, en utilisant les BPs d’interprétation définis par

I’EUCAST, les BPs du CLSI étant trop élevés pour permettre de suspecter une résistance acquise.

Tableau 7.3 — Pour les 4 espéces de Candida testées, nombre d’isolats présentant une CMI en échino-
candine supérieure a la valeur du BP du CLSI ou de 'ECOFF calculé

Entre parenthése, le nombre d’isolat qui présente une mutation fks dont la CMI est supérieur au BP ou a 'TECOFF,

par rapport au nombre de mutants-fks testés

BP CLSI () ECOFF Bordeaux
CAS MIC ANI CAS MIC ANI
C.albicans ~ 3(1/1) 3(1/1) 0 (0/0) 4(1/1) 11 (1/1)  9(0/0)
C.glabrata 36 (6/6) 9 (5/6) 8 (4/6) 11 (5/6) 11(6/6) 19 (6/6)
C. tropicalis 0(0/1) 1(1/1) 0(0/1) 0 (0/1) 1(1/1)  3(1/1)
C. parapsilosis 3 (1/1)  3(1/1) 9(0/0) 3(1/1) 1(1/1) 8 (0/0)

(*) : C. albicans et C. tropicalis > 0,5 mg/L; C. parapsilosis > 4 mg/L pour 'ensemble des échinocandines
C. glabrata, > 0,25 mg/L pour la caspofungine et ’anidulafungine, > 0,12 mg/L pour la micafungine

Au total, seize souches de Candida spp, toutes isolées avant le ler janvier 2016, présentaient des
valeurs de CMIs supérieures aux ECOFFs calculés pour au moins deux échinocandines. Le séquencage
nucléotidique des régions HS a montré que 9 d’entre elles portaient des mutations au niveau des régions
HS des génes FKS (tableau 7.4). La mutation la plus fréquemment décrite dans la littérature affectant
la sérine en 5éme position du HS1 a été identifiée chez 6 souches : (i) une souche de C. albicans (muta-
tion homozygote) ; (ii) 4 souches de C. glabrata provenant d’'un méme patient (S629P-Fks1p); (iii) une
souche de C. glabrata (5663P-Fks2p). Les 4 souches de C. glabrata isolées du méme patient, porteuse de
la mutation S629P-Fks1p, présentent des valeurs de CMIs différentes. En effet, la souche isolée d’une
hémoculture (n°1185) présentait des CMIs peu élevées (0,25 mg/L pour la caspofungine, et 0,094 mg/L
pour la micafungine et ’anidulafungine), tandis que la souche urinaire (n°1195) avait des CMIs élevées
aux échinocandines (>32 mg/L pour la caspofungine et 8 mg/L pour la micafungine et I’anidulafungine)
et au fluconazole (>256 mg/L). Cet exemple illustre la problématique de la large distribution des CMIs
des souches mutées sur les génes FKS, responsable de la difficulté a établir des BPs adaptés a 1’'espéce
et a la détection des mutants FKS. Les autres mutations identifiées affectent le ler (A641 C. glabrata)
ou le 7éme acide aminé (C. tropicalis, mutation hétérozygote) de la protéine FKS. Une mutation a proxi-
mité immédiate du HS2 a aussi été retrouvée chez un isolat de C. parapsilosis, cette mutation n’ayant, a
notre connaissance, jamais été décrite. Les 9 mutants FKS ont été classés comme résistants a au moins
une échinocandines (tableau 7.3 et 7.4). Dans la pratique, c’est I'analyse combinée des valeurs de CMI

obtenues pour les 3 échinocandines qui permet une bonne classification de ces mutants FKS.
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Figure 7.2 — Répartition des CMIs en échinocandines pour C. albicans et C. glabrata
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Figure 7.3 — Répartition des CMIs en échinocandines pour
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7 Epidémiologie de la résistance aux échinocandines au CHU de Bordeaux

Tableau 7.4 - Sensibilité aux échinocandines des souches de Candida spp présentant une mutation fks

isolées au CHU de Bordeaux (2014-2016)
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7 Epidémiologie de la résistance aux échinocandines au CHU de Bordeaux

Typiquement, la résistance aux échinocandines survient aprés un traitement prolongé, méme si on
peut parfois I'observer rapidement aprés l'initiation du traitement. 5 patients ont été pré-exposés aux
échinocandines avant I'isolement des souches fks-muté :

— Le patient n°1 a été traité de maniére discontinue par caspofungine durant preés de 60 jours avant

I'isolement de la souche de C. tropicalis.

— Le patient n°2, allogrefté de moelle osseuse, a recu durant les 3 mois précédant I'isolement de la
souche de C. parapsilosis résistante, 3 fois de la caspofungine, par période de 10 a 15 jours.

— Le patient n°3, également allogreffé de moelle osseuse, qui n’a pas été suivi qu’au CHU de Bor-
deaux, a été traité au mois d’Aout pour une candidémie a C. glabrata (souche 1040 isolée en dé-
cembre).

— Lors de I'isolement de la souche de C. glabrata chez le patient n°5, ce dernier recevait de la caspo-
fungine depuis 30 jours.

— Le patient n°6 a recu prés de 60 jours de traitement par caspofungine dans les 3 mois précédant
I'isolement de la souche de C. albicans résistante.

Aucune notion de traitement antérieur par une échinocandine n’a pu étre retrouvé dans le dossier
patient informatisé du patient n°4.

Deux des 6 patients (patients 2 et 3) ont présenté une candidémie due a une souche mutée dans les 30
jours suivant leur exposition aux échinocandines. La pré-exposition aux échinocandines est un facteur
de risque connu de développer une candidémie due a une espéce de moindre sensibilité aux échino-
candines [193, 19]. Trois souches mutées dans le géne FKS ont été isolées d’un prélévement abdominal.
Dans leur étude portant sur 25 patients atteints de candidose intra abdominale et traités par une échi-
nocandine pendant une période médiane de 42 jours (4 a 438 jours), Shields et al. [175] ont montré que
24% (6/25) d’entre eux étaient infectés par une souche mutée dans les génes FKS. La durée médiane
d’exposition a I’échinocandine était plus longue chez les patients infectés par le mutant FKS que chez
ceux infectés par un isolat de type sauvage (119 vs 27 jours; P < 0,01). D’apreés les auteurs, les souches
de Candida spp fks-muté émergent dans la cavité abdominale, ’arbre biliaire ou les abcés en raison de
I'exposition prolongée dans ces sites profonds a des concentrations sous inhibitrices en échinocandine.
Il apparait donc important de connaitre son épidémiologie locale et de surveiller 'apparition de ces
souches de Candida spp de sensibilité diminuée aux échinocandines par la détermination des CMIs en
échinocandines et le séquencage des genes FKS en cas d’élévation anormale de la CMI par rapport a

celle de la population sauvage, en particulier chez des patients pré-exposés.
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PARTIE 8

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Depuis la mise sur le marché en 2001 de la caspofungine, puis de la micafungine et de 'anidulafun-
gine, l'utilisation des échinocandines s’est développée, placant la caspofungine en deuxiéme position
des antifongiques les plus consommés dans les services de réanimation [52]. Malgré cette consom-
mation accrue, 'incidence des souches résistantes aux échinocandines reste limitée. Le principal mé-
canisme moléculaire de résistance repose sur ’acquisition de mutations dans les génes FKS codant
I'enzyme inhibée par les échinocandines, la 3-(1-3)-D-glucane synthétase. La présence d’'une mutation
des génes FKS, en particulier dans les deux régions « Hot-Spot » (HS1 et HS2), a été décrite comme un
facteur de risque d’échec au traitement par échinocandines [180, 178]. Le diagnostic phénotypique de
la résistance aux échinocandines repose sur la détermination in vitro des CMIs en échinocandines. Les
valeurs seuil d’interprétation clinique (BPs) des CMIs établies par le CLSI et 'TEUCAST ont été révisées
en 2012 et adaptées a l'espéce de Candida afin de permettre une meilleure classification des souches
mutées dans les génes FKS en souches résistantes. La surveillance de 1’épidémiologie locale avec la dé-
termination des valeurs seuils épidémiologiques (ou ECOFFs) pour les principales especes de Candida
isolées est essentielle pour optimiser la sensibilité du diagnostic phénotypique et son utilité clinique.
Le diagnostic moléculaire de la résistance aux échinocandines par la recherche des mutations dans les
régions HS des génes FKS1 et FKS2 est en plein essor. Différentes techniques ont été développées comme
la PCR en temps réel, le séquencage nouvelle génération, ou la technique Luminex, certaines permettant
d’analyser dans le méme temps des génes impliqués dans la résistance a d’autres classes d’antifongiques
[153, 51, 10, 75]. La principale limite de ces tests est qu’ils ne s’intéressent qu’aux régions HS des génes
FKS. Or, compte tenu de la disparité des CMIs en échinocandines chez des souches portant la méme mu-
tation, de la description de souches résistantes sans mutation identifiée [83], 'implication de mutations
dans des régions non étudiées ou la mise en place de mécanismes adaptatifs peuvent étre suspectées.
Par ailleurs, la démonstration de I'impact de la mutation sur la résistance n’a pas toujours été effectuée
et leur caractérisation n’a jamais été réalisée par un remplacement d’alléle complet dans une levure du
clade CTG des Candida.

Dans ce travail, nous avons construit une souche de Candida lusitaniae génétiquement modifiée pour
effectuer un remplacement d’alléle complet FKS1, dans un fond génétique double mutant auxotrophe
(Ura- et Trp-). Cette souche a été construite en lui apportant en amont et en aval du géne FKSI des
demi-marqueurs d’auxotrophie (5’ TRP1 et 3’ URA3). Ces demi-marqueurs sont physiquement et fonc-
tionnellement restaurés lors du remplacement d’alléle FKS1. Cette souche « réceptrice » a été controlée

de facon multiple au niveau moléculaire par des approches de PCR, du séquengage nucléotidique et une
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caractérisation approfondie par Southern-Blot.

Pour pallier les problémes liés a la grande taille du géne FKS (environ 6 kb), le remplacement d’allele
a été effectué en transformant cette souche avec deux fragments d’ADN, portant chacun la partie com-
plémentaire des marqueurs d’auxotrophie, et une partie d’un allele FKSI muté. Nous avons démontré
qu’une recombinaison in-cellulo des deux fragments dans C. lusitaniae était possible pour des zones de
chevauchement de 40 a 400 pb, et pour une taille de fragments jusqu’a 5,5 kb. Bien que cette technique
ait déja été développée chez S. cerevisae [76, 118] et K. lactis [56], aucune donnée n’était disponible
quant a la faisabilité de cette approche chez des levures du clade CTG des Candida.

Nous avons validé notre modéle cellulaire en le transformant avec des alleles de FKS1 portant des
mutations dans les régions Hot-Spot. Ces mutations avaient été décrites comme responsables d’une
augmentation des CMIs vis-a-vis des échinocandines [138, 149, 189]. Nous retrouvons une augmen-
tation de CMI d’un facteur 10 pour la mutation F641V et d’un facteur 200 pour les mutations S645P
et R1361G. Ces résultats sont en accord avec les CMI décrites chez des souches résistantes isolées de
patients. Les premiers isolats cliniques présentant des mutations des génes FKS ont été découverts dés
'utilisation de la caspofungine, dans I’étude clinique portant sur 1’évaluation de lefficacité et de la

sécurité de la caspofungine entre 2000 et 2002 [138].

Le modéle cellulaire développé constitue donc un nouvel outil permettant de caractériser de facon
fiable, simple et rapide les mutations fks par remplacement d’alléle FKSI complet. C’est un outil acces-
sible et facile a manipuler. L’introduction de la mutation a étudier est réalisée par une simple réaction
de PCR a l'aide d’amorces spécifiques et transformation de la souche « réceptrice » 35TA, trpIA/2,
ura3A/2 par électroporation. L’expression de I’alléle FKS1 transformé est régulée dans la levure modéle
par le promoteur et le terminateur du géne FKSI de C. lusitaniae. Tous les mutants obtenus possédent
le méme fond génétique, ce qui permet de les comparer entre eux et a la souche sauvage de C. lusita-
niae et d’évaluer 'impact des mutations FKS introduites. Par ailleurs, dans notre modele C. lusitaniae,
la régulation des génes FKS est proche de celle des autres espéces du genre Candida en comparaison
aux modeles d’expression utilisant S. cerevisiae, phylogénétiquement assez éloigné du clade CTG des
Candida.

D’autres mutations ont été caractérisées (Master 2, Camille Letellier). L’allele FKS1 sauvage de C.
parapsilosis, espéce naturellement moins sensible aux échinocandines, possede une substitution P660A
dans le HS1 (FLTLSLRDA). L’introduction de cette mutation dans 'allele FKSI de C. lusitaniae s’est
traduite par une augmentation de la CMI en caspofungine d’un facteur 6 (CMI 0,125 — 0,75 mg/L).
Notre modéle cellulaire a donc permis de confirmer pour la premiére fois dans une levure du clade
CTG des Candida, que le polymorphisme naturel a I'extrémité C-terminale de la région HS1 du géne
FKS1de C. parapsilosis est bien responsable des valeurs de CMI intrinsequement plus élevées chez cette
espece. L’allele FKS1 muté de l'isolat clinique de C. parapsilosis (isolat n°500, patient 2, tableau 7.4)
résistant aux échinocandines (CMI > 32 mg/L) est porteur du polymorphisme P660A et de la mutation
113807, située en dehors des régions HS et qui n’a jamais été décrite dans la littérature. L’expression
de cette mutation chez C. lusitaniae entraine une augmentation de la CMI d’un facteur 12 (CMI 0,125
— 1,5 mg/L). La possibilité de remplacer I’alléle FKS1 complet a permis de démontrer qu’une mutation
située en dehors des régions HS peut également entrainer une élévation des CMIs et surtout que c’est
l’association des deux mutations, P660A et 113807, qui est responsable du phénotype de résistance
de lisolat clinique de C. parapsilosis (CMI > 32 mg/L). Le modele pourra donc permettre d’étudier
d’autres mutations, notamment les mutations du géne FKS2 de C. glabrata pour qui la prévalence des
mutations de résistance aux échinocandines est en constante augmentation, ou d’étudier également

Peffet de 'association de plusieurs mutations sur la résistance, et ainsi d’affiner la localisation des sites
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de fixation des échinocandines sur la protéine Fkslp. Ce modele ouvre également de nouvelles voies
d’étude des mutations des genes FKS, avec la possibilité d’étudier par expression hétérologue des alléles

complets d’autres espéces fongiques.

Au cours de l'infection, les cellules phagocytaires de I'immunité innée, macrophages et polynu-
cléaires neutrophiles jouent un réle essentiel dans I’élimination des espéces du genre Candida par
des mécanismes de phagocytose, de NETose et de relargage de peptides antimicrobiens. L’action de
ces cellules protectrices nécessite la reconnaissance du pathogéne via des récepteurs de la famille des
Pattern-Recognition Receptors (PRRs) capables de reconnaitre des motifs conservés spécifiques des
pathogeénes : les Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs). Chez les Candida spp., les PAMPs
comprennent principalement des composés de la paroi cellulaire tels que les mannoprotéines, les sucres
B-D-glucanes, le mannose et la chitine. La paroi fongique étant impliquée dans 'interaction avec I’hote,
les souches génétiquement modifiées portant des mutations dans le gene FKSI pourraient étre utilisées
pour des expériences in vitro ou in vivo visant a étudier le réle direct ou indirect que peuvent jouer les
mutations fks lors de I'interaction des isolats résistants de Candida spp avec les cellules immunitaires
de ’hote. Comme évoqué dans I’étude de Lackner et al. [105], c’est probablement le nombre et la po-
sition des mutations dans les génes FKS des Candida spp. qui déterminent ’augmentation des CMIs, la

réponse au traitement in vivo et la virulence.
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