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Autrefois trés rares, les infections fongiques invasives ne concernaient qu’un nombre
restreint de sujets débilités et signaient I’évolution terminale de leur pathologie. Depuis une
trentaine d’années, le progrés des thérapeutiques immunosuppressives et 1’essor de la
chirurgie ont favorisé une augmentation progressive de ces fongémies. Les infections
fongiques invasives impliquent les infections a levures, représentées en majorité par les
Candida, et les infections a champignons filamenteux, dominées par les Aspergillus. Les
levures du genre Candida sont pour I’essentiel des hotes commensaux du tube digestif, de la
peau ou des muqueuses, inoffensives chez le sujet sain. Dans certains cas, la défaillance du
systeme immunitaire offre des conditions de développement favorables a ces champignons
qui adoptent alors un véritable comportement opportuniste. C. albicans et C. glabrata font
partie des especes dont 1’habitat naturel est le tube digestif humain. Ils sont les plus fréquents

responsables de candidoses profondes ou candidémies.

Face a ces infections polymorphes au pronostic trés sombre, le clinicien est demandeur
d’outils diagnostics précoces permettant d’établir un traitement d’urgence. En effet, le
diagnostic de candidose disséminée repose sur des arguments cliniques, radiologiques et
biologiques généralement tardifs. Néanmoins, il est souvent difficile car les signes et les
symptoémes ne sont pas caractéristiques. Fréquemment, la preuve diagnostique, c¢’est-a-dire
I’isolement de Candida a partir d’un site normalement stérile, manque ou est trop tardive. De
plus, les prélévements non sanguins, lorsqu’ils sont positifs, posent un probléme
d’interprétation : la frontiére entre pathogéne (invasion) et contaminant (colonisation) étant

parfois difficile a définir.

Pour confirmer le diagnostic de candidose invasive a dissémination hématogene, la
référence reste I’obtention d’une hémoculture positive a Candida sp. Malheureusement cette
technique, de faible sensibilité, reste souvent négative. C’est pourquoi depuis les années 1975,
d’autres outils diagnostiques ont été mis en place, comme la recherche d’antigénes et
d’anticorps circulants dans le sang, ou sont en développement, comme la mise en évidence

d’ADN fongique circulant.
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Le galactomannane, composant spécifique de la paroi cellulaire du genre Candida,
permet la détection combinée de l'antigéne circulant et des anticorps anti-mannane de
Candida. Cette recherche peut étre combinée a la détection des anticorps anti-mannane de
Candida. Cette association technique n’est pas encore formellement retenue dans I’arbre
diagnostic des candidoses invasives ; pourtant sa répétition, permet de réaliser un véritable

suivi sérologique des patients a risque.

Afin d’améliorer la sensibilité et surtout la spécificité de ces tests, diverses techniques
d’amplification génique (PCR) ont été¢ développées. Les techniques de biologie moléculaire
vont-elles apporter une solution véritablement satisfaisante ? Elles ne sont déja plus réservées
aux recherches fondamentales. Les progrés techniques font disparaitre peu a peu les facteurs
limitants de ces méthodes. L’extraction de I’ADN est désormais réalisable rapidement. Durant
les derniéres années, plusieurs publications ont montré 1’intérét de la PCR pour le diagnostic
des candidoses disséminées. Elles ont précisé la sensibilité extréme de la méthode avec un
seuil de détection du génome de C.albicans de 'ordre de dizaines de fentogramme par
échantillon. La spécificité semble également excellente. La positivité de la PCR chez certains
patients a haut risque suggere la possibilité d’identifier et de traiter trés précocement les

patients de ce groupe qui développent ultérieurement une infection systémique.

Dans le but d’améliorer le diagnostic précoce des candidoses invasives au CHR de
Metz, nous avons adapté une PCR classique pour développer une technique de PCR en temps
réel spécifique du genre Candida et capable de différencier également les cinq espéces les
plus incriminées de ce genre. Dans cette thése nous rapportons 1’optimisation, a partir de
souches de Candida cultivées in vitro, de cette technique d’amplification génique et son

application a des échantillons sanguins prélevés chez 17 patients atteints de candidoses

profondes.
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3 LES INFECTIONS A CANDIDA sp.
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3.1 Epidémiologie et pathogénie des Candida

3.1.1 Biologie des levures

3.1.1.1. Physiologie des champignons - Généralités

Les levures du genre Candida appartiennent a un régne bien individualisé au sein du
monde vivant : les champignons et plus particuli¢rement aux champignons microscopiques ou

micromycetes.

Les champignons ont une physiologie particuli¢re : étant dépourvus de chlorophylle,
ils doivent trouver leur carbone dans les composés organiques. Cela conditionne leur vie qui
est saprophytique ou parasitaire, ou I'une et I'autre. Ils sont généralement aérobies et
croissent a des températures trés variables, une température de 20 a 30°C leur étant souvent

favorable. Ils supportent des variations de pH considérables, la neutralité leur convenant trés

bien [8].

Parmi les micromycétes, les deutéromycétes englobent des espéces dont on ne connait
pas la reproduction sexuée. Cette division comprend les levures blastomycétes auquel |
appartient le genre Candida dont les éléments fongiques se reproduisent par bourgeonnement,
les hyphomycétes (champignons filamenteux) ainsi que les coelomycétes (champignons
filamenteux avec pycnides ou acervules). [Annexe n°l |

Les levures sont des organismes eucaryotes, immobiles qui se reproduisent au moyen
de spores. A la différence des bactéries, les champignons possédent un noyau entouré d’une
membrane nucléaire, un réticulum endoplasmique et des mitochondries. Ils possédent

également une membrane riche en ergostérol et des microtubules constitués de tubuline.
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3.1.1.2 Morphologie et caractéres des Candida

Un champignon se détermine par I’aspect macroscopique et microscopique de ses

colonies et par ses caractéres physiologiques.
3.1.1.2.1 Morphologie

Ces levures ont des formes variées : rondes, ovoides, ellipsoides, allongées, apiculées,
triangulaires etc. Leur forme et leur taille peuvent varier selon le milieu. En milieu solide les

colonies de Candida sp. sont crémeuses a muqueuses, de couleur blanc a beige et de surface

lisse.

Les Candida ont un mode de reproduction végétatif asexué : le bourgeonnement. Une
évagination apparait a un point de la cellule mére. Le bourgeon grandit peu a peu et forme une
nouvelle cellule qui se détache de la cellule meére. Certaines espéces de Candida peuvent
parfois donner naissance a des éléments trés allongés (pseudofilaments ou pseudomycelium),
soit in vitro, en fonction des milieux utilisés (4 heures suffisent a C. albicans pour former un
tube de germination dans du sérum a 37°C), soit in vivo, (Candida sp. passant de I’état
saprophyte a I’état pathogeéne). Cette pseudofilamentation est en réalité une succession de
bourgeons, produits en chaines ramifiées, qui ne se détachent pas entre eux, ni de la cellule
mére et conduisent ainsi a un aspect buissonnant, édifice assez instable, pouvant se

désarticuler a tout moment. [Annexe n°2]

Candida albicans présente un type de chlamydospore particulier : il s’agit de spores
rondes, de grande taille (10 a 15um), a paroi épaisse qui se forme sur les filaments. Elles sont
toujours terminales. On ne connait pas leur signification car contrairement aux

chlamydospores observées dans d’autres champignons, elles ne filamentent jamais.
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3.1.1.2.2 Caractéres physiologiques, biochimiques et caryotype [35,92]

Les levures produisent 1’énergie nécessaire a leur synthése en oxydant et/ou en
fermentant certains composés carbonés et azotés. L.’étude des caractéres physiologiques des
levures est exploitée pour leur diagnostic. Ainsi, par exemple, I’assimilation des sucres et du

nitrate, la résistance a un antifongique (actidione) et la température de croissance permettent

I’étude de C. albicans.

Les techniques d’analyse moléculaire ont permis d’établir la carte des chromosomes
de certains Candida. On a ainsi dénombré, selon les techniques utilisées de 8 a 11

chromosomes pour C.albicans et 5 pour C tropicalis.

3.1.1.2.3 Caractéres sérologiques

La paroi de la levure Candida est constituée d’une membrane phospholipidique et de

mannanes liés a des protéines et a des glucanes. Ces mannanes représentent les déterminants

antigéniques de la levure [34,84,143].

Cette structure antigénique des levures et son application en diagnostic
immunologique ont ¢té étudiées depuis de nombreuses années. C’est en 1960, que
Hasenclever démontre qu’il existe 2 sérotypes pour C.albicans: le sérotype A, le plus
répandu en Amérique et en Europe, le sérotype B, plus fréquent en Afrique sans qu’il n’existe
de pathogénicité différente entre les deux sérotypes. Des travaux complémentaires ont montré

par ailleurs une résistance plus fréquente du sérotype B a la 5 fluorocytosine [92].

En 1970, les travaux de Tsuchiya et collaborateurs, basés sur la composition des
polysaccharides thermostables de la paroi permettent de séparer les levures en 5 groupes
antigéniquement indépendants. L’application pratique de ces découvertes a vu le jour avec les
anticorps monoclonaux permettant d’identifier, par simple agglutination sur lame, les

principales espéces incriminées en pathologie humaine [164].
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3.1.1.3 Epidémiologie

Depuis les années 1970 la fréquence des mycoses systémiques est en constante
augmentation.

Aux Etats-Unis entre 1980 et 1990, elle est passée de 2,0 a 3.8 infections pour 1000
hospitalisations. Toutes les structures hospitalieres furent touchées, des grands centres
universitaires aux hopitaux de petite taille [10]. Des études autopsiques ont confirmé cette
augmentation de fréquence des infections fongiques profondes de 1,6 a 4,1% entre 1978-1982
et 1988-1992 [173]. En France, entre 1995 et 1997, vingt huit centres parisiens ont recueilli
des données concluant a une incidence de 2,2 pour mille admissions [57]. Concernant plus
particulierement les unités de réanimation nord-américaines, des données récentes de la
National Epidemiology of Mycoses Survey, montrent une incidence de 9,8 a 12,3/1 000

admissions [145].

Aujourd’hui prés de 10% des infections nosocomiales aux Etats-Unis et 4 3 5 % en

France sont d’origine fongique, principalement & Candida sp [113].

En terme de mortalité ces infections sont des plus préoccupantes : Candida se place au
premier rang des micro-organismes isolés d’hémocultures [38]. Le genre Candida représente
70 a 80 % des hémocultures prélevées au cours de mycoses profondes et il arrive ainsi au 4™
rang des septicémies voire méme au 3°™ dans de nombreuses unités de soins intensifs
[10,52,163]. Dés 1988, il était démontré que la survenue d’une candidémie était associée a
une mortalité globale de 57% avec une mortalité spécifique de 38% aux Etats-Unis [8,180].

Les données frangaises de 1999, montrent une situation identique avec une mortalité

globale et directement attribuable & Candida de respectivement 56% et 31% [100].

On note également une modification de la diversité des espéces en cause. Méme si
Candida albicans continue de prédominer on voit de plus en plus d’infections a Candida non-
albicans ; quatre espéces sont responsables de 80 a 90% de ces candidémies : C. albicans, C.

parapsilosis, C. tropicalis et C. glabrata [71,87,133,135,162,173].
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3.1.1.4 Les espéces du genre Candida [6,19,142]

De nombreuses espéces appartenant au genre Candida sont impliquées en pathologie.
La plus fréquente est C.albicans, elle représente plus de 60% de toutes les levures isolées
chez I’homme. C’est un commensal des cavités naturelles, en particulier du tube digestif.
D’autres espéces sont également rencontrées en pathologie humaine ; par ordre de fréquence
décroissante on trouve :

- Candida (ex Torulopsis) glabrata, il vit aussi en commensal dans les voies génito-
urinaires et I’intestin de I’homme. Son incidence a augmenté ces derniéres années sous la
pression des antifongiques azolés, notamment en hématologie. Il représente actuellement 10 a
20 % des isolats [162].

- Candida tropicalis, rencontré aussi bien sur les muqueuses que sur la peau saine, est

responsable de septicémies [153].

- Candida parapsilosis est aussi une levure commensale de la peau. Elle est a I’origine
de Iésion de la peau ou des ongles. Par ailleurs, elle est impliquée dans des septicémies (2°™
place aprés C.albicans) provoquées par des cathéters souillés [133].

- Candida dubliniensis, espéce découverte en 1995, se rapproche de Candida albicans
de par ses caractéristiques morphologiques (filamentation) et chromogéniques sur milieu
ChromAgar®BD [17,62]. Certaines techniques d’identification peuvent donc étre prises en

défaut, au bénéfice de I’espeéce albicans [26,51,59,61,138].

Il faut aussi citer certains Candida d’origine alimentaire : Candida kefyr issu de
produits laitiers fermentés, C. krusei dont I’émergence chez les malades cancéreux est

attribuée a sa résistance primaire au fluconazole, C. famata, C. lusitaniae, C. guilliermondii,

C. norvegensis,etc.

28



3.1.2 Physiopathologie des infections systémiques a Candlida :
de la colonisation a l'infection

La majorité des champignons qui se déposent sur notre peau ou qui sont inhalés ne
produisent aucun dommage, car les barriéres mécaniques ou de défenses immunologiques
sont efficaces pour arréter leur pénétration et leur développement. Mais ’existence de facteurs
favorisants, intrinséques ou extrinséques, modifiant les défenses de I’organisme permet aux
organismes opportunistes de créer des lésions au niveau de divers organes.

Le pouvoir pathogéne des champignons opportunistes varie d’une espéce a 1’autre ; en
effet, il est quasi nul dans le cas de Saccharomyces cerevisae tandis que quelques arthrospores

seulement suffisent a Coccidioides immitis pour étre infectant [63].

Les levures du genre Candida sont des commensaux du tractus digestif (dés la sphére
oropharyngée) et du tractus génito-urinaire. Dans le tube digestif, les levures cohabitent avec

les bactéries de fagon naturelle ; la compétition entre ces deux flores entrainant un certain

équilibre [91].

L’importance des candidoses a été¢ sous estimée pendant longtemps pour plusieurs
raisons :

- le pouvoir pathogéne des levures a longtemps été jugé négligeable car ne présentant
aucun danger pour le sujet sain dont elles sont un commensales ;

- les candidoses étaient considérées comme un événement annonciateur d’un pronostic
défavorable plutdt que comme sa cause, [’un et I’autre pouvant en fait coexister ;

- ’assimilation des Candida a de simples opportunistes avant leur mise en évidence
comme véritables agents pathogénes au cours des infections par le VIH ;

- les thérapeutiques modernes, qui de plus en plus efficaces, sont aussi de plus en plus

agressives, favorisant le développement des Candida.

La colonisation du tube digestif chez les individus sains varie d’un sujet & I’autre. Par
ailleurs aucune étude menée n’a permis de conclure quant aux facteurs de risque de
colonisation intestinale : certains facteurs nutritionnels, des additifs alimentaires, des
polluants, la pilule oestroprogestative, certains médicaments ou bien encore le diabéte

insulinodépendant pourraient étre associés a une colonisation intestinale a Candida [95].
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Les modifications de I’écologie de la microflore résidente, induites par
I’administration d’antibiotiques, sont des facteurs potentiels d’infection qui favorisent la
croissance des Candida [130]. Ainsi, les patients susceptibles de passer d’un état colonisé a
celui d’infecté, sont généralement ceux dont la prise en charge est lourde (hématologie
oncologique, cancérologie, réanimation chirurgicale et médicale, pédiatrie, briilés et gériatrie)
[37]. Lorsque I'intégrit¢ des muqueuses colonisées est rompue, une infection localement
invasive se développe et une dissémination hématogene secondaire peut alors s’ensuivre a
I’occasion d’une baisse méme transitoire de I’immunité [87,145]. Toutefois, cette colonisation
seule ne suffit pas pour développer une infection, puisque avec plus de trois sites colonisés, la

sensibilité pour développer une candidose systémique est de 45% pour une spécificité de 72%

[139]. [Fig. 1]

Le plus souvent, les formes cliniques miment des infections bactériennes et c’est
souvent un syndrome infectieux résistant aux antibiotiques qui fait évoquer le diagnostic de
candidose profonde. La candidose systémique débute alors généralement par une
dissémination des Candida a point de départ digestif mais peut étre liée a une infection locale
(cathéter, péritoine, poumon) [142].

Chez les patients survivant a cette translocation, les Candida diffusent par voie
hématogeéne et déterminent des foyers infectieux dans de nombreux organes, dont la nature
dépend de 1’état physiologique de I’hote : hépatospléniques des patients d’onco-hématologie,
rénales, articulaires, choriorétinites. Pendant longtemps ces derniéres ont été considérées

comme le diagnostic de certitude des candidoses systémiques.
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De Al 4 A4 : Cumul des facteur de risques et probabilité accrue de candidose profonde
(adapté d'aprés Wenzel)
B : Patients pour lesquels I'évaluation des paramétres mycologiques et sérologiques
peut contribuer a poser un diagnostic spécifique (dont l'index de Pittet)

Figure 1 : Infections systémiques & Candida : de la colonisation a I’infection [142]
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3.1.3 Facteurs favorisants des candidoses

Le genre Candida présente de nombreuses spécificités par rapport aux infections
déterminées par des pathogeénes d’autres taxons, bactéries notamment. Le parasitisme n’est
pas nécessaire a la multiplication ni a la dissémination de C. albicans mais conditionné par
une baisse transitoire des défenses locales ou générales de 1’hote. Les facteurs de virulence
stricto sensu n’étant pas connus, nous pouvons considérer des facteurs propres a la levure

favorisant la pathologie, et des facteurs indépendants d’elle.

3.1.3.1 Pathogénicité du genre Candida

Il a été suggéré une « versatilité¢ » de C. albicans, lui permettant une adaptation rapide
aux différentes conditions du « milieu » ; ceci pourrait expliquer sa prépondérance en
pathologie humaine. D Soll a démontré que les souches pathogénes présentaient une
fréquence de “phenotypic switching” plus élevée que les souches commensales et que cette
fréquence affectait la virulence et intervenait dans la pathogéneése [159].

On note également une adaptation cellulaire impliquant d’une part des protéines
enzymatiques (dont des protéases) et d’autre part des protéines structurales : faculté de C.
albicans a produire des filaments (pseudo-mycelium et mycelium). Ces tubes germinatifs ont

le pouvoir de pénétrer les tissus humains et ¢’est la forme sous laquelle C. albicans s’échappe

des phagocytes [31,144,178].

Des travaux récents ont mis en évidence que les souches de Candida dites virulentes in
vivo (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis) sont statistiquement plus
adhérentes au polychlorure de vinyle (PVC) que les souches non virulentes dites de
colonisation (C. kefyr). Cette observation suggérait une relation entre 1’adhérence de Candida
aux différents supports et sa virulence en clinique humaine. Le biofilm ainsi constitué par les
Candida est également retrouvé sur les surfaces en téflon et en silicone [86].

Enfin, cette étude a démontré qu’il existe une grande variabilit¢ du pouvoir
d’adhérence du genre Candida en fonction de I’espece mais également au sein de 1’espéce en
suivant la souche méme. Ainsi les Candida non-albicans possédent un pouvoir d’adhérence
aux surfaces inertes bien supérieur a celui de Candida albicans. Ceci explique leur émergence
comme nouveaux pathogénes chez les malades des unités de soins intensifs porteurs de

matériel (cathéter, prothese).
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Les levures du genre Candida présentent des complexes moléculaires constitués de
résidus mannoses polymérisés appelés mannanes. Ces déterminants antigéniques activent la
voie alterne du complément et sont capables d’inhiber, lorsqu’il circule, la réponse
lymphocytaire [84,142].

En 2003, il a ét¢ démontré que les phospholipomannanes de Candida albicans
permettaient a la levure de survivre en induisant 1’apoptose de la cellule macrophagique qui

tentait de la détruire [77,78,79,85].

Ce phénomeéne de virulence résulte, d’une part, des caractéristiques de la souche
(capacité d’adhésion a la muqueuse notamment intestinale) et, d’autre part, de I’effraction des

muqueuses associée a une baisse des mécanismes de défense.

3.1.3.2 Facteurs favorisants liés & I’hote ou intrinséques

Des caractéristiques propres a I’hote, indépendamment de celles du genre Candida,
peuvent contribuer a la sévérité de I’infection.

Le plus souvent les fongémies sont d’origines endogénes, a partir de la flore
saprophyte dont le pouvoir pathogéne est exacerbé par des facteurs locaux ou généraux.

Ces principaux facteurs locaux sont I’altération des barriéres mécaniques naturelles :
présence de cathéters intraveineux centraux ou périphériques, ulcération des muqueuses
(mucites rangon des chimiothérapies cytotoxiques ou de la radiothérapie), briilés,

interventions chirurgicales lourdes assurant une porte d’entrée notamment digestive.

Parmi les facteurs généraux, le nombre et la fonction des polynucléaires jouent un réle
important dans la prévention et dans I’évolution favorable des formes de septicémie a
Candida. En effet, la phagocytose par les polynucléaires prévient la dissémination
hématogéne. Par conséquent, lors des déficits quantitatifs, les plus fréquents, et/ou des déficits

qualitatifs du systéeme phagocytaire, le risque de fongémie est accru.
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Les neutropénies séveres (polynucléaires neutrophiles < 1 G/I) et prolongées (> 15
jours) constituent le principal facteur prédisposant aux infections fongiques. On les rencontre
en particulier au cours du traitement des hémopathies malignes : leucémies aigués, et
principalement leucémies myéloides, et des greffes de moelle osseuse (irradiation,
chimiothérapie, corticothérapie, traitement immunosuppresseur). L’incidence et la gravité des
accidents infectieux sont directement corrélées a I’intensité et a la durée de la neutropénie.
Les mycoses systémiques se situent donc a I’inverse du risque bactérien qui prédomine trés
largement dans la phase initiale de la neutropénie. Cliniquement ce sont les poumons, les
tissus mous, la peau, le périnée et la cavité oropharyngée qui sont le plus souvent atteints dans

un tel contexte [150].

Certaines anomalies qualitatives de la fonction phagocytaire facilitent le
développement des mycoses profondes. Citons par exemple la granulomatose septique
chronique (GSC) qui entraine un défaut de destruction intracellulaire des micro-organismes
catalase positifs dont Candida sp. De telles infections se traduisent par des pneumopathies qui

peuvent s’accompagner de métastases cutanées, osseuses et cérébrales.

La splénectomie, les déficits en immunoglobulines ou en complément, qu’ils soient
congénitaux ou acquis, ne majorent pas le risque de survenue de mycoses profondes. Les
réponses lymphocytaires sont trés difficiles a évaluer compte tenu du fait que les candidoses

invasives surviennent chez des patients dont la réponse immunitaire cellulaire est trés

perturbée.
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Les mycoses systémiques concernent donc essentiellement des patients
immunodéprimés, que I’immunodépression soit acquise, liée au VIH [97] ou iatrogéne
(chimiothérapie, corticothérapie, greffes de moelle osseuse ou d’organes [173]), et
I’hospitalisation prolongée en unité de soins intensifs, médicale ou chirurgicale. Environ 25%
des candidémies surviennent chez des patients hospitalisés en chirurgie, ou elles
. s’accompagnent d’une mortalité élevée (55%) [60]. Si nous regardons plus particuliérement
chez le transplanté d’organe (coeur, poumon, foie, rein) les complications infectieuses
demeurent, aprés le rejet, la principale cause de morbidité (40%) et de mortalité parmi ces
patients, 8 a 40 % développent une infection fongique, et dans la moitié des cas celle-ci
entraine le déces [63]. L’age du patient peut influencer I’espéce en présence et la résistance
thérapeutique [136]. Le diabéte, la nutrition parentérale et la toxicomanie intraveineuse sont

également des facteurs de risque de survenue de mycose profonde [15,112].

En conclusion, les infections fongiques profondes représentent un risque majeur pour
les malades immunodéprimés et débilités. Leur pronostic reste séveére avec une mortalité de
30 a 50 % en cas de candidose profonde, plus élevée chez des patients immunodéprimés (38-

76%) [28,132].
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3.1.3.3 Facteurs favorisants iatrogénes ou extrinséques

Parfois I'infection profonde a Candida est d’origine exogéne : contamination du
nouveau-né durant 1’accouchement, transmission sexuelle, infections par transmission
interhumaine nosocomiale : role ici du manuportage par le personnel soignant ( & partir des
acces vasculaires ou de solutions de perfusion) [47,141] ou du matériel a partir de malades
eux-mémes contaminés. Ces derniers cas sont prépondérants dans les services de soins
intensifs et peuvent devenir épidémiques. Les infections fongiques ont représenté 17 % des
infections nosocomiales acquises en réanimation, détectées au cours de I’étude européenne de
prévalence des infections nosocomiales (EPIC) [171]. Pour la période 1992 a 1997, les
données de 115 hopitaux américains du programme NNIS (National Nosocomial Infections
Surveillance) indiquent que pres de 12% des infections nosocomiales sont d’origine fongique.
Cette étiologie occupe le quatriéme rang des infections contractées en établissements de soins,
précédée par les entérocoques, Staphyloccocus aureus et les staphylocoques a coagulase

négative [111,149].

Méme si globalement les transmissions interhumaines sont rares [65], cette situation
doit étre intégrée par le Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN) de

chaque établissement de soins hospitaliers publics et privés de France [55,58,180].

Ainsi, la présence des Candida a été favorisée par les progrés de I’hygiéne hospitaliére

et de I’antibiothérapie. Désormais, ces levures occupent une position importante en

pathologie.
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3.2 Manifestations cliniques

Les signes cliniques des infections fongiques profondes sont généralement trés peu
spécifiques, se réduisant a une fiévre, parfois atténuée sous corticothérapie, irréguliére,
désarticulée. L’état général s’altére rapidement. La splénomégalie peut faire tardivement
partie du tableau septicémique. Devant ce tableau de fiévre inexpliquée, résistante a

I’antibiothérapie, survenant sur un terrain a risque, 1’étiologie fongique doit étre évoquée.

Les candidoses systémiques, d’origine opportunistes, iatrogénes et/ou nosocomiales;
se présentent sous différentes formes cliniques : [137]
- les formes monoviscérales : candidoses osseuses, méningites, péritonites
- les candidoses disséminées aigués : au moins deux viscéres atteints

- les candidoses disséminées chroniques : synonyme de candidose hépatosplénique

Les éléments a rechercher en faveur d’une candidose systémique sont :

- des métastases cutanées sous la forme de maculo-papules, de nodules
érythémateux dont la biopsie avec culture et histologie affirme 1’étiologie. Chez un patient
neutropénique fébrile, I’apparition de lésions macronodulaires, bien circonscrites, initialement
de quelques millimetres de diamétre, est extrémement évocatrice d’une mycose profonde :
candidose disséminée, aspergillose invasive, fusariose. Ces localisations cutanées peuvent
précéder le diagnostic de mycose profonde par hémocultures ;

- une choriorétinite par un fond d’ceil systématique, des lésions caractéristiques
parfois sans troubles visuels; Iatteinte oculaire est plus fréquente chez le neutropénique ;

- des micro-abcés au niveau du cerveau, dans le cceur et dans le rein ;

- une candidurie d’apparition soudaine avec des douleurs lombaires et une
diminution de la fonction rénale : syndrome présent dans environ la moitié des candidoses
invasives. Une candidurie ne signifie pas toujours qu’il existe une véritable infection urinaire
mais une colonisation le plus souvent. La présence d’urocultures positives répétées peut étre
le reflet d’une candidémie « occulte ». Le fungus ball est une boule fungique qui se développe
dans I’arbre urinaire en cas d’anomalie anatomique (bassinet, vessie) [175] ;

- des douleurs musculaires de myosite infectieuse associée ;

- chez I’héroinomane, un syndrome septicémique peut comporter successivement

I’atteinte cutanée, oculaire et ostéo-articulaire (chondro-costale ou vertébrale).
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Notons que les atteintes osseuses, surtout les vertébres lombaires, sont d’apparition

tardive par rapport a un épisode de candidémie présumé bénin.

Les péritonites comportent: fievre, douleurs abdominales et présence de
polynucléaires neutrophiles dans le liquide d’ascite. Les péritonites sur cathéter de dialyse
péritonéales restent généralement localisées sans franslocation. Les péritonites post-
chirurgicales correspondent souvent a un lachage de sutures intestinales et/ou a un abces
cloisonné dans le péritoine, les métastases viscérales sont fréquentes, le pronostic est mauvais,

une ré-intervention est souvent nécessaire.

En néonatalogie : Prématurité avec un trés petit poids de naissance, présence
prolongée de cathéters intravasculaires et antibiothérapies sont des facteurs majorant le risque
de complications infectieuses. La présence d’une candidose buccale peut orienter le
diagnostic. Les principales manifestations cliniques sont neuroméningées (50%), articulaires
et rénales sur ce terrain. Mais paradoxalement, le pronostic est moins défavorable que chez
’adulte [63]. Notons aussi que certains enfants, en raison d’un rare déficit de I’immunité
cellulaire assez sélectif vis-a-vis de C.albicans, présentent une candidose chronique touchant
les extrémités, les phanéres et le tube digestif (granulomes moniliasiques). Des formes plus

discrétes peuvent s’observer, en particulier chez 1’adulte.

Une forme clinique particuliére est la candidose hépatosplénique. Sa fréquence a
diminué chez les allogreffés de moelle en raison d’une prophylaxie par fluconazole devenue
systématique. La maladie apparait généralement lors de la sortie d’aplasie et se caractérise par
une hépatosplénomégalie fébrile, des douleurs abdominales et des phosphatases alcalines
élevées. Le scanner ou I'LR.M. objectivent de nombreuses lacunes hépatiques et/ou

spléniques correspondant a des abces.

Du point de vue terminologique, ces mycoses doivent maintenant étre désignées par
les termes de candidose invasive (CI) ou de candidose a dissémination hématogéne (CDH) en
remplacement du terme trop vague de candidose systémique. Ces dénominations concernent
les candidémies avec ou sans envahissement d’un ou de plusieurs organes profonds (ceil, rein,

cerveau...)[63].
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Devant les difficultés diagnostiques et I’absence de signes cliniques formellement
évocateurs, I’European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) et le
Mycosis Study Group (MSG) ont réuni un comité pour proposer des critéres diagnostiques
consensuels en 2002 [7]. Ces définitions reposent sur 1’association de critéres cliniques et
microbiologiques avec des facteurs de risque en oncologie. Trois niveaux de probabilité sont

proposés : « prouvée », « probable » et « possible » [14] [Annexes n°3 et 4].
Le diagnostic de candidose disséminée est souvent difficile car les signes et les

symptomes ne sont pas caractéristiques. Souvent, la preuve diagnostique, c’est-a-dire

I’isolement de Candida a partir d’un site normalement stérile, manque ou est trop tardive.
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3.3 Diagnostic biologique

Une mycose invasive, qu’elle survienne chez un malade neutropénique transplanté,
sidéen ou en soins intensifs, présente toujours un caractére de haute gravité et le pronostic est
le plus souvent trés péjoratif.

L’issue favorable dépend de deux types de facteurs :

- la restauration des fonctions de défenses de I’organisme
- la prescription précoce d’une thérapeutique spécifique [63]

Pour cela, le clinicien doit pouvoir s’appuyer sur un diagnostic biologique rapide et
formel. Or le diagnostic précoce de mycose invasive est souvent difficile en raison des
diverses localisations potentielles, de la négativation possible des examens mycologiques par
un traitement antifongique préalable et du manque de spécificité ou de sensibilité des

méthodes indirectes de diagnostic (sérologie).

La valeur des examens de laboratoire est donc essentiellement conditionnée par
’obtention de prélévements biologiques appropriés et la sélection des tests mis en ceuvre.

Actuellement le diagnostic des candidoses invasives repose essentiellement sur les
hémocultures. La détection d’antigénes fongiques (mannane) éventuellement couplée a la
recherche d’anticorps est un outil diagnostic intéressant dans certaines situations cliniques.
Comme pour tout micro-organisme, le classique diagnostic biologique reposant sur un

examen direct suivi d’une culture en vue d’identification de I’agent en présence, a sa place ici.

3.3.1 Diagnostic biologique sur prélévements non sanguins :

3.3.1.1 Les prélévements : sites et modalités

La nature des prélévements a effectuer est guidée par le « terrain » sous-jacent.

Le prélévement est une étape capitale car de sa qualité dépend la fiabilité des résultats.
La technique de prélévement doit étre adaptée au site a prélever. Les lésions suintantes, les
muqueuses et les orifices naturels seront prélevés a 1’aide de deux écouvillons minimum, en

frottant énergiquement.
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Le liquide céphalorachidien (LCR), les liquides divers, les pus, les secrétions
bronchiques, les selles seront recueillis dans des récipients stériles. En cas de suspicion de
mycose systémique, il faut penser a réaliser des urocultures car la levure est concentrée dans
les urines ou sa présence est le témoin d’un passage systémique. Chez les malades
chirurgicaux, les prélévements concernent, selon les cas : liquide de drainage abdominal ou
biliaire, liquide d’ascite, pus, péritoine, médiastin. Citons aussi les expectorations, les

broncho-aspirations, les liquides de lavage broncho-alvéolaire.

Les fragments organiques seront découpés en petits morceaux et mis dans un pot
stérile, en prenant soin de fixer dans du liquide de boin, un de ces morceaux qui servira pour
I’examen anatomopathologique.

Le matériel biologique ou prothétique (prothése vasculaire, valve cardiaque, stérilet),
les extrémités de cathéters ou de sondes, seront déposés dans un pot stérile afin d’étre
rapidement acheminés au laboratoire. Ils seront alors agités vigoureusement avec quelques

millilitres d’eau physiologique pour en décoller le biofilm ; ce liquide étant alors ensemencé.

Cas particulier des ponctions biopsiques

Toute Iésion accessible a la ponction ou a la biopsie avec culture et histologie doit étre
prise en considération mais il existe souvent des contre-indications a ces explorations
agressives (thrombopénies). La biopsie hépatique montre inconstamment de rares levures a
I’examen direct ; la culture de la biopsie est trés souvent négative.

Le prélevement aprés désinfection a I’alcool, doit porter sur un gros fragment de
nodule cutané qui est partagé en 2. Un morceau est fixé dans un flacon destiné a 1’anatomie
pathologique; le second est placé dans un flacon stérile avec quelques gouttes de sérum

physiologique stérile pour I’examen mycologique.

Au laboratoire de mycologie, le prélévement est recoupé pour obtenir au moins une
dizaine de petits morceaux que I’on ensemence sur les pentes ou boites gélosées en points
bien séparés. La lame de bistouri, ayant servi au découpage, recouverte de sérosité, permet de

réaliser des frottis pour I’examen direct.
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3.3.1.2 L’examen direct

Son réle est crucial car il peut rester parfois le seul argument biologique.

[.’examen direct est réalisé immédiatement.

En cas de positivité, il oriente le diagnostic en fonction des éléments observés et fait
suspecter ou confirme la pathogénicité du champignon qui sera isolé. En effet, I’examen
direct est primordial car la mise en évidence d’éléments fongiques (levures ou filaments) au
sein d’un prélévement profond et normalement stérile, affirme le diagnostic d’un foyer

candidosique profond pouvant disséminer en une candidémie.

[’examen direct, effectué entre lame et lamelle et a 1’état frais, se fait soit directement
sur un prélévement liquide, soit avec une goutte d’un liquide de montage ou un agent
clarifiant : le noir chlorazol qui conjugue a la fois 1’éclaircissement et la coloration (coloration
sélective de la chitine qui ressort en vert olive sur un fond cellulaire incolore ou gris). Les
échantillons de liquide biologiques peuvent étre concentrés par centrifugation de 10 minutes a
1500G. Les expectorations sont en général observées directement ou aprés un court traitement

fluidifiant a I’ Acétylcystéine. Les échantillons de selles moulées sont dilacérés dans de I’eau

distillée stérile.

La coloration de frottis, d’apposition ou de spot de cytocentrifugation est utilisable
pour les fragments organiques, les pus, les expectorations, les écouvillonages et les culots de
concentration liquidienne. Aprés avoir été fixés, les frottis sont colorés avec les techniques
suivantes : coloration de May-Griinwald-Giemsa, la coloration de Gram (tous les
champignons sont gram+ : le cytoplasme des éléments fongiques est coloré en violet et la
paroi reste blanche), colorations mycologiques (Noir chlorazol et bleu de lactophénol) et les

colorations usuelles d’anatomopathologie.
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Les levures se distinguent nettement des bactéries par leur taille plus importante et leur
forme. La présence d’éléments bourgeonnants de 1 a 10 pm, ovales ou ronds, a paroi mince,
non capsulés, accompagnés ou non de filaments mycéliens de longueur variable permet de
suspecter ou de diagnostiquer la présence de levures du genre Candida. Le diagnostic
différentiel doit ici étre fait avec les Cryptococcus (levure encapsulée), des spores
unicellulaires de champignons filamenteux, des cryptosporidies dans les selles pouvant
simuler I’aspect de levures (formes bourgeonnantes toujours absentes dans ce cas), et avec des
hématies collées par 2 ou en début de lyse, et il faut étre str d’observer de vrais éléments

bourgeonnants (avec un contenu cellulaire).

Cependant 1’absence d’élément fongique visible a I’examen direct ne signifie pas
nécessairement 1’absence de champignons. En effet, il faut que I’échantillon contienne au

minimum 10* a 10° éléments / ml pour que le champignon puisse étre détecté [116].
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3.3.2. Hémocultures

Le diagnostic d’une candidose invasive repose essentiellement sur deux types
d’éléments : la visualisation du champignon dans des prélévements biopsiques
(blastospores/pseudomycélium) et la mise en évidence de la dissémination hématogeéne des
levures par hémoculture. Tous les autres prélévements (crachats broncho-alvéolaires, urines,
drains chirurgicaux...) s’ils sont positifs, ne sont que les témoins d’une colonisation mais pas

forcément d’une invasion.

L’ensemencement d’un flacon d’hémoculture nécessite une ponction veineuse
périphérique introduisant une quantité de sang standardisée par le vide du flacon. Cette
technique peut donc étre qualifiée de non invasive.

L hémoculture a largement bénéficié de I’amélioration des milieux et des systemes de
détection des agents infectieux dans le sang circulant. Les premiéres techniques consistaient
en une lyse-centrifugation, devenue désuette depuis I’apparition d’automates. Toutefois, un
probléme majeur persiste avec ces derniers : la faible sensibilité des hémocultures (40 a 60%
selon les études) lors de candidoses disséminées ou invasives, méme si leur spécificité proche

de 100% permet aisément un diagnostic de certitude.

Parmi les automates a hémoculture deux d’entre eux semblent les plus performants : le
BACTEC 9240 de Beckton Dickinson Diagnostic Systems” et le BacT/Alert de Biomérieux”
[117,118].

En 1999, Reisner et al. ont mené une étude sur le Bactec 9240 qui a démontré que si
I’on détectait la plupart des bactéries importantes en pathologie humaine en 4 jours, il fallait
patienter 6 jours pour déceler les levures de méme importance clinique [146]. Ces résultats
étaient donc semblables a ceux déja décrits en 1992 pour le systéme BacT/Alert [66].

En 2003, Horvath et al. ont mené une étude qui a retrouvée une sensibilité de 59% sur
BACTEC 9240, aprés correction par subculture [73]. Leurs résultats démontraient que le
temps de détection moyen des levures était de 24 heures en flacon aérobie et plus long en
anacrobiose ; des flacons se positivant jusqu’au ghae jour. Paradoxalement Candida glabrata
était détecté en 24 heures environ en milieu anaérobie contre 6 jours en aérobiose. L oubli de
prélévement du flacon anaérobie expose donc au diagnostic tardif de fongémie a C. glabrata

voire a une absence de diagnostic [151].
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Toujours en 2003, cette méme équipe texane [74] a repris son principe de simulation
de candidémie par inoculum, pour mener une étude comparative entre le BACTEC 9240 et le
BacT/Alert. Trés globalement, bien que la technologie de détection du BacT/Alert soit
supérieure a celle du BACTEC 9240, les deux automates avaient des temps et des sensibilités
de détection voisins pour les flacons aérobies et anaérobies. Toutefois, méme si les flacons
spécifiques pour la détection mycologique donnent I’avantage au BACTEC 9240, C. glabrata

nécessite toujours un temps de détection supérieur aux autres especes.

Du point de vue technique, les hémocultures bénéficiant d’une lecture automatisée ne
présentent pas de lourdeur particuliére dans leur mise en ceuvre (lecture d’émission de
fluorescence indiquant la quantité et le taux de CO, produit, reflet de la croissance
microbiologique). En cas de sélection positive par I’automate, un examen direct devra étre
immédiatement entrepris sur ce flacon, afin d’orienter le clinicien. A ce stade il n’est pas
possible de diagnostiquer une association de levures, seule une association levure-bactérie est
accessible a la coloration de GRAM.

Bien que de faible sensibilité vis-a-vis des levures, I’hémoculture est cependant un

examen de valeur diagnostic des candidoses invasives.

Les vastes études réalisées au cours de ces derniéres années montrent qu’il faut tenir
compte :

- de la positivité de I"hémoculture méme si une seule est positive (c’est le cas

du tiers des maladies avec candidose invasive), le pronostic n’étant pas

significativement différent de celui des malades qui ont eu plusieurs

hémocultures positives. Dans les deux groupes, la mortalité est proche de 50%.

- de toute levure présente dans une hémoculture, quelle que soit I’espéce en
cause : 49% des candidémies sont dues, en cancérologie, a des Candida non-
albicans et leur pronostic est tout aussi défavorable que celui des fongémies a

C. albicans, comme nous I’avons vu précédemment [151].
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En résumé, nous pouvons donc dire qu’autrefois, les hémocultures étaient considérées
comme le reflet d’une simple fongémie (trois hémocultures successives a 24 heures
d’intervalle étaient nécessaires pour justifier la mise en ceuvre d’un traitement) ; alors que
depuis le début des années 90, la nécessité de traiter face a une seule hémoculture positive est
maintenant bien établie. Cependant les hémocultures se positivent dans un délai de 24 heures
a une semaine et manquent de sensibilité (50 %) [146]. Puis I"identification d’espéce requiert

ensuite au minimum 24 heures supplémentaires [72] voire plus selon la méthode utilisée.

En conclusion, méme si une seule hémoculture positive suffit pour porter le
diagnostic, tous ces motifs font que ce type de technique diagnostique ne peut étre considérée
comme un véritable « gold standard » du diagnostic de candidose invasive (CI) ou de

candidose a dissémination hématogéne (CDH).

3.3.3 Les cultures

3.3.3.1 Les milieux de culture

Les cultures sont indispensables pour pouvoir isoler et identifier le champignon et

éventuellement tester sa sensibilité aux antifongiques.

Il faut préférer la boite de Pétri au tube, car elle a I’avantage de présenter une surface
ensemencée plus importante. Ceci permet un bon isolement des colonies et une meilleure

visualisation des associations et des bactéries.
Le milieu de Sabouraud-chloramphénicol et/ou gentamycine est le milieu classique qui

permet d’isoler la totalité¢ des levures. Il ne faut pas utiliser de milieux contenant de

I’actidione qui inhibe la croissance de certaines levures.
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3.3.3.2 Ensemencement

Les boites sont ensemencées de fagon stérile, en déposant le prélévement au bord de la
boite et en isolant parfaitement par épuisement, en réalisant un maximum de cadrans. Les
écouvillons sont déchargés par rotation sur un rayon ou dans un cadran, puis I’isolement est
repris en cadran. Les fragments organiques, les biopsies et les produits de curetage sont soit
frottés directement, soit broyés dans du sérum physiologique. Quelques gouttes du liquide
surnageant sont alors ensemencées. Les fragments de cathéters et les embouts d’appareillages,
seront agités vigoureusement, pendant 2 a 3 minutes, avec quelques gouttes d’eau
physiologique stérile. Puis ces derniéres seront prélevées a la pipette, pour ensemencement.
Pour les prélévements liquides, il faut déposer le culot ou quelques gouttes du liquide lui-

méme.

3.3.3.3 Incubation

La température d’incubation généralement choisie est de 30°C. La durée d’incubation
est d’environ 2 a 3 jours. Toutefois pour les préléevements profonds il est recommandé

d’attendre jusqu’a une semaine : Candida glabrata pouvant n’apparaitre qu’au 5™ jour.

3.3.3.4 Lecture

La lecture s’effectue aprés 24 heures puis 48 heures et éventuellement encore a cing
jours.

Dans le cas des levures comme Candida, il est important d’évaluer le nombre de
colonies. Un comptage exprimé en nombre de CFU/mL serait plus précis mais sa
reproductibilité impose une standardisation au minimum au sein méme du laboratoire. Ceci
est possible pour les urines, ensemencées au « rateau » de 100 pL ou a I’6se de 10 pL, mais
est beaucoup plus difficile pour les crachats ou les selles par exemple. « Chez un patient &
risque » le plus important peut étre de suivre I’évolution de la colonisation. Cette surveillance
hebdomadaire couplée aux facteurs de risque d’infection fongique rentre dans le calcul de

I'index de Pittet, score au-dela duquel un traitement précoce par fluconazole est instauré

[29,139,140].
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3.3.3.5. Identification

Les caractéres utilisés pour I’identification des Candida sont trés nombreux. Dans la
pratique courante au laboratoire, I’identification des levures est basée sur la détermination de
caractéres morphologiques, physiologiques, structuraux (biochimiques) ou immunologiques
(identification a 1’aide d’anticorps monoclonaux avec un test d’agglutination). Classiquement,
’identification de C. albicans est basée sur la filamentation en sérum en 3 a 4 heures
d’incubation a 37°C (test de blastése ou de Tshadjian). De maniere plus standardisée, le
biologiste peut disposer d’autres possibilités d’identification que les seuls caractéres
structuraux et morphologiques étudiés sur milieu Rice Agar Tween (RAT) ou milieu au

Tétrazolium : milieux chromogenes, test d’agglutination et mini galerie d’identification [122].

Il existe des milieux d’isolement chromogeénes (utilisables en primo-culture) avec
détection sélective de C.albicans : Candiselect” (Biorad), Candida ID*/ID2% (Biomérieux).
Sur ces milieux les colonies de C .albicans sont colorées en bleu turquoise a vert-gazon
[5,50.51]. Un milieu chromogeéne encore plus performant a été développé par Becton
Dickinson : BD CHROMagar Candida®. Ce milieu colore différemment les quatre espéces de
Candida les plus fréquemment incriminées : Candida albicans (colonie grasse et vert clair a
vert-gazon),C. tropicalis (colonie +/- séche et bleu turquoise), C. krusei (séche et vieux rose)
et enfin C. glabrata (grasse et rose fuchsia). Ainsi ce dernier milieu présente de nombreux
avantages par rapport a ses concurrents : excellente performance comme milieu d’isolement
sélectif, détection facile de cultures mixtes de levures, précision supérieure pour
I’identification de C. albicans et couleur spécifique des quatre espéces sus-citées a partir de la
24°™ heure d’incubation [185]. [annexe n°5]

Citons également deux milieux de culture spécifiques d’espéce : Krusei-color™ et

Glabrata RTT® (Fumouze Diagnostics) qui permettent une identification rapide. [182].

Le test d’agglutination des antigénes pariétaux : le test Bichro-latex Albicans
(Fumouze) permet I'identification de C. albicans en 5 minutes a partir de colonie de primo-
culture. Ce test est d’'une grande sensibilit¢é mais ne permet pas de diagnostiquer une

association.
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Il existe, sur le marché du diagnostic in vitro, des mini galeries d’identification :
Auxacolor” et Fongiscreen®4H (Biorad, Marnes la Coquette, France); cette derniére permet
d’identifier en quatre heures 4 espéces (Candida. albicans, C. tropicalis, C. glabrata et

Cryptococcus neoformans) par détection d’activités enzymatiques.

Si les primo-cultures précédentes n’ont pas abouti, il faudra alors réaliser des galeries
d’identification basées sur les caractéres biochimiques distincts de chaque espéce. La société
Biomérieux commercialise deux types de galerie : ID32C et Api20C moins performante, car
ne permettant pas la distinction entre les Candida albicans et dubliniensis (plus fréquent chez
le sidéen) [103,169].

Notons également Rapid Yeast Plus System (Remel, Innovative diagnostic Systems,
Norcross, Ga.) et toujours chez Biomérieux” Vitek YBC system et Vitek 2 ID-YST system,

plus rapide que la classique galerie API32C [44,115,138].

Ces galeries d’identification, ensemencées a partir des colonies de primo-culture,
nécessitent donc 96 a 120 heures de délai entre le prélévement et le rendu de résultat ; alors
qu’il n’est que de 24 a 48 heures en utilisant BD CHROMagar Candida® comme premier

milieu de culture.

Le but principal de ces galeries est donc I’identification de Candida dans un site
stérile. Trés souvent, avec des prélévements non sanguins, il est difficile de trancher entre
colonisation ou réel marqueur de dissémination fongique et donc de conclure en faveur d’une

véritable invasion fongique.
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3.3.4 Index de colonisation de Pittet

La relation entre le nombre de sites colonisés et le risque de candidémie est
indiscutable : la probabilité de candidémie passe de 5% si un seul site est colonisé a 22% si
plusieurs sites le sont [140]. Pittet et al. ont défini un «index de colonisation » (IC) en
rapportant le nombre de sites colonisés a Candida sp. au nombre de sites distincts prélevés
[139]. Un IC supérieur a 0,5 est associé¢ a un risque trés significatif de voir se développer une
candidose séveére (sensibilité : 100%, spécificité : 69%). Chez les patients simplement
colonisés, I’IC moyen est 0,47 et la mortalité est de 11% alors qu’en cas de candidose
systémique, I'IC moyen est de 0,7 et la mortalité atteint 55%. Pourtant, une enquéte
transversale menée en 2001 dans 704 unités de soins intensifs frangais, par Dupont et al. a
montré qu’un tel index n’était appliqué que dans une minorité de service CHU (14%), CHG
(10%) ou établissement privé (8%) [36].

Par la suite, Chabasse a démontré qu’il existe une corrélation significative (p=0,003)
entre une candidurie importante, supérieure a 10" CFU/ml et un index de colonisation de
Pittet élevé (nombre de sites positifs/nombres de sites prélevés >0,5). La quantification de la
candidurie pourrait ainsi permettre de sélectionner les patients a haut risque d’infection

disséminée a Candida [20,139].

Le plus souvent les prélévements non sanguins, guidés par des points d’appel
cliniques, ne sont donc que des éléments d’orientation et de diagnostics supplémentaires mais

ils peuvent étre utilisés pour affirmer ’origine de la candidémie (extrémité d’un cathéter

central par exemple).
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3.3.5 Diagnostic sérologique

La faible sensibilité¢ des hémocultures a favorisé le développement de nouveaux tests

diagnostiques. Ceux-ci s’appuient sur la recherche d’antigéne et / ou d’anticorps.

3.3.5.1 Détection d’antigéne candidosique dans le sang circulant

Un test commercial d’agglutination sur latex, le Cand-Tec (Eurobio, Les Ulis, France),
utilise des antigénes non définis, ce qui en fait un test certes sensible mais nettement moins
spécifique que la recherche immuno-enzymatique de mannane pour le diagnostic de
candidose invasive [101].

Un autre test s’appuie sur I’agglutination de particules de latex : le Pastorex” Candida
(Biorad, Marnes la Coquette, France). Sa sensibilité théorique est de I’ordre de 5 ng de
mannane / ml de sérum [notice fabricant]. Ce test bien que tres spécifique est peu sensible. Ce
défaut est dii au format (latex) et surtout a la clairance rapide des antigénes dans le sang
majorée par la présence d’anticorps spécifiques. En effet les résidus mannanes sont trés
rapidement métabolisés. L’antigénémie détectée est donc transitoire, ce qui nécessite la
répétition du test, chez un méme patient, pour en améliorer la sensibilité [69,76].

Ce méme anticorps monoclonal a servi au développement d’un nouveau test immuno-
enzymatique donc standardisé : le Platelia® Candida Ag (Biorad®, Marnes la Coquette,
France). La sensibilité théorique passe a 0,5 ng de mannane /ml de sérum [notice fabricant].
Ce test conserve la spécificité (98%) tout en améliorant la sensibilité. Cette derniére passe
ainsi de 20 a 40% mais laisse encore beaucoup de faux négatifs, le facteur limitatif résidant
toujours dans le caractére fugace de ’antigénémie [158].

Des chercheurs japonais ont développé une technique de détection de B-1,3-D-glucane
non commercialisée en France (Fungitec G-test”). Mais le glucane est présent aussi bien dans
les levures (Candida) que dans les champignons filamenteux (Aspergillus) ; une utilisation
couplée a celle du galactomannane sera sans doute évaluée a I’avenir afin de mieux définir
’intérét et la place d’une telle détection [119,121].

Enfin de nombreux travaux ont été consacrés a la détection de protéines et de
métabolites mais sans suite effective dans notre pays. Citons par exemple les tests ciblés sur

I’énolase qui n’ont pas été commercialisés en France [177].
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3.3.5.2 Détection d’anticorps anti-candidosiques dans le sang circulant

Des tests de détection d’anticorps pour le diagnostic de candidoses ont été développés
dans les années 70. Ces tests sérologiques ont un intérét limité du fait d’une part de la faible
réponse anticorps des patients immunodéprimés par ailleurs souvent transfusés, et d’autre part
de la difficile distinction entre infection et colonisation. [128] Cette derniére notion impose
que la méthode se fixe un seuil de positivité qui soit le meilleur compromis
sensibilité/spécificité. Des titres trés élevés, jamais observés chez les sujets colonisés,
témoignent alors de I’existence d’un foyer fongique. Enfin puisque la colonisation est un
facteur de risque, la détection d’anticorps, dont le taux refléte I’intensité de la colonisation, est

facile a intégrer dans une surveillance mycologique réguliére [166].

Ces notions de colonisation et de cinétique ont amené la firme BioRad®” a développer
un test immuno-enzymatique (double sandwich) détectant les anticorps anti-mannane : le
Platelia® Candida Ac dont 1’épitope EB-CA1 reconnait les 5 espéces les plus incriminées
dans les candidoses invasives (C. albicans, C parapsilosis, C tropicalis, C. glabrata et C.
krusei). Avec un seuil fixé arbitrairement a 10 UI, la spécificité est de 80% tandis que la

sensibilité n’est que de 50% [183].

Ainsi en 2004, la recherche d’anticorps ne peut étre généralisée pour le diagnostic

d’infection fongique invasive.
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3.3.5.3 Détection conjointe des antigénes et des anticorps candidosiques

En 1999, une équipe lilloise [155] a démontré que la combinaison des deux tests
Platelia® Candida Ag et Ac, donnait une sensibilité cumulée de 80% avec 93% de spécificité
et des valeurs prédictives positive et négative de respectivement 78 et 95%. La combinaison
de ces deux tests est donc utile pour le diagnostic des candidoses invasives. Les résultats de
cette étude suggéraient également que la clairance des antigénes est accélérée par la formation

d’immun-complexes et que d’autre part, les résidus mannanes détectés auraient une action

inhibitrice sur la synthése des anticorps [158].

Globalement les délais moyens d’apparition des antigénes (4,7 a 6,2 jours) et des
anticorps (7,3 jours) sont antérieurs a une hémoculture [43,158]. Plus récemment, cette méme
équipe a démontré que I’apparition d’anticorps avec la disparition d’antigéne serait évocatrice
d’une candidose tissulaire et que ces techniques auraient également leur place chez les
patients neutropéniques [156,157].

Un suivi rapproché de type monitoring sérologique semble donc indispensable, des
résultats sur des sérums isolés n’ayant que peu de signification. Ainsi il a pu étre démontré
qu’une surveillance réguliére et ciblée chez les patients a risque utilisant les tests Platelia

Candida permettrait d’initier une thérapeutique antifongique plus précocement [184].
Cependant, compte tenu de la lente cinétique des anticorps, ces méthodes sérologiques

ne peuvent constituer un élément prépondérant dans la prise de décision pour les indications

précoces et le maintien de thérapeutiques adaptées [114].
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3.3.6 Tests de sensibilité aux antifongiques [32,33,124],

Depuis les 20 derniéres années, 1’augmentation croissante des mycoses profondes
opportunistes nécessite 1’utilisation plus fréquente des antifongiques existants. Cette évolution
de l’antifongithérapie s’est accompagnée naturellement de la mise en ceuvre de tests de
sensibilité in vitro. A I’inverse de I’antibiogramme, I’antifongigramme a une valeur discutable
en raison de I’absence de corrélation significative entre les résultats in vitro et ’efficacité in
vivo.

Toutefois, dans certaines indications cliniques ces tests peuvent étre justifiés :

- I’élargissement de D’arsenal antifongique avec I’apparition de triazolés
remettant en cause I’indication premiére d” amphotéricine B
- I’existence de résistances aux azolés de certaines souches de Candida

notamment non-albicans (glabrata et lusitaniae en téte)

Ces tests de sensibilités in vitro sont limités par diverses difficultés portant sur
I’antifongique lui-méme, les conditions opératoires et le stade selon lequel le Candida est
testé. Toutes ces variations génent la reproductibilité des résultats et donc la standardisation
de la technique.

C’est pourquoi depuis 1990, les travaux du NCCLS ont permis de définir une
technique de référence. Cette méthode standardisée de CMI par macrodilution en milieu
liquide, proposée en 1994, a montré une corrélation interlaboratoire optimale sous certaines

conditions de réalisation.

Parallélement, il existe différentes techniques d’antifongigramme commercialisées :

- la méthode des disques: comparable a I’antibiogramme, [’antifongique
diffuse dans la gélose créant une zone d’inhibition de croissance autour du disque. En
fonction du diamétre de cette derniére, les souches sont classées en sensibles, résistantes ou
intermédiaires.

- la méthode par dilution: soit en milieu solide avec une gamme de
concentration incorporée dans la gélose, soit beaucoup plus utilisée en milieu semi-solide. Ces
galeries possédent en général plusieurs puits avec deux concentrations critiques différentes

d’un méme antifongique. Citons pour exemple: ATB Fungus®2 (Biomérieux”™, Marcy
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I’Etoile, France) et Fungitest® (Biorad®, Marnes la Coquette, France) dont les panels
comprennent: la 5-fluorocytosine, I’amphotéricine B, I’itraconazole, le fluconazole plus le
miconazole et le kétoconazole pour le Fungitest”. Cette méthode est rapide et reproductible.
Toutefois elle ne permet pas de tester le voriconazole (triazolé de derniére génération) et la
récente caspofungine.

- la méthode par dilution-diffusion: méthode basée sur [’utilisation de
bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel prédéfini de I’antifongique a étudier sur une
face et une échelle de lecture sur I’autre face.

Cette méthode Etest® (AB Biodisck) réalisable en routine, est la seule a étre
actuellement corrélée a la méthode de référence NCCLS. Elle permet de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour Candida sp. de I’amphotéricine B, du

fluconazole, de I’itraconazole, du kétoconazole et de la 5-fluorocytosine [27].

En conclusion, il convient d’avoir une attitude critique sur [|’indication de
Pantifongigramme qui ne doit absolument pas étre considérée comme un examen
systématique d’une infection a Candida sp. 11 doit étre réservé aux souches isolées de
prélévement profonds ou sanguins ou chez des patients immuno-compromis, ou bien encore

en cas de récidive.
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3.4 Traitements des candidémies [98,167]

3.4.1 Indications

La décision d’instaurer une thérapeutique antifongique consiste en premier lieu a
préciser quand il faut traiter et notamment quand un prélévement positif & Candida sp. ne
correspond pas a une infection évolutive mais a une simple colonisation.

A Topposé, le retard au traitement antifongique, chez des patients en état septique
sévere de candidémie, est associé a un pronostic péjoratif [49,148,160]. Ainsi tout diagnostic

de candidose invasive impose de débuter sans tarder un traitement anti-infectieux adapté.

3.4.2 Antifongiques

Le panel des antifongiques utilisables pour le traitement des candidoses a
dissémination hématogéne s’est récemment agrandi. Il devrait encore s’enrichir dans un
proche avenir, de nouvelles molécules a activit¢ antifongique étant en cours de
développement par [’industrie pharmaceutique (le ravuconazole, le posaconazole, la

micafungine et I’anidulafungine).

Quatre familles d’antifongiques sont actuellement disponibles : les polyénes, la

flucytosine, les azolés et les échinocandines [33,39,129].

3.4.2.1 L’amphotéricine B et ses dérivés lipidiques (liposomes, dispersion

colloidale ou complexe phospholipidique) [127] :

- L’amphotéricine B désoxycholate (Fungizone®) est un polyéne, administrable
uniquement par voie veineuse, son absorption digestive étant quasiment nulle. Elle présente
un spectre trés large d’activité contre les levures a I’exception de Candida lusitaniae et
guilliermondii qui ont été décrites comme résistante in vitro. Les effets indésirables sont
nombreux : 'AmB provoque des réactions d'intolérance générale immédiate trés désagréables
pour le patient (fievre, frissons, vertiges, malaise général...), des troubles métaboliques, mais

surtout une néphrotoxicité importante qui conduit rapidement 4 I'insuffisance rénale.
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® n'est quasiment plus utilisée aujourd'hui dans

Pour toutes ces raisons, la Fungizone
cette formulation mais remplacée par les nouvelles formulations mises sur le marché. Ces
nouvelles formes présentent un réel avantage car elles sont moins toxiques, mais elles ont un

colit jusqu’a 100 fois plus élevé que celui de la Fungizone® [28,172].

- Ambisome® : cest une forme liposomale d'AmB. Cette nouvelle formulation
présente l'avantage d'une meilleure tolérance immédiate, et surtout une plus faible toxicité
rénale (comme les deux autres formes existantes citées ensuite). Ce produit est indiqué dans le
traitement des mycoses systémiques chez I’adulte et chez I’enfant ayant développé une
insuffisance rénale sous AmB ou en cas d’altération pré-existante et persistante de la fonction
rénale. Il est également indiqué dans le traitement empirique des infections fongiques

présumées chez les patients neutropéniques et fébriles [1].

- Abelcet® : il posséde une toute autre conformation lipidique; il est constitué de

. . . . A . m
rubans et non de liposomes. Ses indications sont les mémes que pour Ambisome .

- Amphocil® : C'est une forme de dispersion colloidale d'AmB. Elle présente des

propriétés équivalentes a I'Abelcet™; cette spécialité n'est pas disponible en France.

3.4.2.2 La flucytosine (Ancotil®) (5-FC) [168]

Cet antifongique a spectre large bloque la synthése protéique des levures. Non liés aux
protéines plasmatiques, il présente une excellente diffusion tissulaire, y compris dans le
liquide céphalorachidien. Son association est synergique avec I’amphotéricine B. Il est
possible de surveiller ses taux sériques. De nombreux échecs par émergence de résistance
contre-indiquent son utilisation en monothérapie. Sa toxicité hépatique et surtout médullaire
limite son indication a certaines infections particuliéres notamment par leur localisation

(systéme nerveux central, yeux, valves cardiaques).
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3.4.2.3 Les azolés

- Le kétoconazole (Nizoral®) : il présente une faible toxicité mais sa biodisponibilité
dépendante de I’acidité gastrique le contre-indique pour le traitement des infections fongiques

séveres a Candida sp.

- Les triazolés

[Is inhibent le cytochrome P4s0 du champignon, bloquant ainsi la synthése de
l'ergostérol, composant essentiel de la paroi fongique. Leur spectre d’activité est plus étroit
que celui des polyénes.

* Le fluconazole (Triflucan ®) présente une excellente biodisponibilité par
voie orale et sa diffusion tissulaire est bonne y compris dans le systéme nerveux central. Son
spectre d’efficacité est étroit mais le rend actif sur Candida sp. a I’exception de C. krusei et de
C. glabrata pour lequel son activité est dose-dépendante [175]. Son excellente tolérance (trés
peu d’effets indésirables), son peu d’interactions médicamenteuses et la présence de deux
formes galéniques (orale et intraveineuse) expliquent sa large prescription pour le traitement

des candidoses.

* L’itraconazole (Sporanox®), de part son spectre d’activité plus large que
celui du fluconazole, cette molécule est indiquée dans le traitement des mycoses systémiques
ou viscérales notamment les candidoses sévéres, de I'immunodéprimé, éventuellement en
relais de 'AmB [170]. Sa biodisponibilité per os est variable et justifie la réalisation de

dosages sériques pour valider sa posologie dans cette indication. [134].

* Le voriconazole (Vfend®™) est un dérivé triazolé de derniére génération et
d’efficacité thérapeutique supérieure avec un spectre d’activité plus large notamment sur C.
glabrata et C. krusei [82,126]. Il présente une meilleure réponse clinique et une meilleure
tolérance que le fluconazole, hormis quelques troubles transitoires de la vision de couleurs
[14,68]. L'existence d'une forme orale permet un relais chez le patient convalescent. Signalons
qu’il n'existe pas de relation entre la concentration plasmatique du produit et son efficacité.

Son AMM comprend les infections graves a Candida sp. résistants au fluconazole [2].

57



3.4.2.4 Les échinocandines

Nouvelle classe d’antifongiques, elles inhibent sélectivement la synthése du béta-1,3-

glycane de la paroi fongique aboutissant a une instabilité osmotique et a la mort cellulaire.

La caspofungine (Cancidas% présente un spectre d’activité trés large sur I’ensemble
des levures. Elle semble méme aussi active lorsque les Candida sont incluses dans un biofilm
[94]. Sa tolérance est excellente et seule la voie veineuse est disponible. Son efficacité dans le
traitement des candidémies est documentée [125]. Ces données la positionnent en traitement
de premiére intention pour le traitement des candidoses systémiques en particulier lorsqu’un
Candida non albicans est suspecté ou documenté. Il en est de méme lorsque le patient a regu

au préalable un traitement ou une prophylaxie par un triazolé [3].

V. d’administration Principaux effets indésirables Surveillance
Posologie biologique
v A S P
Fungizone® 0,6 4 1 mg/kgj .Hyp?fl_callemle: h)l/pomagnescmlc, Cl‘e?.ﬂmfnemle
amphotéricine B en perf. de 4 4 6 heures HSUASAnee renalo Kali¢mie
désoxycholatc (AmB) Fievre, frissons lors de I’injection +/- NFS plag.
Cytopénie
Ambisome® AmB 1Y i _ R
liposomale (;rln.p) 3 a 5 mg/kg/jour e CO'“P]"’{“'OQS quela Crefltm!nemle
Abelcet® AmB lipid Fungizone® mais fréquence moindre. | Kaliémie
complex Tolérance supérieure pour
(ABLC) I’ Ambisome®
IV/PO Troubles digestifs, hématologiques et NES
Ancotil® flucytosine 100 2 200 mg/j | hépatiques dose-dépendants
en 4 fois plaquettes
Créatininémie
IV/PO Insuffisance ASAT, ALAT
Sporanox®* >
sk 2002400 | Troubles cardiaque
mg/jour digestifs, congestive
Triflucan® fuconazole Iv/PO cytolyse ASAT, ALAT
6al2 hépatique,
mg/kg/jour cholestase,
Vfend®* voriconazole IV/PO ;nglféljes " Troubles visuels | ASAT, ALAT
m;/l?g}jzour cutandes réversibles
: v
Cancidas®
caspofungine 70 mg J1, 50 Peu fréquents et bénins
mg/j

*Relais oral précoce recommandé chez I'insuffisant rénal

58




3.4.3 Stratégie thérapeutique [27]
3.4.3.1 Choix du traitement curatif

3.4.3.1.1 Selon le genre et ’espéce

- Apres isolement d’une levure et avant identification de I’espece
L’augmentation de I’incidence des Candida sp. de sensibilité diminuée ou résistants
aux azolés, une neutropénie, une insuffisance rénale et les médicaments co-prescrits

(néphrotoxicité, interactions) interviennent dans les choix.

- Aprées identification de I’espéce de Candida sp.

Selon le spectre d’activité :

Fungizone® | Ancotil® | Triflucan® | Sporanox® | Vfend® | Cancidas®
C. albicans S S/R S S S S
C. glabrata S/ S SDD/R SDD/R S/? S
C. parapsilosis S S S S S S/?
C. tropicalis S S S/SDD S S S
C. krusei S/ I/R R SDD/R S S
C. lusitaniae S/R S S S S S

S : sensible ; SDD : sensibilité dose-dépendante ; I : intermédiaire ; R : résistant
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3.4.3.1.2 Selon les localisations

- Candidémie
La durée de traitement est de 2 semaines aprés la derniére hémoculture positive et la
disparition des symptomes ou au moins 7 jours apres la correction de la neutropénie.
Le retrait du cathéter intravasculaire est recommandé.

Il n’y a pas de données suffisantes pour recommander actuellement une association
d’antifongiques pour le traitement des candidoses invasives. Les conférences d’experts
proposent donc une monothérapie pour le traitement de ces infections [83,129]. Ainsi la
capsofungine et I’amphotéricine B ont une activité démontrée pour le traitement des
candidoses graves. Le fluconazole pourrait étre administré dans les infections fongiques sans
signes de sepsis grave du fait de son spectre plus étroit ou en relais pour la suite du traitement,
une fois I’identification précise de la levure obtenue. La prescription d’une association peut,
néanmoins, se discuter dans certaines situations cliniques difficiles comme les candidoses
hépatospléniques, les endocardites ou les méningites a levures et les rechutes ou les échecs
d’un premier traitement antifongique bien conduit [27].

- Candidose hépatosplénique (chronique disséminée). La durée du traitement
est de 6 mois en moyenne.

- Les endocardites sur valves natives ou sur prothéses valvulaires justifient le
plus souvent le remplacement chirurgical des valves infectées. La durée du traitement est d’au
moins six semaines avec un suivi nécessaire d’un an minimum devant le risque important de
rechute.

- Arbre respiratoire. La présence de Candida sp. est ici généralement rapportée
a une colonisation profonde et ne justifie pas de traitement spécifique.

- Les endophtalmies a Candida justifient un traitement spécifique de 15 jours a

6 semaines et imposent la recherche d’une candidémie concomitante.

3.4.3.2 Traitement préemptif en réanimation
Malgré I’absence de validation, un tableau septique préoccupant, sans autre

documentation microbiologique, avec colonisation de plusieurs sites par Candida sp. et des

facteurs de risques de CI, autorise un traitement préemptif [27].
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3.4.4 Prophylaxie [27]
3.4.4.1 En réanimation

Il n’y a pas d’argument en faveur de I'utilisation d’une chimioprophylaxie chez le
patient immunocompétent tout venant, admis en réanimation. L’absence de données

suffisantes ne permet pas d’identifier les patients qui en bénéficieraient.

3.4.4.2 En hématologie

L’incidence élevée et la mortalité importante (50 % a 90 %) des infections fongiques

ont justifié I’évaluation extensive de la chimioprophylaxie.

3.4.4.2.1 La chimio-prophylaxie primaire

L’AmB par voie respiratoire ou par voie veineuse (quelle que soit la formulation) ne
réduit pas I'incidence des infections invasives. Le fluconazole (400 mg/j) est recommandé
dans I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) car il réduit la fréquence des CI
et leur mortalité. Cependant, en raison du risque de sélection de souches résistantes, 50 % des
équipes européennes lui préferent 1’utilisation des polyenes oraux. Pour les leucémies aigiies
et autogreffes, 1’incidence habituelle des CI n’a pas permis de documenter I’intérét d’une
prophylaxie et le fluconazole n’est pas recommandé. L itraconazole peut aussi étre prescrit
dans I’allogreffe de CSH. Cependant, sa difficulté d’utilisation justifie de restreindre sa
prescription a certaines situations a risque : corticothérapie prolongée post- allogreffe de

CSH. Aucune donnée n’est actuellement disponible avec le voriconazole.
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3.4.4.2.2 - La chimio-prophylaxie secondaire

Elle doit étre systématique, utiliser une molécule active vis-a-vis du champignon

précédemment isolé ou suspecté et couvrir la période d’immunodépression.

En conclusion, il apparait fondamental que chaque équipe connaisse [’écologie
fongique de sa structure hospitaliére, au méme titre que pour les bactéries multirésistantes
(BMR) endémiques. Cette connaissance permet d’anticiper sur le traitement probabiliste en
tenant compte des résistances connues en fonction de I’espéce de Candida. La collaboration

avec le mycologue est tout aussi fondamentale.
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4 PRINCIPES DES TECHNIQUES DE
BIOLOGIE MOLECULAIRE
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La biologie moléculaire comprend 1’ensemble des techniques basées sur 1’étude, la
détection et la modification des acides nucléiques. C’est un outil a la fois de recherche, de
diagnostic et de prédiction des maladies en médecine humaine. Les techniques de biologie
moléculaire ont connu un essor extraordinaire ces dix dernicres années passant de processus

lourds, fastidieux et longs a mettre en ceuvre a des techniques partiellement ou totalement

automatisées [12,13,45].

4.1 PCR Classique [11]

4.1.1 Principe

La PCR ou Polymerase Chain Reaction est une technique qui procede de
I’amplification des acides nucléiques humains ou exogénes. Cette méthode d’amplification
décrite en 1985, a valu a K. Mullis, le prix Nobel de chimie en 1993. Elle repose sur la
capacité d’une enzyme, une ADN polymérase, a synthétiser le brin complémentaire d’un

ADN servant de matrice.

La PCR correspond a une amplification d’un fragment d’ADN spécifique délimité par
des amorces (ou primer). Celles-ci sont constituées d’un segment de 17 a 30 bases d’acide
nucléique. Leur association a I’ADN cible est suivie d’une élongation par la polymérase,
aboutissant a la synthése d’un ADN double brin.

Cette amplification est répétée un certain nombre de fois afin d’obtenir une quantité

d’ADN suffisante pour étre détectée.
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4.1.2 Acteurs de la PCR [11]

4.1.2.1 L’acide désoxyribonucléique contenant le fragment a amplifier

Situé dans le noyau de la cellule, il est constitu¢ de deux brins formant une double
hélice. L'ADN est formé d'unités de bases, les nucléotides (une base + un sucre [le
désoxyribose] + un phosphate), reliés par des liaisons phosphodiesters [Fig. 2]. On distingue
quatre bases : - les bases puriques : adénine (A) et guanine (G)

- les bases pyrimidiques : cytosine (C) et thymine (T)

Les deux chaines d'ADN forment une double hélice en établissant au niveau de leurs
bases des liaisons de faible énergie, les liaisons "hydrogenes". Celles-ci se forment selon les
regles d'appariement suivantes :

- la base A est associée a la base T par deux liaisons hydrogénes.

- la base G est associée a la base C par trois liaisons hydrogénes.

"EH lis‘l"!ss‘» H
|Désoxyribose +
acide
phosphorique]
reliés par liaisons
phosphodiesters

Bases:

Iz thymine
C: cytosine
A adenine

I iaisons hydrogénes s vuunine

(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)
Figure 2

Chaque brin d'ADN posséde une extrémité 5'-phosphate et une extrémité 3'-hydroxyle.
Par convention une orientation a été définie : elle se fait de 5' vers 3' (5' — 3'). Par ailleurs, les
deux brins sont orientés en sens opposé : on dit qu'ils sont anti-paralléles. On peut facilement
séparer les liaisons hydrogeénes : on parle alors de dénaturation. Celle-ci est réversible. La
réassociation s'appelle la renaturation ou hybridation. Elle peut se faire ADN/ADN,
ADN/ARN ou ARN/ARN.

L’ADN cible sera extrait du milieu biologique a analyser (cultures cellulaires ou

d’organismes, prélévements sanguins, squames, biopsies...).
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4.1.2.2 Les amorces : sens et antisens

Ce sont des oligonucléotides d’une taille comprise entre 17 pb et 30 pb. Idéalement, ils

doivent étre parfaitement complémentaires de la cible a analyser (I’une sur le 1 brin et

I’autre sur le brin complémentaire) et posséder une composition globale de 50 % [G+C]. Par
ailleurs, ces amorces ne doivent pas s’hybrider sur elles-mémes (auto-hybridation) ou entre
elles, ni former de boucles sur elles-mémes (structure en "épingle a cheveux"). Si c'est le cas,
elles formeront des bandes parasites appelées dimeéres d'amorces. La présence de ceux-ci
diminuera la sensibilité de la PCR.

Les températures de fusion (Tm) des amorces doivent étre voisins et suffisamment
élevés pour empécher les hybridations non spécifiques.

La taille du segment amplifié sera déterminée par la distance entre les amorces.

4.1.2.3 L’ADN polymérase et ses inhibiteurs

On utilise la Tag-Polymérase. Cette enzyme a été purifiée a partir d'une bactérie vivant
a proximité de sources d'eau chaude a 80°C, Thermus aquaticus. 11 s'agit d'une ADN
polymérase ADN-dépendante possédant une activité exonucléase 5' = 3' mais sans activité
3'= 5' (pas d'action correctrice). C'est une enzyme thermorésistante dont la température
optimale de fonctionnement est comprise entre 70 et 75°C et dont la demi-vie est supérieure a
2h a 92°C et de 40 minutes a 95°C. Cette propriété de thermorésistance est a 'origine de son
utilisation dans la technique d'amplification génique PCR. Depuis sa découverte cette enzyme
a été clonée et modific¢e afin d’augmenter sa résistance a la température..

Cette enzyme posséde des inhibiteurs qui sont nombreux et sont présents dans de
nombreux échantillons biologiques tels que sang, selles et urines.

Parmi les inhibiteurs identifiés, on peut citer : I'néme, I'héparine, le SDS (sodium

dodécyl sulfate), le phénol, les polyamines.

Il existe des moyens de lever cette inhibition: par dilution de l'échantillon, par
chauffage de I'échantillon, par purification de I'échantillon (“ré-extraction™), par changement
d'ADN polymérase : elles sont plus ou moins résistantes a l'action des inhibiteurs, par

utilisation de “facilitateurs™ (la sérum-albumine-bovine, la bétaine, a2-macroglobuline...)
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4.1.2.4 Les nucléotides dNTPs

Les quatre désoxyNucléotides-Tri-Phosphates: dGTP, dATP, dTTP et dCTP, seront

assemblés par la Tag-polymérase et formeront le brin d’ADN complémentaire.

4.1.2.5 Le Magnésium (Mg>")

Ce cation est un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la polymérase et a
’incorporation des précurseurs. Il doit étre apporté en concentration précise sous forme de

MgC l,.

Tous ces composants seront mélangés dans le méme tube réactionnel.
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4.1.3 Notion de température de fusion ou Tm [11,12]

Quand un ADN double brin est chauffé au-dela d’une certaine température, les deux
brins d'ADN se séparent par rupture des liaisons hydrogeénes. L'ADN devient simple brin. La
valeur de la température correspondant a ce phénomeéne s'appelle la température de fusion ou
Tm ("melting temperature"). En pratique, le Tm correspond a la température ou 50 % de
I'ADN est sous forme simple brin et 50 % de I'ADN sous forme double brin.

Ce Tm dépend de plusieurs facteurs :

- la composition en bases. Les appariements AT (deux liaisons hydrogénes)
sont moins stables que les appariements GC (trois liaisons hydrogéne) en milieu salin (NaCl).

- la composition en sels du milieu. Une diminution de la concentration en sels
du milieu diminue la force ionique et par conséquent diminue le Tm et inversement. Par
convention, on parle de solution stringente quand la concentration en sels est faible (le Tm
diminue alors).

- la quantité de misappariements (ou mismatches). On considére qu'il y a une
diminution du Tm de 1°C pour 1 % de mismatch dans 'ADN.

- la longueur du fragment. Cet effet est minime quand la taille des fragments
hybridés est supérieure a 500 pb.

- la présence d'agents "déstabilisants" (par exemple la formamide et l'urée).

Le Tm est calculé par des logiciels informatiques (bioinformatique) ou approché par

une formule plus pratique : 2°C par base nucléotidique A ou T + 4°C par base G ou C [Fig.3]

DO, nm

A imple brin (sh)

<«— 50% sb et 50% db

Double Brin = N
(db) Température
Tm P
(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)
Figure 3
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4.1.4 La réaction [11]

Pour initier le processus, deux segments d'acide nucléique complémentaire du brin
d'ADN matrice sont utilisés comme amorces (une sens et une antisens). Celle-ci subira une
élongation par la polymérase, une fois hybridée a ' ADN cible. Ceci aboutit a la synthése d'un
ADN double brin.

La réaction a lieu dans un thermocycleur. Il s’agit d’un appareil programmable
réalisant automatiquement et trés rapidement les changements de température nécessaire aux
cycles d’amplification. Celui-ci peut chauffer jusqu’a 100°C par une résistance et étre refroidi

a 0°C par effet Peltier en moins de 2 minutes.

La PCR comprend une succession de cycles (au moins 30) de trois étapes chacun et se

décomposent de la maniéere suivante [Fig. 4 et 5]:

4.1.4.1 Etape de dénaturation thermique :

Durant cette étape de 30 a 60 secondes généralement, le milieu réactionnel est porté a
une température élevée, avoisinant 95°C, les liaisons hydrogeénes reliant les deux brins d'ADN
sont alors rompues par la chaleur. Cette température est supérieure a la température de

dénaturation (Tm) de I’ADN qui passe alors sous forme simple brin. Chaque brin servira de

matrice.
4.1.4.2 Etape d'hybridation des amorces (également appelée annealing) :

Les amorces délimitant la séquence d’ADN a amplifier et chacune complémentaire
d’un des deux brins, sont ajoutées au milieu réactionnel. Le milieu est amené pendant environ
30 secondes a une température légérement inférieure au Tm des amorces. Cette température
d'hybridation est fonction de la séquence des amorces. Elle est le plus souvent égale a [Tm -
5°C], ce qui est a la fois suffisamment proche du Tm pour éviter les appariements non
spécifiques et suffisamment ¢éloigné pour assurer une bonne hybridation sans risque de fusion

prématurce.
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4.1.4.3 Etape d'élongation :

A partir de I"extrémité 3’OH de chaque amorce, ' ADN polymérase (Taq polymérase
ou autre) incorpore les désoxynucléotides complémentaires du brin d'ADN matrice. La
syntheése de I'ADN complémentaire se fait alors dans le sens 5' — 3' 4 la température optimale
d'activité de I'enzyme, 72°C en général. A la fin du cycle, deux copies de la séquence d’ADN

cible sont obtenues.

A la fin du premier cycle, un deuxiéme cycle thermique comprenant les mémes étapes
est effectué, puis un troisiéme etc...jusqu'au dernier cycle. Le nombre de cycles varie suivant
la cible que I’on amplifie et le protocole choisi. En moyenne, 30 a 35 cycles sont réalisés au

cours d'une PCR classique.

A chaque cycle correspond le doublement du nombre de copies de la séquence
d’origine. Ainsi au bout de 30 cycles de PCR on obtient théoriquement o copies de la cible ;
en réalité ce chiffre n’est pas atteint car le rendement de chaque cycle n’est jamais de 100%.

Dans la majorité des cas, une PCR correctement optimisée permet d'obtenir un

rendement moyen d'amplification de I'ordre de 85% (0 <R <1).

Cycle 1 Cycle 2 — = = = Dernier Cycle
!

A

1 Denaturation
r 1 .
2, : Annealing

'3} : Extension
(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)

Figure 4
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4.1.4.4 La cinétique de la réaction de PCR

L’évolution de cette amplification peut étre représentée par une courbe dont I’allure

est celle d’une sigmoide.

Cette courbe peut étre divisée en deux phases [Fig. 5] :

- La premiére phase correspondant & une amplification exponentielle qui est
modélisable. La quantité de produit de PCR obtenue a chaque moment de cette phase est
directement fonction du nombre de copies initiales du fragment d’ADN amplifié.

- En revanche, la phase de plateau correspond a un ralentissement de
I’amplification qui peut étre du a I’épuisement des différents réactifs de la PCR comme les
amorces. Contrairement a la premiére phase, I’étape « plateau » est difficilement modélisable

d’autant plus qu’elle n’est souvent pas reproductible.

N

A ]'Ims:' I'I!u.w pl;llegl

Exponentielle

Cycles
N: Quantité de produits amplifiés
(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)

Rem : la phase exponentielle comprend une phase de bruit de fond (4 son début) puis une phase quasi-linéaire qui est mesurable.

Figure 5
Ainsi par exemple pour une PCR de 30 cycles, le nombre théorique de produits

amplifiés obtenus, en considérant un rendement de 100 %, est de 230 par copie initialement

présente. L'amplification est donc exponentielle.
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Plusieurs raisons expliquent I'existence de cet "effet plateau" :

- I’épuisement des substrats (amorces, désoxyribonucléotides [dNTPs]).

- la dégradation des désoxyribonucléotides [dNTPs] consécutive a la
température ¢levée.

- I’inactivation thermique progressive de I'ADN polymérase

- la concentration limitante de l'enzyme et/ou I’inhibition progressive de
l'enzyme par les pyrophosphates générés au cours de la PCR.

- la ré-hybridation des produits formés génant l'acces des différents réactifs
aux séquences cibles.

- la réduction du rendement de dénaturation avec le nombre de cycles,
consécutive a la quantité d'ADN accumulée.

- la destruction des produits néoformés par l'activité¢ 5' — 3' exonucléase de

I'ADN polymérase, quand elle en possede une.

4.1.5 Migration électrophorétique et révélation [11]

Les fragments d’ADN amplifiés peuvent étre visualisés sur des gels d’agarose aprés

¢lectrophorese.

Le gel forme des mailles au sein desquelles les acides nucléiques sont piégés. A pH=
7, leur migration se fait vers I’anode. En parall¢le des fragments étudiés, on fait migrer un
marqueur de poids moléculaire contenant des fragments de taille connue (commercialisé par
de nombreuses sociétés). En fonction de la taille du produit a examiner, la concentration
d'agarose a utiliser sera différente et les mailles du réseau formé plus ou moins fines. Ainsi, la
taille des produits PCR séparés par ces gels varie de 50 pb (gel a 3% d'agarose) jusqu'a 20 -
50 Kb (gel a 0.5% d'agarose).

Pour visualiser le front de migration, le produit amplifié est mélangé a un colorant

(encore appelé tampon de charge), le bleu de bromophénol qui présente également I’avantage

d’alourdir I’échantillon afin qu’il sédimente au fond des puits de dépot creusés dans le gel.
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La visualisation des acides nucléiques se fait aprés addition de bromure d'éthidium
(BET), agent intercalant qui se glisse entre les bases des acides nucléiques (a manier avec
précaution car cancérigéne). Le BET contenu dans le gel, quand il est intercalé entre ces

bases, va présenter une fluorescence orangée sous lumiére ultraviolette (U.V. de longueur

d'onde 312 nm).

Un gel peut aussi étre visualisé aprés coloration au nitrate d'argent ou a l'acridine
orange ou aprés ajout de SYBR®Green, agent intercalant plus sensible que le BET. Ce

colorant commercialisé en France sous le nom de Gel-Star” par la société TEBU®, donnera

une fluorescence vert-pomme.

L’empreinte de la migration est ensuite obtenue par autoradiographie (fluorescence).
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4.2 PCR nichée (ou nested PCR) [11]

Pour obtenir une plus grande sensibilité lors de la PCR, il est possible d’effectuer 2

PCR successives.

La « nested PCR » permet une meilleure spécificité : le produit issu de la premiére
PCR est de nouveau amplifié au cours d'une deuxieme PCR. Dans cette technique, 2 couples
d’amorces différents sont successivement utilisés :

- un couple d’amorces externes :

Ce couple d’amorces permet tout d’abord d’obtenir un premier fragment
d’ADN amplifié, selon une PCR classique. Les amorces sont donc spécifiques des deux
séquences bornant I’ADN a amplifier. Les fragments d’ADN obtenus servent alors de matrice
pour une seconde PCR.

- un couple d’amorces internes :

Ce couple d’amorces délimite borne une région située a I’intérieur (ou nichée)

du fragment nucléotidique obtenu avec le 1° couple d’amorces, et donnera des fragments de

taille inférieure a ceux obtenus avec la 1°° PCR [Fig. 6].

Cette technique de « double PCR emboitée » permet donc a la fois une plus grande
sensibilité et une plus grande spécificité.

Cette méthode est trés sensible : aprés une premiére PCR de 30 cycles, on obtient
théoriquement 230 cibles amplifiés (pour un rendement de 100 %). La deuxiéme PCR de 30
cycles permettra d'obtenir [2 A ] Hs0it [2 6[’] cibles en théorie. Deux couples d'amorces étant
utilisés, la spécificité de la réaction est accrue. Cette technique doit cependant étre réalisée
avec une extréme précaution, le risque de contamination étant encore augmenté du fait de
l'existence de deux PCR successives et de la nécessité d'ouvrir le tube a la fin de la premiére

PCR pour ajouter le deuxiéme couple d'amorces.
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1) Premiére PCR avec le couple d’amorces A/B
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2) Deuxiéeme PCR avec le couple d’amorces C/D
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(Bogard M.. Lamoril J. et al, 1998)

Figure 6 : Principe de la PCR Nichée (ou Nested PCR)
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4.3 PCR en temps réel

Les techniques classiques d'amplification génique (PCR) sont utilisées en routine
depuis plus d'une dizaine d'années par les laboratoires de bactériologie pour identifier des
micro-organismes pathogeénes. Ces techniques dites "classiques" nécessitent, comme nous
I’avons vu précédemment plusieurs étapes expérimentales, parfois complexes et difficiles a
mettre en oeuvre dans des laboratoires de routine (PCR puis détection du produit amplifié).
De plus, en raison de la multiplicité des procédures, ces tests requicrent les mémes délais,
voire des délais supérieurs a ceux des méthodes microbiologiques basées sur la culture in
vitro, auxquels s’ajoutent les risques de contamination. Récemment, des automates réalisant
dans un seul mélange réactionnel (“systéme fermé”) a la fois la réaction de PCR et la
détection du produit amplifié (amplicon) ont été développées. Ces appareils sont a la fois des
thermocycleurs extrémement performants (vitesse de thermocycling trés rapide) et des

fluorimetres qui détectent spécifiquement en temps réel I'amplicon formé.

4.3.1 Principe

La technique de PCR en temps réel est directement inspirée de la PCR classique. Les
cycles de PCR successifs induisent une augmentation exponentielle du produit
d’amplification, et par conséquent de la fluorescence émise. En utilisant une gamme étalon

d’ADN en quantité connue, il est possible de rendre un résultat quantitatif.

Pour la détection des amplicons, cette PCR utilise soit 1’agent intercalant
SYBR™Green, soit elle fait appel a des amorces spécifiques du géne a amplifier associées a un
syst¢tme de sondes fluorescentes qui se fixent spécifiquement sur le brin amplifié. On
distingue trois grands types de sondes: les sondes d’hydrolyse TagMan®, les sondes
d’hybridation FRET (Fluorescent Resonnance Energy Transfert) et les molecular beacons
(balises moléculaires) [Annexe n°6]. Ces trois techniques exigent un choix approprié de leurs
sondes. La sélection de ces derniéres, quelle que soit la méthode utilisée, est ardue et impose

I'emploi de logiciels spécialement adaptés pour chacune d'elle.
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Le temps de détection du signal est directement proportionnel a la quantité d'ADN
cible présente dans le mélange réactionnel. Durant les premiers cycles, la fluorescence reste a
son niveau de base. Le “Threshold cycle” (Ct) correspond au cycle a partir duquel la courbe
de fluorescence croise la droite correspondant au seuil de détection. Il est inversement
proportionnel a la quantit¢é d'ADN cible présente dans I'échantillon biologique avant la
réaction. Dés lors, un Ct précoce correspond a une réaction trés positive et une concentration
initiale d'ADN élevée, un Ct tardif reflete une quantité d'ADN moindre, enfin un Ct égal au
nombre de cycles réalisés correspond a une réaction négative, dans ce cas la fluorescence
mesurée au cours de la réaction ne dépasse pas le seuil de détection [Fig. 7]. Cette possibilité
de quantification est a la base des techniques développées en virologie qui permettent la

détermination des charges virales.

La PCR est suivie cycle par cycle pendant toute la durée de I'amplification par mesure
de fluorescence, puis analysée par un logiciel. Elle permet donc de suivre I'amplification au
moment de la phase exponentielle, période de la PCR ou le rendement est constant. Comme
pour toute PCR, la courbe obtenue en temps réel aprés mesure de la fluorescence, lors du

suivi cycle par cycle, génére une courbe sigmoide.
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Figure 7
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4.3.2 Intéréts de la PCR en temps réel

1) Aprés extraction de I'ADN de I'échantillon biologique commune aux deux
méthodes, les techniques impliquent une premiére étape qui est constituée par la réaction de
PCR proprement dite et qui, pour les thermocycleurs standards actuellement commercialisés,
nécessite au minimum a 2 heures pour réaliser 30 a 40 cycles alors que 20 a 30 minutes sont
nécessaires pour le méme nombre de cycles pour la plupart des appareils de PCR en temps

réel.

2) Pour les techniques classiques, la détection du produit amplifié se fait, selon
différentes méthodes évoquées plus haut qui sont fastidieuses et nécessitent I’utilisation
éventuelle de produit cancérigéne (BET). De plus, elles favorisent les contaminations avec
’ouverture nécessaire des tubes pour 1’électrophorése et imposent des locaux séparés pour les
étapes d’amplification et de post-amplification.. A l'inverse, les techniques de PCR en temps
réel, permettent une détection spécifique et immédiate de I'amplicon au cours de la réaction de

PCR et ce pour des temps qui varient en fonction des appareils entre 30 et 120 minutes.

3) Si les deux types de techniques posseédent les mémes spécificités, et donc des
performances qualitatives identiques, la PCR en temps réel présente en plus l'avantage

considérable d’étre plus sensible et de pouvoir quantifier la cible détectée dans I'échantillon

biologique.

4) L'utilisation des sondes de type FRET ou de type "balises moléculaires" permet
également, sur certains appareils, une analyse des courbes de température de réassociation des

amplicons obtenus permettant la détection d'éventuelles mutations ponctuelles au niveau de

I'amplicon.
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4.3.3 Le LightCycler® (Roche-Diagnostics®)

Parmi les six appareils de PCR en temps réel commercialisés, Le LightCycler® (Roche
Diagnostics”™) est un automate d’amplification qui couple un thermocycleur rapide a air pulsé
et un spectrofluorimétre. Le logiciel qui pilote ’appareil permet 1’acquisition et le traitement

des données en temps réel [Annexe n°7].

Toute la réaction s'effectue dans des capillaires en verre borosilicaté directement
chargés dans D’appareil ; cette automatisation a [’avantage de limiter les risques de
contamination et d’étre beaucoup plus rapide que la PCR classique associée a une révélation

par électrophorése (les résultats pour une série sur Li ghtCycler® sont obtenus en 1 heure).

La révélation permet de choisir selon les modes sus-cités mais reste toujours basée sur

la quantification d’une fluorescence émise.
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4.3.4 Révélation par un agent intercalant : le SYBR®Green

Vers la fin de I’année 1998, des kits pour la PCR quantitative sont apparus utilisant un
intercalant. Son nom commercial est le SYBR*Green 1 fabriqué par Molecular Probe”.
Comme le Bromure d’Ethidium, ce colorant vient s’intercaler au niveau des chaines double
brin d’ADN. Ce colorant ne devient fluorescent que s’il se lie & I’ADN double brin [Fig. 7].
Initialement vendu comme colorant pour gel, il s’est avéré compatible avec la PCR. Il est
possible d’inclure cette molécule a faible dose dans une PCR en temps réel. Ainsi la quantité
d'ADN double brin produite au cours de la réaction, peut étre suivie directement en mesurant
la fluorescence dans la gamme d’émission du SYBR®Green I (intensité maximale : 550 nm).
Grace a sa trés grande stabilité, il permet d'effectuer un grand nombre de cycles sans
dégradation de la fluorescence émise. De plus, puisque plusieurs molécules de SYBR*Green
peuvent se lier a I'ADN, la fluorescence émise sera d'autant plus intense que I'amplicon est

grand [Annexe n°8].

Le SYBR"Green, cancérigéne, nécessite les mémes précautions d’emploi que le BET.

La liaison du SYBR®Green a I'ADN n'est pas spécifique du produit a amplifier : la
fluorescence mesurée peut provenir d’amplification non spécifique (diméres, contaminants..).
Lors du développement de la technique, il convient donc de s’assurer de la spécificité des
produits de PCR. Il est conseillé par exemple, de faire migrer sur gel les produits de PCR afin
de s’assurer que la taille du fragment amplifié correspond a ce qui est attendu. Toutefois,
puisque les amorces ont généralement été mises au point et validées en PCR classique, nous

utilisons les informations fournies par la courbe de fusion comme contréle de spécificité.
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Figure 7 : Mécanisme d'action du SYBR®Green I

Increased fluorescence by binding double stranded DNA.

Ce colorant (===) s’intercale dans le petit sillon de I’ADN double brin, ce qui lui permet

d’émettre une fluorescence apres excitation par un faisceau.
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Pendant [’hybridation (annealing), les
amorces s hybrident a la séquence cible, ce
qui crée des petites parties d’ADN double
brin auxquelles le colorant se fixe,
entrainant une augmentation de la
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Pendant la phase d’élongation de la PCR,
les amorces sont allongées, ce qui
augmente la quantité de SYBR"Green I

fixé.

A la fin de cette phase, tout I’ADN présent est double brin et la fixation du colorant est maximale.
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4.3.5 Courbe de fusion et spécificité de I'amplicon

Au cours de I’amplification de I’ADN, il est nécessaire de confirmer la spécificité des
séquences détectées. Le LightCycler® enregistre les données correspondant a la courbe de
fusion de I’ADN amplifié. Un programme informatique de I’automate permet, en analysant
cette courbe, de s’assurer de la spécificité du produit principalement obtenu et éventuellement

de la présence d’autres produits synthétisés aspécifiques.

Une particularité du LightCycler” est sa capacité 2 montrer en détail la courbe de
fusion analysant les produits de PCR issus d’un cycle d’amplification. Le point de fusion d’un
fragment d’ADN dépend de sa longueur et de sa composition exprimée en GC% ainsi que de
la stringence et de la quantité de misappariements dans le milieu. Ainsi, la détermination
d’une température de fusion propre a un brin d’ADN peut étre utilisée comme marqueur de
spécificité de ce produit d’amplification. Cette analyse de la courbe de fusion peut s’ appliquer
a tous les systémes de marquage acceptés par I’automate. Le signal de fluorescence émis par

le SYBR®Green diminue réguli¢rement tandis que I’ADN double brin fond [Fig. 8 et 9].

Fluorescence vs. Temperature (Raw Data)
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Figure 8

La figure 8 montre une courbe de fusion. L’axe des abscisses (X) représente la
fluorescence tandis que celui des ordonnées (Y) indique les températures. A partir des points
d’inflexion des courbes issues des 3 échantillons, il est possible de conclure sur la présence,

en différente quantité, d’ADN « néoformés » qui fondent par chauffage progressif.

83



- df/dt vs, Temperature
15,47~ 1

“.m'l
|3m.| 10 Copies
1200~ —— 0 Copies
11,00+
10.00~
900+
8 (I!I-|
7.00+
5.00-|
500-
m.
300-
200~
1.00~
002

—— 10" Copies

i Py Ty ey ey — eyt
65 0 72 7 7 78 W 8 81 8 63 90 8 549%5]

8
2

Figure 9

Le logiciel fournit la dérivée premiere des courbes précédentes ou différents pics
apparaissent alors de fagon distincte [Fig 9]. Les pics de gauche sont dus a des diméres
d’amorces : en raison de leur longueur réduite ils fondent & des températures plus basses. Le
pic de droite, plus étroit, représente les produits d’amplification. Ce pic spécifique de
I’amplicon diminue avec le nombre de molécules concernées dans 1’échantillon.

La courbe bleue, montre un pic ne correspondant pas a la valeur attendue de I’ADN
cible, mais a la formation d’un produit aspécifique. L’analyse de ces courbes de fusion permet

de mettre en évidence le fragment d’ADN amplifié a I’aide d’une température caractéristique.
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5 DONNEES DE LA LITTERATURE
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5.1 Objectifs de notre travail

Le diagnostic de candidose invasive est souvent difficile et repose sur un ensemble de
critéres cliniques, radiologiques et biologiques. La précocité de ce diagnostic est

fondamentale pour la prise en charge du patient, elle conditionne son pronostic.

D’un point de vue biologique, les hémocultures ne sont contributives que dans 50%
des cas environ. L.’association de la recherche d’antigéne candidosique sérique couplée a celle
d’anticorps anti-candida, également par immuno-enzymologie, s’est révélée avoir une bonne
sensibilité, une bonne spécificité et une valeur prédictive négative de 95%. Néanmoins, cette
méthode n’est pas encore standardisée, compte tenu de la cinétique de la réponse immunitaire
vis-a-vis de Candida, et n’est pas assez précoce pour avoir une place prépondérante parmi les
critéres diagnostiques. C'est pourquoi, de nombreuses équipes travaillent depuis plusieurs
années a la mise au point d'une technique d'amplification génique (PCR) qui pourrait
compléter ou anticiper le résultat des hémocultures et du diagnostic sérologique (Ag, Ac).
Pour la PCR Candida aucune publication n’a formellement mis en évidence le meilleur type
de prélevement, ni la primauté d’un gene a la détection de Candida tant pour la sensibilité que
la spécificité de la réaction. En revanche, de prime abord la sensibilité parait meilleure que le

diagnostic sérologique, et permettrait un diagnostic plus précoce.

Dans le but, de mettre effectivement en place une PCR Candida, une revue compléte
de la littérature a été menée afin de cibler les génes, le meilleur type de prélévement, la

technique d’extraction et enfin des stratégies d’amplification et de révélation.
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5.2 Choix de la cible

A ce jour, les techniques publiées concernant la PCR Candida sont nombreuses, mais

seules quelques séquences cibles ont été testées.

Les molécules qui ont fait I’objet du plus grand nombre d’analyses phylogénétiques
sont les ARN ribosomiques. Les génes codants pour les ARN ribosomiques sont répétés en
tandem plusieurs dizaines voire centaines de fois. Chaque unité¢ comprend a la fois des
régions codantes et non codantes (les espaceurs). Chaque unité comprend ainsi une copie
d’un géne codant pour I’ARN 188, pour le 5.8S, pour I’ARN 28S et deux espaceurs, I'ITS ou
espaceur interne transcrit, et I'IGS ou espaceur intergénique. Le géne codant pour le 5,8S est

ainsi flanqué de I’ ITS1 qui le sépare du géne 18S et de I’ ITS2 qui le sépare du géne 28S
[Fig. 10].

Ces molécules se sont avérées particuliérement intéressantes pour toutes les études
phylogénétiques car, d’ une part elles ont leurs homologues chez tous les organismes vivants
et, d” autre part, elles sont constituées d’une succession de domaines dont I’évolution est plus
ou moins rapide. Les domaines ayant la vitesse d’évolution la plus rapide étant ceux qui
séparent les différentes régions codantes pour les ARN eux-mémes : les ITS et les IGS. Les
premiéres études ont ainsi été réalisées en séquengant directement les ARN ribosomiques a

partir d’oligonucléotides s’hybridant dans les régions les plus conservées.
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L’utilisation d’amorces telles que ITS1 et ITS4 [22,56,99] a permis d’établir les
séquences des ITS1 et des ITS2 de trés nombreuses souches et de montrer que le
polymorphisme intra spécifique est trés variable d’une espéce a une autre, tout en restant
relativement faible a I’intérieur d’une espéce donnée. La mise a profit de cette homogénéité
intraspécifique a permis de mettre au point des tests rapides d’identification apres
amplification et hybridation avec des sondes de référence [56] ou simplement sur la base du

succes ou non de I’amplification.

Les premiéres publications portaient sur le polymorphisme de longueur des fragments
de restriction (ou RFLP “Restriction Fragment Length Polymorphysm”). En 1995, Williams
[181] et al. ont développé cette technique en ciblant le génome de Candida sp. compris entre
deux zones non codantes de I’ADN ou espaceurs internes transcrit ITS1 et ITS4. 11 s’agissait

d’une technique longue, peu sensible et peu spécifique dont I’application reste limitée

[30,152].

Dans la littérature, la partie du génome de Candida la plus couramment amplifiée est
celle qui code pour la sous unité ARNr 18S. Cette séquence est commune a de nombreux
champignons dont Candida sp. Ainsi Reiss et al. (1998) ont pu démontrer que la PCR
classique amplifiant 18S rDNA était plus sensible que les hémocultures mais sans parvenir a
une spécificité d’espece puisque la région amplifiée était commune aux Candida sp., aux
Aspergillus sp. et aux Cryptococcus neoformans [147]. Seule une lourde hybridation in situ et

une digestion par une protéinase permettaient secondairement le diagnostic d’espéce.

En 1997 Einsele et al. sont parvenus a dessiner une sonde ciblant une séquence
consensuelle de Candida sp. et Aspergillus sp., cependant leurs travaux ont démontré une

hybridation croisée avec Histoplasma capsulatum [40].
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En 2000, Loeffler et al. [107] ont repris ’amplification précédente du 18S rDNA. Ils
ont démontré une excellente sensibilité¢ de 100 fg (soit 10 CFU) mais, aprés séquengage des
amplicons synthétisés ils ont conclu a leur communauté pour 17 especes : les Candida les
plus fréquents (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis et C. krusei), d’autres
plus ou moins rares et enfin avec S. cerevisiae, Trichosporon sp. et Malassezia furfur. La
spécificité d’une telle PCR pouvait donc étre remise en cause ou tout du moins nécessitait une
seconde étape, de type Southern Blot ou séquengage automatisé, pour parvenir au diagnostic

d’espéce fongique.

Wahyuningsih et al. ainsi que Ferrer et al. ont utilis¢é comme cible le géne ribosomal
5.8S et sa région immédiatement contigué 1TS2 [48,176]. Cette région génomique est utilisée
pour créer une amorce universelle et spécifique du genre fongique et nous a paru plus adaptée
et plus sensible au genre Candida [48,93,109]. De plus, cette région 5.8S est comprise dans

une région amplifiée par la PCR nichée donc plus sensible, décrite par Bougnoux [16].

Ces arguments génomiques nous ont poussés a choisir la région ITS / 5.8S rDNA

comme cible pour notre étude.
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5.3 Choix du type de prélevement

Les techniques d’amplification génique ont été adaptées a plusieurs types de
prélévements : des tissus humains  biopsiés de foyers infectieux, des hémocultures
ensemencés avec du sang total de patient, du sérum ou du sang total. A I’heure actuelle, il

n’existe pas de consensus en ce qui concerne la nature du prélévement le mieux adapté.

Lorsque les conditions sont requises pour passer du stade de colonisation a celui
d’invasion-infection (terrain et faculté de translocation du Candida sp.), les Candida sp.
constituent de véritables foyers mycosiques dans certains organes. En 2000 [67] et 2001 [48]
des techniques ciblées sur la région ITS1 - 5.8S rDNA - ITS2 ont été développées mais elles
sont invasives et nécessitent de ponctionner ou de biopsier I’organe suspecté. Outre le fait que
la biopsie puisse étre en zone saine, les localisations organiques sont déja tardives dans
I’évolution clinique de la candidose invasive. Pour ces raisons ce type de prélévement ne nous

paraissait pas adapté a un diagnostic précoce de candidose invasive [89].

Les travaux de PCR, menés par Chang et al. [21] sur des flacons d’hémoculture ont
permis certes, une identification en moins de 8 heures de ’espece de Candida, mais leur
technique était a la fois soumise a la positivité de I’hémoculture et a la présence éventuelle

d’inhibiteur de PCR dans le flacon, selon le fournisseur retenu [25].

Actuellement les échantillons les plus testés sont le sang total et le sérum. Bougnoux
et al. ont décrit une supériorité du sérum sur le sang total mais celle-ci semble n’exister que
pour C. albicans [16]. De nombreuses études ont été menées sur le sang total avec une

sensibilité importante et une excellente spécificité [18,40,42,46,54,102,105].
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Dans notre étude, nous avons choisi de travailler, dans un premier temps sur le sérum,
car ses avantages sont multiples :

- il est plus facile 4 manipuler (en particulier pour I’extraction de I’ADN),

- sa congélation ne pose pas de difficulté,

- il est moins susceptible a des variations interindividuelles (neutropénie...) que le

culot de globules blancs.

Par la suite, comme il n’existait aucun arguments externes et aucun consensus défini

auquel nous référer, nous sommes passés du sérum au sang total.
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5.4 Choix de la technique d'extraction

Il est nécessaire d’extraire ’ADN avant de réaliser une amplification, afin de le

concentrer, de le purifier, et d’éliminer d’éventuels inhibiteurs.

Les premiéres méthodes d’extraction publiées étaient des techniques manuelles qui
faisaient appel a des kits « maison » [21,54,123,161,165,176]. Le probléme majeur de ces kits

est leur forte sensibilité aux contaminations extérieures ainsi que I’absence de standardisation.

L’apparition de kits commerciaux d’extraction manuelle a apporté de nombreux
avantages : une meilleure reproductibilité, un meilleur rendement d’extraction, augmentant
ainsi la sensibilité de la PCR. De plus, le gain de temps est appréciable de 2 a 4 heures de

manipulation actuellement contre 8 heures et plus auparavant [104].

La tendance actuelle est au développement d’automates d’extraction automatique
(MagNA-Pur® - Roche Diagnostics®). Leur intérét est surtout d'augmenter la qualité
d’extraction et de diminuer le risque de contamination, car I’intervention humaine est limitée
[108].

Cependant leur colt d’utilisation reste trés élevé (acquisition de I’appareil et
consommable), ce qui nous a poussés a utiliser un kit commercial d’extraction manuelle
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France). Ce kit d’extraction présente

I’avantage d étre applicable au sang total, au plasma et au sérum entre autres échantillons

biologiques [81].
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5.5 Choix des techniques d'amplification et de révélation

Historiquement, la PCR classique est la technique la plus utilisée mais d’autres

méthodes ont été développées.

En 1997, Huang et al [75] ont repris le principe de I’amorce universelle fongique
(région génomique située entre ITS1 et ITS2) en PCR classique et sont parvenus a une
sensibilité de 10* a 10* cellules de Candida albicans/ml de suspension de culture. Par la suite
certains auteurs ont développé diverses techniques diagnostiques de seulement deux
[9,131,154] ou plusieurs espéces de Candida simultanément : technique multiplex mais sans

améliorer la sensibilité méme avec une révélation en électrophorése capillaire [4,23,54,154].

Divers travaux de PCR-EIA (EIA=Immuno Enzymo Assay) ont été¢ développés. Dans
cette méthode, le produit d’amplification obtenu par PCR a été révélé par
immunoenzymologie sur plaque [18,42]. La région amplifiée, située entre ITS1 et ITS4,
concernait une portion de 18S rDNA, ITS1, 5.8SrDNA et les régions d’ ITS2 rDNA ainsi
qu’une portion de 28S rDNA [54,102,105].

Cette technique a présenté un probléme d’hybridation croisée entre la sonde de
Candida glabrata et Saccharomyces cerevisiae [53)]. Néanmoins la PCR-EIA avait 1’avantage
d’améliorer considérablement la sensibilité. Les travaux de Fujita et al.[53] ont ainsi amélioré
ceux de Miyakawa [120] et de Holmes [70], pour porter la sensibilité a 10 cellules/ml de sang
soit 10 fois mieux qu’avec une technique de révélation en gel d’agarose ou TBE marqué au
Bromure d’Ethidium[53] ; et avec une spécificité proche de 100% [42]. Le second intérét de
la PCR-EIA est la rapidit¢ de sa révélation par les microplaques de puits coatés a la
streptavidine (6 heures) en comparaison a une longue migration électrophorétique suivie de sa

photographie (212 heures) [41,102].
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En 1998, Loeffler et al. ont méme réussi a atteindre SCFU/ml de sensibilité sans perte
de spécificité dans le sang [105].

En 2000, Loeffler et al. ont développé une technique de dosage quantitatif de
fongémie par sonde d’hybridation (FRET). Cette technique, a présenté une bonne sensibilité
(SCFU/ml) mais n’a concerné que C albicans dont le dosage était couplé avec Aspergillus

fumigatus. Cette technique ne correspondait donc pas a I’objectif de notre travail [106].

LA PCR nichée associe deux PCR classiques successives et permet d’augmenter la
sensibilité et la spécificité ; cependant elle est difficilement utilisable pour un usage de routine
sur des grandes séries car elle nécessite beaucoup de temps de manipulation. Cette technique
reste trés exposée aux risques de contaminations (du fait des deux PCR successives).
Bougnoux et al. (1999) [16] ont démontré I’intérét de cette technique pour le diagnostic de
cing espéces de Candida les plus fréquemment impliquées dans les candidoses a
dissémination hématogéne (déja citées).

Le couple d’amorces externes €tait ITS1 et ITS4 donc incluait I’ADN ribosomal 5.8S
en totalité et excluait notamment les 18S rDNA et 28S rDNA. Puis, la seconde PCR faisait
appel a cinq couples d’amorces internes spécifiques chacune des espéces sus-citées. Cette
technique expérimentale menée sur le lapin a démontré une excellente sensibilité : de 1 a 0,1
fg de DNA selon I’espéce de Candida considérée. La spécificité d’une telle méthode a été
donnée a 100% par les auteurs mais surtout aucune réaction croisée entre les cinq espéces n’a
¢été mise en évidence.

Les arguments, associés a la clarté et a la précision des techniques publiées, nous ont
poussés a choisir cette cible et la PCR nichée pour notre étude. Ce choix a été conforté par la

lecture des travaux de Khan et de Ferrer [48,90].

Secondairement nous chercherons donc a transposer la technique de Bougnoux et al.,
sur un automate de PCR en temps réel afin d’étre d’une part plus rapide pour la phase

d’amplification et de révélation et d’autre part d’automatiser la technique tout en limitant les

risques de contaminations inhérents a toute PCR .
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6 MATERIELS ET METHODES
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6.1 Sélection des champignons

Les cinq especes de Candida retenues sont les plus fréquentes des infections invasives
a Candida : C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis et C. krusei. Ce sont celles

utilisées dans la publication de Bougnoux et al. de 1999.

Les cinq souches sélectionnées ont été isolées et obtenues a partir de cultures. Celles-
ci avaient été ensemencées a partir de divers prélévements de patients du CHR de Metz. Les
boites de culture utilisées étaient des milieux chromogénes Sabouraud CHROMagar® BD.
Nous avons réalis¢ I'identification des espéces au moyen des galeries API 20C AUX
Biomérieux®. Chaque souche a bénéficié de deux identifications réalisées a 48 heures
d’intervalle. La seconde identification avait pour but de s’affranchir de toute erreur
d’identification ou de défaut de croissance intra-puits dans ces galeries. Le résultat a été
confronté a la couleur obtenue sur milieu CHROMagar® BD. Nous signalons ici que la
souche de C albicans était issue d’un patient séronégatif pour le VIH et immunocompétent,
nous pensons avoir ainsi écarté le risque d’erreur de non identification et/ou de confusion
entre C. dubliniensis et C. albicans sur galerie API 20C AUX..

Les repiquages de colonies ont été réalisés sur milieu de Sabouraud standard afin

d’éviter tout risque induit par les chromogénes.
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6.2 Validation de la technique par bioinformatique

6.2.1 Recueil des séquences des ITS :

Le recueil des séquences ITS des geénes ribosomiques des Candida, des autres
champignons (pathogénes ou contaminants) et des bactéries pouvant étre retrouvées comme
potentiellement pathogéne a ¢été réalisé a partir des banques de données médicales
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). Chaque séquence est associée a un numéro

d’accession et inscrite dans la GenBank internationale [ Annexe n°9].

6.2.2 Alignements des séquences :

Pour chaque champignon, plusieurs séquences ITS des génes ribosomiques sont
répertoriées dans les banques de données. Par alignement nucléotidique, nous avons
sélectionné une séquence consensus représentative de chacun d’eux. L’alignement de
I’ensemble des séquences consensus a ensuite permis de repérer les régions ou sont placées

les amorces et d’évaluer la spécificité de celle-ci.

http://www.genebee.msu.su/services/malign_reduced.html.

Ces alignements ont permis de confirmer que le couple d’amorces ITS1-1TS4 était
spécifique du genre Candida sp. dans son ensemble mais qu’il reconnaissait et donc
permettait I’amplification également de Fusarium sp. et de Penicillium sp.

Certes, I’alignement des amorces externes choisies croise avec Fusarium sp. et
Penicillium sp., mais les produits d’amplifications ainsi obtenus auront un poids moléculaire
supérieur a ceux des Candida, donc une bande de taille différente en électrophorése et un Tm

différent en PCR en temps réel sur LightCycler®.

Les alignements des séquences sont présentés en annexes 9 et 10.
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Le tableau suivant correspond aux tailles théoriques des bandes amplifiées par le

couple d’amorces [TS1-ITS4 :

Nom des micro-organismes possédant 5.8S rDNA N°séquence | Taille du
dont la séquence génomique est reconnue de la fragment
par le couple d’amorces [TS1-1TS4 GenBank (pb)
Candida alibcans 5.8S complete, 28S 5' end L 47111 335
Candida tropicalis 188 3' end, 5.8S complete, 28S 5' end L47112 524
Candida glabrata 188, 3' end, 5.8, 5' end L 47108 478
Candida parapsilosis 18S 3' end, 5.8S complete, 258 5' end L 47109 520
Candida krusei 18S 3' end, 5.8S complete, 25S 5' end L 47113 510
Candida guilliermondii 18S 3' end, 5.8S complete, 258 5' end L. 47110 608
Fusariumsp.  1TS1,5.8S, ITS2 AJ279478 555
Penicillium sp.  1TS1, 5.8S, ITS2 AJ279476 580

Les organismes suivant ne figurent pas dans ce tableau puisque conformément aux

alignements de séquences, les amorces ne les amplifient pas :

- Aspergillus fumigatus (AF078892)

- Cryptococcus neoformans var. gattii (AJ493575)
- Pneumocystis carinii (U07222)

- Rhizomucor pusillus (AJ278365)

Rhizopus oryzae (AB097383)

Mucor indicus (AB113027)

Staphylococcus aureus (U11780)
- Staphylococcus sp. (AY728162)
Il est a noter ici que les bactéries ne possédent pas de région 5.8 S.
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6.3 Technique d'extraction d'ADN

6.3. 1 Locaux de biologie moléculaire

Pour toutes les techniques de biologie moléculaire, afin d’éviter tout probléme de

contamination, des locaux séparés et du matériel spécifique sont nécessaires.

Les locaux de biologie moléculaire du laboratoire de Microbiologie du CHR de Metz
sont composés de 4 pieces :
Piece n°1 : local de la préparation de I’échantillon (extraction de I’ADN)
Piéce n°2 : local de la préparation des réactifs de PCR (Mix),
possédant une hotte a flux laminaire
Piéce n°3 : local des thermocycleurs (amplification) et de migration électrophorétique

Piéce n°4 : Piéce du LightCycIer@-Roche{m

6.3.2 Choix du kit commercial d'extraction

Dans un premier temps nous avons extrait I’ADN a partir de suspension de levures en
eau « RDNA free », par un kit commercial d’extraction : cette eau est garantie vierge de toute
molécule d’ADN et d’ARN par son fabricant. Nous avons choisi le kit commercial Maestro
Yeast Kit® (Eurobio, Courtaboeuf, France), car il avait été élaboré spécifiquement pour les
extractions des levures. Il était donc adapté au sérum, type de prélévement de la publication
retenue [16]. Utilisé seul, et conformément aux directives du fabricant ce kit d’extraction n’a
pas donné de résultat correct pour I’extraction des Candida. Nous avons donc choisi de faire
un prétraitement a la Protéinase K avec 10% de Sodium DodécylSulfate (SDS) avant son
utilisation. Cette enzyme et ce détergent anionique ont permis, en digérant les cellules de
levures et leur noyau de rendre I’ADN de Candida plus accessible pour les étapes suivantes.
Nous avons ainsi obtenu des produits d’extraction plus conformes a notre attente: produits
d’extraction présents sur gel de migration électrophorétique et quantité correcte d’ADN en

présence, mesurée par spectrophotométrie a 260 nm et 280 nm.
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Par la suite, le kit Maestro Yeast Kit® n’étant plus commercialisé et compte tenu de
nos résultats de faible sensibilité sur sérum, nous avons opté pour le coffret QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen®, Courtaboeuf, France) validé pour I’extraction des Candida dans différents

types de prélevements humains [104,110,176].

Ce kit d’extraction manuelle utilise un systéme de colonnes de centrifugation contenu
dans des microtubes. L’ADN se fixe spécifiquement sur la membrane de gel de silice
QIAamp tandis que les contaminants y sont filtrés librement. Les inhibiteurs de PCR tels que
les cations divalents et les protéines sont totalement éliminés par deux étapes de lavage ;

laissant I’acide nucléique purifié pour étre élué dans un tampon de reprise ou dans de 1’eau.
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6.3.3 Préparation des échantillons avant leur extraction

L’extraction a ¢té effectuée selon les préconisations de la notice du kit mais en
procédant a quelques adaptations: nécessité d'un prétraitement de 1’échantillon avant

I’emploi du kit, en raison de la difficulté a lyser les levures Candida.

6.3.3.1 Suspension de levures

Les suspensions de levures sont préparées a I’aide de 10 a 20 CFU diluées dans 3 ml
d’eau « RDNA Free ».
L’étape de prétraitement propre aux suspensions de levures :

- Centrifuger 10 minutes a 5000 g (soit environ 7500 Tours/min)

- Remettre en suspension le culot ainsi obtenu dans 600 pl de tampon sorbitol
puis ajouter 200 U de lyticase (ou de zymolaze) et incuber 30 minutes a 37°C dans un bain-
marie a sec. Cette enzyme a pour but d’obtenir la lyse membranaire des Candida.

- Précipiter les sphéroplastes de levures (“noyaux nus™) par 5 minutes de
centrifugation a 5000 g avant de les remettre en suspension dans 180 pl de tampon ATL

- Agiter vigoureusement puis incuber ce mélange 1 heure a 56°C

dans un bain-marie a sec

- Centrifuger brievement pour enlever les gouttelettes a I’intérieur du bouchon

- Ajouter 180 pl de tampon AL

- Agiter vigoureusement 15 secondes puis incuber 10 minutes a 70°C

- Centrifuger briévement

- Ajouter 200 pl d’Ethanol absolu et vortexer 15 secondes

Puis suivre le protocole QIAamp® proprement dit ou stocker éventuellement a + 4°C

Ce prétraitement s applique aussi aux extractions sur sérum.
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6.3.3.2 Echantillon de sang total prélevé sur EDTA

Lorsque nous utilisons des échantillons de sang total prélevé sur tube classique a
EDTA-K3 (bouchon violet dans la classification internationale) un prétraitement doit étre
effectué. En effet, le prélévement sur sang total impose la lyse des globules rouges puis celle

des globules blancs avant de pouvoir lyser efficacement les membranes de levures

efficacement.

* Lyse des globules rouges puis des globules blancs du sang total :

- Dans un tube Falcon de 50 ml mettre 3 ml de sang total homogénéisé

- Ajouter 15 ml de tampon RCLB (lyse des hématies) et laisser 15 minutes
dans la glace

- Centrifuger 10 minutes a 3000 Tours/min

- Enlever le surnageant par retournement et ajouter 15 ml de tampon RCLB, et
mélanger par retournement pour laver le culot de centrifugation

- Centrifuger 10 minutes a 3000 Tours/min

- Enlever le surnageant par retournement puis a la pipette de transfert

- Ajouter 1 ml de tampon WCLB (lyse des leucocytes) puis incuber 45 minutes
a 65°C (dans un bain-marie) avant de centrifuger 10 minutes a 5000 Tours/min

- Enlever le surnageant

* Lyse des membranes de cellules de levures potentiellement en présence :

- Ajouter 500 pl de tampon lyticase (lyse des membranes de Candida en
présence) et incuber 30 minutes a 37°C avant de centrifuger 10 minutes a 5000 Tours/min

- Enlever le surnageant pour récupérer les sphéroplastes

- Ajouter 180 pl de tampon ATL + 20pul de protéinase K issus tous deux du kit
QIAamp® DNA Mini Kit, et incuber 15 minutes a 55°C

- Ajouter 200 pl de tampon AL puis incuber 10 minutes a 70°C

- Ajouter 200 pl d’éthanol absolu

- Mettre ce mélange dans une colonne QIAamp® posée sur un microtube

Puis suivre le protocole QIAamp® proprement dit
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6.3.4 Extraction d'ADN de Candida

Nous avons utilisé le kit QIAamp® DNA Mini Kit selon les directives du fabricant et

apres un prétraitement spécifique selon la nature de I’échantillon a analyser.

- Reprendre le tube issu du prétraitement et contenant 200 pl d’Ethanol absolu
et venant d’étre agité vigoureusement 15 secondes.

- Mettre ce mélange dans une colonne QIAamp® posée sur un microtube

- Centrifuger 1 minute a 8000 Tours/min (6000g)

- Jeter le tube et mettre la colonne sur un autre microtube

- Ajouter 500 pl de tampon AW1

- Centrifuger 1 minute a 8000 Tours/min

- Jeter le tube et mettre la colonne sur un autre microtube

- Ajouter 500 pl de tampon AW2

- Centrifuger 3 minutes a 13000 Tours/min

- Jeter le tube

- Poser la colonne sur un microtube de récupération finale

- Ajouter 50 pl de tampon AE et incuber 1 minute a température ambiante

- Centrifuger 1 minute a 7500 Tours/min
Jeter la colonne : I’extrait recueilli peut étre conservé a -20°C avant amplification.

Afin de vérifier la limite de linéarité de ce protocole d’extraction, nous avons constitué
un sang total fictif : mélange de sang hyperleucocytaire (> 30 G/l) et de sang de patient
polyglobulique (Hb>17g /1), qui a été déplété d’une partie de son plasma. Nous avons réalisé
une gamme de dilution de ce sang fictif. Puis nous avons contaminé chaque tube de la gamme
avec une quantité constante de suspension moyennement concentrée en levure (CFU). Nous

n’avons pas mis en évidence de probleme d’extraction quelle que soit la quantité d’ADN

humain en présence.
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6.3.5 Conservation et qualité des produits d'extraction

Les extraits sont soit immédiatement utilisés soit congelés a 20°C sous forme

d’aliquots permettant de conserver I’ADN extrait plusieurs années.

Lors des premiéres extractions sur suspensions de levures, nous avons quantifié I'ADN
obtenu par lecture de la densité optique a 260 nm et évalué I'absence de contamination
protéique a 280 nm. La quantit¢ d'’ADN simple ou double brin a été calculée par
spectrophotométrie en mesurant la densité optique (DO) a 260 nm et a 280 nm. Concentration

(ng/ml) = 50 X Facteur de dilution X DOsgq.
L'absence de contamination protéique est évaluée par le rapport DO0/DOzg9 qui doit

étre compris entre 1,7 et 2. Si le rapport est inférieur a 1,7, il existe une contamination

protéique nécessitant un traitement adapté.
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6.4 Amplification de I'ADN par PCR classique

6.4.1 Choix de la cible

Pour notre étude, nous avons choisi d’amplifier la région 5.8S rDNA du genre
Candida sp. Pour cela nous avons réalisé une PCR nichée d’apres les travaux de Bougnoux et

al., en 1999,
6.4.2 Les Amorces

La premiére PCR utilise comme couple d’amorces externes les amorces universelles
spécifiques de Candida sp. (ITS1 et ITS4), pour amplifier les espaceurs intergéniques des
ADN ribosomaux du genre Candida sp.

Amorce ITS1: 5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
Amorce ITS4: 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°

Puis la seconde PCR utilisera des amorces internes décrites dans le tableau ci-

dessous :
Séquences d’oligonucléotides utilisées dans la PCR nichée
Espéces (N° Genbank) Séquence 5' > 3’ Position Taille T:(%C)
et amorces

C. albicans (LAT7111)

Oligonucleotide 1: CALI AACTTGCTTTGGCGGTGGGC 73 386 66

Oligonucleotide 2: CAL3 TGGACGTTACCGCCGCAAGC 439
C. tropicalis  (1L47112)
Oligonucleotide 1: CTR1 ATTTCTTTGGTGGCGGGAGC 73 373 57
Oligonucleotide 2: CTR3 GGCCACTAGCAAAATAAGCG 426
C. glabrata (LA47108)
Oligonucleotide 1: CGLI ATGCTATTTCTCCTGCCTGC 128 234 57
Oligonucleotide 2: CGL3 TGNATCCACTGGGAGAACTC 342
C. parapsilosis (L47109)
Oligonucleotide 1: CPALI GCCAGAGATTANACTCAACC 123 336 55
Oligonucleotide 2: CPA3 GGAAGAAGTTTTGGAGTTTG 439
C. krusei (LAT7113)
Oligonucleotide 1: CKR2 ACTACACTGCGTGAGCGGAA 43 360 55
Oligonucleotide 2: CKR3 AAAAAGTCTAGTTCGCTCGG 383

Position = Position dans la séquence [TS

Taille = Taille du fragment exprimée en paire de bases

T°C = Température d’hybridation (annealing) exprimée en degré Celsius
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6.4.3 PCR externe spécifique du genre Candlida

* Préparation du Mix [Fig. 11]

: Prise d’essai  Concentration finale

Réactifs obtenue (sur 50 pl)
Tampon 10 X Sl 1 X
MgCl, a 25 mM 3ul 1,5 mM/1
Précurseurs nucléotidiques dNTPs I pl
(10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) de chaque 200 pM/ 1
Amorce sens ITS1 (10 pmol/pl) 2 pl 0,4 nM/ 1
Amorce antisens ['TS4 (10 pmol/ul) 2 ul 0,4 uM/ 1
Taq Polymérase (5 U/ul) 0,5 pl
Eau pour biologie moléculaire 28,5 ul

Répartir le Mix dans les tubes a PCR : 45 pl par tube.

Recouvrir d’une goutte d’huile le mélange réactionnel (Mix) pour le protéger de toute
contamination environnementale.

Ajouter 5 pl d’ADN fraichement extrait ou décongelé, a travers I’huile de surface

Obturer les tubes.

Déposer les tubes dans le Thermocycleur Perkin-Elmer” 2400.
* Programmation de [’amplification :

19) 95°C, 5 minutes pour activer la Taq-Polymérase et dénaturer I’ ADN
2%) 35 cycles de PCR : - 94°C, 20 secondes (dénaturation)
- 55°C, 15 secondes (hybridation)
- 72°C, 65 secondes (élongation)
3%) 72°C, 15 minutes (élongation finale)
4%) 4°C, infini.
Obtention du produit de la 1 PCR.

*Révélation :

L’obtention de produits-PCR de taille attendue a été vérifiée par électrophorése sur gel.
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Figure 11 : PCR classique : externe spécifique du genre Candida
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Figure 12: PCR classique : interne spécifique d'une espéce de Candida (PCR nichée)
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6.4.4 PCR interne spécifique des especes de Candida (PCR nichée)

* Amorces et préparation du Mix [Fig. 12]

Nous avons utilisé la méme base de Mix que pour la premiére PCR, seuls changent les

couples d’amorces qui sont spécifiques d’especes.

L Prise d’essai ~ Concentration finale

Réactifs obtenue (sur 50 pl)
Tampon 10 X S5ul 1,5 mM/ 1
MgCl, a 25 mM 3ul 1,5 mM/ |
Précurseurs nucléotidiques dNTPs 1 pl
(10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) de chaque 200 uM/ 1
Amorce sens spécifique d’espéce 2 ul 0,4 uM/ 1
(10 pmol/ul)
Amorce antisens spécifique d’espéce 2 ul 0,4 pM/ 1
(10 pmol/pl)
Taq Polymérase (5 U/ul) 0,5 pl
Eau pour biologie moléculaire 28,5 ul

[l faut donc préparer cinqg Mix : un par espece de Candida.

Pour la recherche de C. albicans, le couple d’amorces est CAL1 — CAL3 avec une
température d’hybridation propre a ce couple de 66°C.

Pour la recherche de C. trapicalis, le couple d’amorces est CTR1 — CTR3 avec une
température d’hybridation propre a ce couple de 57°C.

Pour la recherche de C. glabrata, le couple d’amorces est CGL1 — CGL3 avec une
température d’hybridation propre a ce couple de 57°C.

Pour la recherche de C. parapsilosis, le couple d’amorces est CPA1 — CPA3 avec une
température d’hybridation propre a ce couple de 55°C.

Pour la recherche de C. krusei, le couple d’amorces est CKR2 — CKR3 avec une

température d’hybridation propre a ce couple de 55°C.
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Répartir le Mix propre a chaque espéce dans les tubes a PCR : 45 pL par tube.

Recouvrir d’une goutte d’huile le mélange réactionnel (Mix)

Ajouter 5 pL du produit d’amplification obtenu par la 1% PCR (prélevé a travers
I’huile).

Obturer les tubes.

Déposer les tubes dans le Thermocycleur Perkin Elmer® 2400.
* Programmation de l’amplification :

1%) 95°C, 5 minutes pour activer la Taq-Polymérase
2%) 35 cycles de PCR : - 94°C, 20 secondes (dénaturation)
- Ici la température d’hybridation est spécifique de
chaque couple d’amorces donc de chaque espece de Candida.
- 72°C, 65 secondes (élongation)
3%) 72°C, 15 minutes (élongation finale)

4% 4°C, infini.

Notons ici que les températures propres a chaque couple d’amorces spécifiques nous
ont permis d’apparier les amplifications pour des programmations communes du
thermocycleur. Ainsi nous avons pu disposer sur un méme thermocycleur la recherche de C.
tropicalis avec celle de C. glabrata, la recherche de C. parapsilosis avec celle de C. krusei

dans un second temps ou sur un autre thermocycleur, tandis que les tubes pour C. albicans

doivent étre placés seuls.
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* Revélation :

La révélation est réalisée par électrophorése en gel d’agarose a 2% contenant un
colorant fluorescent des acides nucléiques: GelStar® Nucleic Acid Gel Stain (FMC
Bioproducts”, Rockland, Maine, USA).

L’amplicon (15 pl) et 3 pl bleu de bromophénol (pour visualiser le front de migration
et d’alourdir le produit) ont ét¢ déposés dans les puits de ce gel.

Sur chaque gel, un témoin positif d’ADN de Candida amplifié pour la ou les especes
concernées, un témoin négatif (eau distillée), et un marqueur de taille (encore appelé témoin
de poids moléculaire) ont systématiquement été déposés.

- Préparation des gels :

- 2 % d’agarose dans 100 ml de tampon TBE 0,5X pour électrophorése.
- GelStar™ 1 pul / 100 ml de gel

- Migration :
- Le gel est immergé dans une cuve a électrophorése contenant du tampon TBE
- Dépot des produits d’amplification des deux PCR dans des puits de migration
avec du Cyanol Dye Bromophenol Blue® (encore appelé tampon de charge).

- L électrophorése est réalisée en 1 heure sous une tension de 130 V.

- Lecture :

Elle est réalisée sous rayonnement ultraviolet (312nm) ; on photographie le gel.
Les tailles des amplicons attendus doivent étre de :

- 386 pb pour C. albicans,

- 373 pb pour C. tropicalis,

- 234 pb pour C. glabrata

- 336 pb pour C. parapsilosis

- 360 pb pour C. krusei
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6.5 Adaptation sur LightCycler ® (Roche Diagnostics®)

6.5.1 Intéréts de |I'adaptation de la technique classique

en une PCR temps réel

La PCR nichée étant longue et fastidieuse, il nous a paru judicieux d’adapter cette

technique sur 1’automate LightCycler® Roche Diagnostics®.

La PCR en temps réel présente plusieurs avantages :
-rapidité de la phase d’amplification et lecture en temps réel voire a la fin des
cycles d’amplification soit aprés 1 heure maximum.

-meilleure sensibilité par un systéme de lecture plus performant qu’une

électrophorese sur gel.
-meilleure tragabilité des séries de PCR
-capillaire de petite taille donc deux fois moins consommateur de Mix
Nous avons donc pensé pouvoir développer une technique d’analyse plus rapide sans

perte de sensibilité ni de spécificité, réduisant ainsi le délai de rendu de résultat aux cliniciens

accélérant ainsi la démarche thérapeutique éventuelle.
6.5.2 Extraction, amorces et SYBR®Green pour la PCR en temps réel
* Extraction
Nous avons utilisé les mémes kits et protocoles d’extraction qu’en PCR classique.

* Choix des amorces

Nous avons également utilisé¢ les mémes amorces et leur température d’hybridation,

que précédemment, pour la premiére comme pour la seconde PCR.

111



Par conséquent nous avons pu apparier la recherche de C. tropicalis avec celle de C.
glabrata (57°C), la recherche de C. parapsilosis avec celle de C. krusei (55°C) dans une
seconde série, tandis que les capillaires pour C. albicans devaient étre placés seuls (66°C).

* Agent intercalant SYBR*Green

Nous avons choisi le marquage des amplicons natifs a ’aide de 1’agent intercalant
SYBR®Green pour des raisons pratiques : I’absence de conception de sondes et I’adaptation
des travaux de Bougnoux et al., repris précédemment, sur I’automate de PCR en temps réel
Li ghtCyclcr® Roche Diagnostics®.

* Adaptation du Mix

Il nous a fallu adapter la concentration de MgCl,.

Nous avons également réalisé divers essais permettant de retenir le nombre optimal de

cycles d’amplification.
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6.5.3 PCR spécifique du genre Candlida

* Amorces

Nous avons réalisé¢ une premiére PCR tout a fait superposable a la premiére PCR

classique : les amorces universelles spécifiques pour des ADN ribosomaux du genre Candida

sp. (ITS1 et ITS4).

Amorce ITS1: 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
Amorce ITS4: 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

* Préparation du Mix

Le Mix est constitué¢ de tampon SYBR®Green reconstitué, de MgCl, 4 25 mM, des

amorces sens ITS1 et antisens ITS4, et d’eau pour biologie moléculaire.

) Prise Concentration finale
Réactifs d’essai obtenue (sur 20 pl)
Tampon SYBR®Green reconstitué 2 pul
MgCl, 225 mM ppf e i gy
Amorce sens (10 pmol/pl) 0,4 pl 0,2 uM/ 1
Amorce antisens (10 pmol/pl) 0,4 nl 0,2 uM/ 1
Eau pour biologie moléculaire 10,2 pl

Le tampon SYBR®Green contient : le tampon, le SYBR®Green, les précurseurs

nucléotidiques dNTPs, la Taq Polymérase et 1 mM de MgCl,,
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* Préparation des capillaires

- Déposer le nombre de capillaires LightCycler® (20 pl) nécessaires sur le portoir
spécial réfrigéré a + 4°C ou “cooling-bloc™.
- Distribuer 15 pl de Mix dans chaque capillaire.
- Pour le témoin négatif : 5 pl d’eau pour biologie moléculaire sont ajoutés aux 15 pl
de Mix et le capillaire est immédiatement fermé sous la hotte.

- Couvrir les capillaires avec le couvercle du “cooling-bloc”

* Ajout de I’ADN extrait (pi¢ce d’extraction)

- Ajouter 5 pl d’ADN fraichement extrait ou décongelé dans chaque capillaire.

- Pour le témoin positif : 5 pl d’ADN de témoin positif sont ajoutés aux 15 pl de Mix.
- Fermer chaque capillaire a I’aide d’un bouchon adapté.

- Centrifuger 15 secondes a 3000 Tours/min (descente au fond des capillaires et

mélange avec le Mix).
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* Programmation du LightCycler®

Aprés avoir distribuer les capillaires sur la couronne du LightCycler™, la

programmation du LightCycler” est donc la suivante :

1- Incubation préalable : 8 minutes a 95°C (dénaturation I’ADN et activation de la
Taq-polymérase) avec une vitesse de chauffe S de 20°C/seconde.
2- Amplification : 45 cycles thermiques tels que :
- dénaturation a 95°C pendant 10 secondes
- hybridation a 62°C pendant 10 secondes
- ¢longation a 72°C pendant 25 secondes
3- Courbes de fusion (melting curves) : 1 cycle thermique tels que :
- dénaturation a 95°C pendant 15 secondes
- réhybridation a 71°C pendant 10 secondes
- chauffe progressive jusqu’a 95°C par palier de 0,05°C/sec (=S)
4- Refroidissement : 40°C pendant 30 secondes (avec S= 20°C/sec) puis température

ambiante a I’infini.

La fluorescence est mesurée a chaque cycle en fin d’élongation.

* Interprétation d’un signal

Les données d’amplification ont été collectées en temps réel et analysées par le
logiciel de I’automate LightCycler®.

Un résultat positif s’observe par un décrochement sur la courbe de fluorescence.

Le nombre de cycles d’amplification nécessaire pour obtenir ce décrochement est

fonction de la quantité d’ADN présente au départ dans 1”échantillon.
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6.5.4 PCR spécifique des espéces de Candlida

Dans un premier temps nous avons réalisé une PCR nichée c'est-a-dire reprenant les
amplicons de la premiere PCR avec les amorces spécifiques d’espéce; mais nous avons

observé de nombreux misappariements (hybridations non spécifiques).

C’est pourquoi nous avons modifié notre stratégie : nous réalisions une 1°® PCR avec
les amorces ITS1-ITS4 afin d’affirmer ou non la présence du genre Candida. En cas de
positivité, les couples d’amorces spécifiques d’espéces ¢étaient alors utilisés directement sur
les produits d’extraction issus de la suspension de levures ou du prélévement humain [Fig. 13].

* Amorces et préparation du Mix

Nous avons utilisé la méme base de Mix que pour la premiére PCR LightCycler®, seul

changent les couples d’amorces qui sont spécifiques d’especes [Fig. 13].

[l faut done préparer cinq Mix : un par espéce de Candida.

* Préparation des échantillons
Pour cette étape, nous avons procédé de maniére identique a la PCR spécifique de

genre sur LightCycler®. Le Mix propre a chaque espéce est distribu¢ dans des capillaires

séparés : 15 pl par capillaire ainsi que 5 pl d’ADN extrait.
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* Programmation du LightCycler”

La programmation du LightCycler® est identique 4 celle pour la PCR spécifique du
genre Candida, seul change le nombre de cycle et les températures d’hybridation, spécifiques

de chaque couple d’amorces donc de chaque espéce de Candida recherchée.

Pour la recherche de C. albicans, le couple d’amorces est CAL1 — CAL3 avec une
température d’hybridation propre a ce couple de 66°C.

Pour la recherche de C. fropicalis (couple d’amorces CTR1 — CTR3) et la recherche
de C. glabrata (couple d’amorces CGL1 — CGL3) la température d’hybridation commune aux
deux couples d’amorce est de 57°C.

Pour la recherche de C. parapsilosis (couple d’amorces CPA1 — CPA3) et la recherche
de C. krusei (couple d’amorces CKR2 — CKR3) la température d’hybridation commune aux

deux couples d’amorce est de 55°C.

La fluorescence est mesurée a chaque cycle en fin d’élongation.
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* Exploitation des données

Les données d’amplification sont ensuite exploitées par le logiciel de I’automate

LightCycler® de la méme fagon que pour la PCR spécifique du genre Candida.

Amorce Amorce
ITS1 ITS3
e <>
ITS” ITS2
18 S 588 ) 288
<_
Amorce

IT82 Amorce

T ITS4

CKR3 et CKR2Z

CAL 1 et CAL 3
ou CTR1 el CTR
ou CGL1 et CGL:Z
ou CPA1 et CPA:Z

Figure 13 : PCR spécifique d'une espéce de Candida en technique LightCycler®

utilisant les amorces spécifiques d'espéces directement sur les produits d'extraction

issus de la suspension de levures ou du prélévement humain,
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6.6 Essais sur le sang total de patients

Apres I’optimisation de la technique sur culture, nous avons procédé a son application

sur échantillons humains.
6.6.1 Sélection des patients

Ces essais prospectifs ont été réalisés sur une période de six mois.

Nous avons pratiqué des prélevements chez 48 sujets “sains” de consultations

externes. Ces derniers constituent notre groupe de témoins négatifs.

Nous avons limité le recrutement des patients a deux services du CHR de Metz : le
service de réanimation chirurgicale et celui d’onco-hématologie ; I'unité de réanimation de
chirurgie cardiaque étant exclue.

Le recrutement de ces deux services correspondait aux patients a risque élevé pour le
développement de candidose invasive, selon d'une part, I’épidémiologie et la
physiopathologie de I"agent infectieux Candida et d’autre part, selon la propre épidémiologie
du Centre Hospitalier Régional durant les 12 mois précédents (8 cas en réanimation, 1 cas en

onco-hématologie et 2 cas dans deux autres services pour un total de 7 déces).

L’inclusion a été laissée a la discrétion des médecins-cliniciens selon leurs suspicions

cliniques et selon les tableaux pathologiques auxquels ils étaient confrontés.

Ces patients ont €été classés comme ayant une candidémie prouvée, probable ou

possible en application des critéres diagnostiques de ’TEORTC. [Annexes n°3 et 4].

Selon cette classification, les 17 patients inclus se répartissent ainsi :
- Candidose invasive prouvée pour deux d’entre-eux
- Aucun patient suspect de candidose probable

- Candidose possible pour 15 d’entre-eux
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6.6.2 Techniques de diagnostic de référence

Bien qu’elles ne soient pas un véritable « gold standard» pour le diagnostic des
candidoses a dissémination hématogene, nous avons choisi les hémocultures comme méthode
de référence. Le systéme utilisé au CHR était le Bioargos ® de Biorad *.

Chaque prélévement pour PCR-Candida devait s’accompagner d’un couple de flacons
a hémoculture (aérobie et anaérobie) prélevé immédiatement avant ou aprés le tube pour PCR

et sur la méme ponction veineuse ou voie d’abord périphérique.

La recherche plus ou moins combinée d’antigene et d’anticorps de Candida sp., selon

les Kits Platélia® Candida, n°a pas été systématiquement prescrite par les médecins cliniciens.

6.6.3 Extraction de sangs totaux de patients

Le sang des patients a été prélevé sur tubes anticoagulants EDTA (Bouchon violet).
Ces tubes ont été rapidement acheminés a 1’unité de biologie moléculaire du laboratoire de
Microbiologie, si nécessaire ils étaient stockés, par le centre de tri, a + 4° C pour la nuit.

L’extraction a été réalisée a I’aide du kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen®,
Courtaboeuf, France) et précédée d’un prétraitement selon le protocole précédemment décrit.

Si les extraits n’étaient pas techniqués immédiatement, ils étaient congelés a -20°C.

6.6.4 Techniques de PCR

La recherche d’ADN candidosique a été effectuée grace a la technique de PCR en
temps réel en prenant tout d’abord les amorces externes puis, en cas de positivité de cette
premiére PCR, en réalisant une seconde amplification avec des amorces spécifiques d’espéce.

Toutefois, durant cette période d’inclusion, en cas de négativité de I’hémoculture et de
la PCR spécifique du genre Candida, nous avons décidé de réaliser également une PCR

spécifique d’espéce chez tous patients prélevés.
p p p p
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7 RESULTATS
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7.1 PCR classique

7.1.1 Détection du produit d'amplification

Les couples d’amorces spécifiques d’espéces de Candida ont permis d’amplifier les

fragments de longueur variable, par PCR nichée.

L’amplicon observé mesure :- 386 pb pour C. albicans,
- 373 pb pour C. tropicalis,
- 234 pb pour C. glabrata
- 336 pb pour C. parapsilosis
- 360 pb pour C. krusei

7.1.2 Spécificité [Fig.14]

Les amorces ITS1-ITS4 ne possédent quune spécificité pour le genre Candida. Les
cing couples d’amorces spécifiques d’especes utilisées dans la PCR nichée ont bien conduit
au fragment annoncé dans la publication de référence (Bougnoux et al.).

Nous n’avons pas observé de probleme d’identifications croisées avec les souches

ayant servies aux extractions (environ 5 souches/espéces).

Les épreuves de charge des produits d’extraction de suspension de levure, par de
’ADN humain, ainsi que leur contamination avec des extraits d’ADN d’autres
microorganismes n’ont montré aucune interférence.

-que ce soit lorsqu’ils ont bénéficié des cinq PCR nichées d’espéces

- ou lors de mélange de produits d’extraction d’une des espéces de Candida avec un

des trois micro-organismes testés (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus

Jumigatus).
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Candida albicans

386 pb ——b

Candida glabrata

Puits 1 : C. glabrata
Puits 2 :C. krusei
Puits 3 : C. albicans
Puits 4 : C. tropicalis

Puits 5 : C. parapsilosis

Puits 1 : C. albicans
Puits 2 : C. glabrata
Puits 3 : Bande aspécifique
Puits 4 : Bande aspécifique

Puits 5 : Témoin négatif

Figure 14 : Spécificité d’espéce en PCR nichée classique

4= 234 pb

Absence d’amplification croisée entre les amorces d’une espéce et d’autres especes
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7.1.3 Sensibilité [fig. 15]

Le systeme de PCR nichée réalisée dans notre étude n’a pas permis de retrouver les

mémes sensibilités que Bougnoux et al.

La sensibilité obtenue par notre technique étant 10° & 10" fois moins sensible selon les

especes :
Poids Température Bougnoux | Nos résultats (/1)

moléculaire | d’hybridation(°C) | etal (/ ??) en PCR nichée
ITS1-ITS4 nc 55 nc Non mesurable

C. albicans 386 66 1 fg 10 pg

C. tropicalis 373 57 1fg 10 pg

C. glabrata, 234 57 1 fg 1 mg

C. parapsilosis 336 35 1fg 10 pg

C. krusei 360 55 0,1 fg 10 pg

Pour mémoire : nano= 10" picc|=10'Iz fento=10"
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€« Sens de migration €

<82 g

<10 pg

+« 1pg (soit 10 g/l
+ 100 ng

«< 10ng

« 1ng (soit 10™ g/l)
100 pg

f

10 pg
1 pg (soit 10712 g/l)

100 fg

10 fg
1 fg (soit 107 g/1)

L S S R |

+«Témoin de migration

<+Témoin positif
«Témoin négatif

Figure 15 : Sensibilité de la PCR nichée avec C. albicans,

obtenue en testant une gamme de dilution.

Rappelons ici que 10 C.F.U.= 100 fg de DNA fungique [107]. Afin de ne pas avoir de
probléme d’identification, nous nous sommes attachés a trouver la concentration de MgCl,
donnant des bandes spécifiques identifiées en regard du témoin de poids moléculaires.

Cette adaptation a également permis de s’affranchir des rares misappariements

observés au début de la mise au point technique.

Nous avons pu vérifier que la spécificité des amorces et par conséquent de la PCR

nichée est bonne (voisine de 100%).

125



7.2 PCR en temps réel

7.2.1 Sur suspensions de levures

7.2.1.1 Adaptation sur LightCycler”
7.2.1.1.1 Mélange réactionnel (Mix)

Il nous a fallu adapter la concentration de MgCl; en raison de la forte sensibilité de la
technique de PCR en temps réel et du systétme de thermocyclage a air pulsé qui induisaient
des misappariements (ou mismaiches) en quantité non négligeable. Néanmoins, comme pour
toute PCR, une majoration de la concentration en MgCl, augmente la sensibilité mais diminue
la spécificité.

Nous avons donc réalisé différents essais avec des concentrations allant de 2,5 a 6,5
mM/I de concentration finale dans le mélange réactionnel a amplifier. Nous avons alors pu
retenir 3,5 mM/ | comme concentration finale optimale intra-capillaire n’induisant pas de

misappariements notables.

En vue de I"application de la technique a du sang total de patient, nous avons ensuite
cherché a optimiser la quantité¢ d’échantillon ¢’est-a-dire le ratio entre quantité d’amorces /
quantité d’ADN en présence. Nous avons repris notre modeéle de sang total fictif tel que
précédemment décrit. Celui-ci a bénéficié d’une extraction de son ADN humain a I’aide du kit
Qiagen®™. A partir de ce produit d’extraction nous avons réalisé une gamme de dilution de 50
ng/pl de raison, allant de 500 a 50 ng/pul d’ADN humain. Puis nous avons procédé a la
contamination de chaque tube de la gamme par la méme quantité moyenne d’ADN de levure
extrait. Ces essais nous ont permis de conclure qu’aucune interférence n’était observée
jusqu’a 300 ng/ul d’ADN génomique humain. Au-dela de 300 ng/ul et surtout a partir de 400
ng/pl, nous avons observé d’une part une baisse de sensibilité : augmentation du nombre de
cycle nécessaire a I’obtention d’un signal de fluorescence ; et d’autre part une perte de
spécificité observée au niveau de la courbe de fusion : pic de température de fusion (Tm)
moins haut et moins étroit. Rappelons ici que le seuil trés élevé de 300 ng/pul d’ADN

génomique humain, ne peut étre rencontré dans aucune situation clinique.
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Au final, nous avons arrété la composition suivante pour le Mix :

) Prise Concentration finale
Réactifs d’essai obtenue (sur 20 pl)
Tampon SYBR"Green reconstitué 2 ul
MgCl; a 25 mM 2l 3,5 mM/ |
Amorce sens (10 pmol/ul) 0,4 pl 0,2 uM/ 1
Amorce antisens (10 pmol/ul) 0,4 pl 0,2 uM/ 1
Eau pour biologie moléculaire 10,2 pl

Le tampon SYBR®Green contient : le tampon, le SYBR®Green, les précurseurs

nucléotidiques dNTPs, la Taq Polymérase et 1| mM de MgCl,,

Ce Mix est identique pour les 2 PCR en temps réel, seul change les couples d’amorces.
Toutefois, pour la PCR spécifique d’espéce, il faut préparer cinqg Mix : un par espéce

de Candida.

7.2.1.1.2 Programmation du LightCycler®

Nos essais ont permis de retenir 45 cycles d’amplification comme valeur optimale

pour les amorces ITS1-1TS4 et 40 cycles pour les amorces spécifiques d’especes.

Concernant la température d’hybridation pour les amorces ITS1-ITS4, nous avons
effectué des essais allant de 52°C a 63°C. Nous avons retenu la température optimale de 62°C
soit 7°C supplémentaire en comparaison a celle de la PCR spécifique de genre en PCR
classique.

Pour chaque couple d’amorces spécifiques d’espéce non-albicans, nous avons effectué
des essais de température d’hybridation allant de 52°C a 63°C. Les températures optimales
retenues étaient les mémes que celles employées pour la PCR nichée. De méme, la
température d’hybridation pour le couple d’amorces CAL1-CAL3 retenue était identique a

celle en PCR nichée soit 66°C.
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7.2.1.2 Détection du produit d’amplification

Les amplicons, quelle que soit leur taille, sont détectés par marquage SYBR® Green
qui s’est lié au double brin d’ADN néo-formé. La fluorescence émise par cet agent
intercalant, est lue a 530 nm, a la fin de la phase d’élongation ; la quantité croissante des

produits de PCR peut étre suivie cycle aprés cycle, en temps réel.

7.2.1.3 Spécificité

Ce sont également les mémes extraits de souches de différents champignons qui ont
été testés. Les cinq especes de Candida choisies ont été¢ amplifiées. Pour les deux PCR en
temps réel I’identification des amplicons a été réalisée dans un premier temps par la
température correspondant au pic de la courbe de fusion (melting point). Pour nous assurer de
la nature de I’amplicon nous avons réalisé une contre-centrifugation des capillaires sortis de
LightCycler® : accumulant ainsi le produit d’amplification dans la partie supérieure du
capillaire. Ces amplicons ont été repris pour bénéficier d’une migration électrophorétique en
gel d’agarose selon notre protocole de PCR classique. Nous avons comparé chaque spot de
migration au témoin de poids moléculaire et confirmé ainsi I’identification, de genre pour la
premiere PCR ou d’espéce. Que ce soit entre les cing espéces de Candida considérées ou avec
les trois autres microorganismes testés comme précédemment en PCR classique, nous n’avons
pas rencontré de probléme d’identification. La spécificité de ce systéme est donc bien

conforme a celle attendue.
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7.2.1.4 Sensibilité

Comme pour la technique précédente, la sensibilité a été testée pour les deux PCR et a

chaque série par notre gamme étalon.
Pour la PCR spécifique du genre Candida, nous avons obtenu un seuil de détection a
10 pg/l pour C. albicans, C. tropicalis, C. krusei et C. parapsilosis tandis qu’il n’était que de

100 pg/l pour C. glabrata.

Pour la PCR spécifique d’une espéce de Candida, nous avons obtenu les résultats

suivants :
Nos résultats (/1)
Poids Température | Bougnoux et PCR PCR temps
moléculaire | de fusion(°C) al (/ 77) nichée réel
ITS1-ITS4 nc nc Non Réal. 10 pg
C. albicans 386 86 1 fg 10 pg 1 pg
C. tropicalis 373 83 1 fg 1 pg 1pg
C. glabrata, 234 85 1fg 1 mg 100 pg
C. parapsilosis 336 84 1fg 1 pg 100 fg
C. krusei 360 90 0,1 fg | pg 100fg
Pour mémoire : nano= 10" pico=10"2 fento=10"°

La sensibilité obtenue avec la PCR en temps réel spécifique d’espéces est donc

supérieure a celle que I’on observe par la technique de PCR classique.
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7.2.2 Sur sang total de patients

Toutes les PCR en temps réel pratiqués chez les 48 témoins ont été négatives.

Selon la classification des critéres diagnostiques de I’EORTC, en 6 mois nous avons

pu inclure 17 patients dans notre étude.
Parmi eux nous avons obtenu les résultats suivants :
7.2.2.1 Patients ayant une candidose invasive prouvée

* Patient SCH [Fig. 16 a 19]

Cet homme, diabétique , de 47 ans est atteint d’une pancréatite aigiie.

Ce patient est hospitalisé le 11 novembre, via le service d’urgence, dans le service
d’hépato-gastro-entérologie. Aprés 24 heures, son état se décompense et il est admis en
réanimation pour un syndrome de détresse respiratoire aigué avec hyperthermie et
hyperleucocytose (20.000 /L) a polynucléaires. A partir du 12 novembre, des flacons
d’hémocultures ont été prélevés toutes les 8 heures chez ce patient. Jusqu’au 18 novembre
aprés-midi inclus ils étaient tous stériles. Dans I’attente de ces résultats et compte tenu du
tableau clinique, les réanimateurs ont instauré une antibiothérapie a large spectre associant
Tiénam®™, Ciflox” et Targocid®. L’hémoculture prélevée le 18 novembre a 22h30 mettra 48
heures pour étre détectée positive par 1’automate a hémocultures (Bioargos®, Biorad®).
L’identification par culture conduira au diagnostic de Candida glabrata. Cette souche sera
également retrouvée sur I’extrémité d’un cathéter veineux périphérique le 24 novembre. Le 20
novembre, dés les résultats de I’examen direct communiqués, le patient bénéficie de
Iinstauration d’un traitement antifongique par Triflucan® tandis qu’il développe une
insuffisance rénale. Les hémocultures étant encore positives le 29 novembre, le Triflucan® est
remplacé pour de I’Abelcet”. La derniére hémoculture & Candida Glabrata sera retrouvée le 4
décembre. Compte tenu de la pathologie pancréatique de ce patient, I’infection & Candida
glabrata a été rapportée d’origine digestive, tandis que la location sur cathéter en était une

localisation métastatique.

Par la suite le patient est sorti du centre hospitalier en février.
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Durant la période ou les hémocultures aérobies étaient positives a Candida glabrata, 7
prélevements pour PCR ont été effectués, tous sous traitement antifongique. Avec la PCR, un
échantillon sur les 7 s’est positivé. A noter que pour les 6 PCR négatives, les deux techniques
de PCR en temps réel ont été prises en défaut. Signalons enfin que compte tenu de la certitude
diagnostic par hémoculture, les tests Platelia Biorad e Antigéne et Anticorps n’ont pas été

demandés chez ce patient.
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3 LighiCycler Data Analysis (Adminisirateur) - [PATIENT SCH : F1; PCR sep 3]
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Figure 16 : Partie supérieure : Cycle d’amplification, chauffe de 0,05°/seconde puis fusion de I’ADN
Partie inférieure : Apparition du signal selon le nombre de cycle, Threshold (Ct)
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Figure 17 : Partie supérieure : Cycle d’amplification, chauffe de 0,05°/seconde puis fusion de I’ADN
Partie inférieure : Extinction de fluorescence, courbe de fusion de 23 capillaires du cycle.

132



File: CAL AVIGE WPATIENT SCH._.. .ABT Proaram: COURBE DE FUSION Run By: Admiristrateur
Run Dala Prird Dale: Movember

F uorescence (F1)

40+

20~

I 1 g 0 1 i ] 1 ¥ i v ] i ] 1 ' ]
800 B2C 840 000 680 TOO 70 T40 TOO0 780 S00 820 B840 SO0 S0 000 O20 040

Temperature (°C)

Digltal Filler: Enabled Caleulation Method: Pobynemial

Celor Compargation: O

Figure 18 : Courbe de fusion des capillaires concernant le patient SCH
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Figure 19 : Détermination des Tm
Températures de fusion identiques pour le prélévement de sang du patient SCH,
la souche isolée dans ses hémocultures et notre souche de référence.
Absence de Tm pour le témoin négatif.
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* Patient BOU

Cet homme est atteint d’un adénocarcinome colique.

Il bénéficie d’une chimiothérapie pré-opératoire, lorsque le 19 février il doit étre
hospitalisé en raison d’une hyperthermie avec hyperleucocytose a polynucléaires
neutrophiles. Les hémocultures d’entrée seront négatives. Le 3 mars il présente des fausses
membranes oro-pharyngées dans lesquelles I’examen microbiologique objectivera la présence
d’une souche de Candida glabrata et de Streptococcus non groupable. Le 6 mars le patient
développe une occlusion colique avec ascite carcinomateuse et doit étre opéré puis transféré
en réanimation. Le 25 février, alors que le tableau infectieux persiste sous antibiothérapie a
large spectre, une hémoculture est prélevée et sera positive a Candida glabrata. 1.e méme jour
deux prélévements pour PCR ont été réalisés. Le 12 mars, la présence significative de
Candida glabrata était retrouvée dans une coproculture. Malgré le traitement anti-infectieux
entrepris, le tableau clinique s’est aggravé conduisant au décés du patient.

Les PCR en temps réel réalisées sur le sang total de ce patient se sont révélées

négatives.

7.2.2.2 Patients ayant une candidose invasive possible

Durant les 6 mois de I’étude, les médecins des services de réanimation et d’Onco-
Hématologie du CHR de Metz pouvaient demander un « prélévement pour recherche d’ADN
Candida par PCR en temps réel » devant toute suspicion de candidose invasive.

Pendant cette période, 15 prélévements de 15 patients différents sont parvenus au
laboratoire. Parallelement tous ont bénéficié de prélevement pour hémoculture.

Chez ces 15 patients les hémocultures et les PCR se sont toutes avérées négatives.
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8 DISCUSSION
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Depuis les années 70, les candidoses profondes sont devenues un probléme majeur en
terme de fréquence, de morbidité et de mortalité chez les patients immunodéprimés :
neutropéniques, greffés de moelle osseuse, greffés d’organes (foie, poumons...), sidéens,
atteints d’une granulomatose septique chronique... D’autres formes de candidoses invasives
peuvent survenir chez des patients moins immunodéprimés, sous corticothérapie par exemple.
Depuis 1996, le genre Candida dans son ensemble est assimilé a un agent émergent des
infections nosocomiales hospitalieres [52].

Ce probléme touche essentiellement les Unités de Soins Intensifs de tous types
(pédiatrique, médicale, chirurgicale et cardiovasculaire) avec une diminution significative des
infections a Candida albicans et parallélement une majoration des candidémies & Candida
glabrata. Une des explications fournies a ce changement écologique est d’une part,
I"utilisation prophylactique de fluconazole et d’autre part, I’émergence des espéces non-
albicans peu affectées par les mesures de bonnes pratiques hygiénistes contre les bactéries

[163].

Le diagnostic de candidémie est difficile a établir chez les patients immunodéprimés,
car il s’appuie sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques; les techniques
d’imagerie digestive, pulmonaire et cardiaque étant souvent peu informatives. D’un point de
vue biologique, les examens mycologiques ne reflétent pas toujours 1’état infectieux réel du
patient (faux négatif). Quelle attitude adopter chez un patient fébrile et résistant a une
antibiothérapie a large spectre avec une recherche de candidose invasive négative malgré une
forte suspicion clinique ? Afin d’aider le clinicien dans ce cas de figure, une autre technique
serait utile pour confirmer ou non un résultat litigieux d’hémoculture ou de sérologie.

Les techniques de biologie moléculaire se développent dans tous les domaines
d’analyses biomédicales et en particulier en microbiologie (bactériologie, virologie,
parasitologie). Ces techniques sont réputées comme étant sensibles et spécifiques, apportant
une aide considérable dans le diagnostic et la prise en charge de nombreuses pathologies
infectieuses. La PCR semble donc étre un outil intéressant dans le cas de la candidose
invasive, car elle pourrait apporter un argument supplémentaire pour confirmer ou non un

diagnostic précoce, afin de pouvoir prendre en charge le plus rapidement possible le patient.
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8.1 Diagnostic biologique actuel

Le diagnostic biologique actuel comprend trois axes : ’identification d’aprés la culture
de prélevement périphérique, les hémocultures et les tests sérologiques (Ag, Ac).

Les prélévements non sanguins sont d’interprétation difficile entre colonisation et
véritable invasion. Par exemple, la positivité de prélévements peropératoires (péritoine,
médiastin) n’affirme pas obligatoirement I’infection mais peut ne traduire que le passage
momentané et fugace de levures présentes au niveau du tube digestif vers la cavité concernde.
Ainsi, la présence de levures dans un liquide péritonéal peut aussi bien traduire une
authentique péritonite que la contamination par les levures commensales du tube digestif lors
d’une intervention chirurgicale ou d’une perforation.

Bien qu’ayant bénéficié d’améliorations techniques (milieu, détection) les
hémocultures prélevées sur sang total, arrivent globalement a 50% de sensibilité¢ méme si leur
spécificité proche de 100% permet aisément le diagnostic de certitude. En cas de positivité, 24

4 48 heures supplémentaires sont nécessaires pour parvenir au diagnostic d’identification.

Les raisons de cette faible sensibilité des hémocultures vis-a-vis des levures, ne sont
pas univoques. Les Candida ne persistent que trés peu de temps dans la circulation sanguine
alors qu’ils n’y sont pas déchargés continuellement a partir du foyer originel, comme cela
peut étre le cas pour les infections bactériennes profondes. Ce faible inoculum explique une
part probablement importante de cette faible sensibilité alors que les problémes techniques ne
sont pas prépondérants. Actuellement, les milieux utilisés dans les automates avec agitation
permettent la croissance de la majorité des levures. Certains types de flacons comportent un
milieu spécifiquement dédié aux champignons, ce qui augmente légérement le seuil et
diminue le temps de détection. Ainsi la sensibilité¢ globale des hémocultures s’en trouve
légérement améliorée.

Ces flacons dits spécifiques pour la détection des agents mycologiques dans le sang,
sont certes abordés dans la littérature [74], mais leur place dans le diagnostic biologique n’y
est nullement définie : doivent-ils étre prélevés systématiquement en association avec les
traditionnels flacons d’hémoculture aérobie et anaérobie (majorant ainsi de fagon notable le

colt financier d’une telle démarche) ? Ou doivent-ils étre prélevés isolément en cas de fievre
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résistante a une antibiothérapie a large spectre dans un contexte clinique particulier ? Aucun

consensus ne semble étre dégagé en 2004 sur ce point [27].

La faible sensibilit¢ des hémocultures a stimulé¢ le développement de tests
sérologiques. En 1999, une équipe frangaise a démontré que la combinaison d’un test
d’antigénémie avec une recherche d’anticorps anti-candida, donnait une sensibilité cumulée
de 80% avec 93% de spécificité pour une valeur prédictive négative de 95%. Cependant,
compte tenu de la lente cinétique des anticorps, cette association sérologique ne permet pas le
diagnostic précoce des candidoses a dissémination hématogéne. En 2004, son intérét clinique
est évident : elle vient étayer une présomption clinique ou sert de surveillance réguliére et
ciblée (monitoring sérologique), permettant ainsi d’initier une thérapeutique antifongique plus
précocement. Néanmoins, cette technique n’est pas formellement retenue par la derniére

conférence de consensus des anesthésistes-réanimateurs de langue frangaise de mai 2004.

Dans un tel contexte, il nous paraissait donc opportun d’évaluer une nouvelle
technique diagnostique in vitro permettant de faire bénéficier au patient d’une thérapeutique
plus précoce et donc mieux adaptée au genre Candida sp. Nous avons alors orienté notre

étude vers la biologie moléculaire.
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8.2 Mise en place de la PCR classique au laboratoire

La mise en place de la PCR Candida présente diverses difficultés : le choix des

amorces, le type de prélévement, la composition du mélange réactionnel (Mix) de la PCR.
8.2.1 Choix du type de prélevement et du kit d'extraction

Le choix du type de prélévement & analyser en PCR est un point essentiel. Cependant,
la nature du prélévement le mieux adapté pour la PCR Candida ne fait pas I’unanimité dans la
littérature. L’avantage semble aller au sérum [16] mais certains auteurs ont préféré réaliser
une PCR directement sur flacon d’hémoculture ou de subculture. Suivant notre publication de
référence, nous avons débuté nos extractions a 1’aide du kit commercial Maestro Yeast Kit®
(Eurobio, Courtaboeuf, France).

Nous avons donc réalisé des extractions sur des suspensions de levures et obtenu des
produits d’amplification a I’aide de la PCR nichée. Nos résultats ont objectivé, pour cette
technique, une sensibilité moindre que celle de Bougnoux et al. Nous avons alors appliqué
cette méthode d’extraction a des sérums humains contaminés par des colonies de Candida.
Les résultats obtenus sur ces sérums et quelle que soit ’intensité de leur contamination, ont
confirmé notre impression forgée apres extraction de suspensions de levures : un manque
d’efficacité du Maestro Yeast Kit.

Nous avons alors recherché un autre kit commercial pour I’extraction de levures : le
kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen®, Courtaboeuf, France), disponible en France et reconnu
selon les données de la littérature, était validé pour I’extraction de I’ADN des levures sur
différents types de prélevements, dont le sang total. Ayant remarqué que I’étape de
centrifugation du sérum pouvait éventuellement conduire a une perte de levures (du sérum
vers la phase cellulaire : dans ou a la surface du culot), nous avons mené la suite de notre
étude sur sang total a I’aide de ce kit. Par la suite, nous avons appris que Maestro Yeast Kit.
avait été retiré du marché pour des motifs techniques, ce qui a conforté notre impression.

De plus, ce modele « sang total » se rapprochait des hémocultures, méthode de

référence actuelle.
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Nous avons observé que le kit QTAamp DNA Mini Kit® utilisé directement avec la
suspension de levures ne permettait pas une extraction compléte ce qui nous a conduit a
élaborer un protocole de prétraitement. Les produits issus de cette extraction ont alors
bénéficié de la PCR nichée selon les travaux de Bougnoux et al. Cette technique de PCR
nichée est discutable pour une application diagnostique puisqu’elle favorise les
contaminations et est trés longue car nécessite le temps de deux PCR. Disposant d’un outil
autorisant la PCR en temps réel au laboratoire de Microbiologie du CHR de Metz, il nous a

semblé judicieux de chercher a adapter ces amorces spécifiques a cette technologie moderne.

8.2.2 Publication de référence et choix des amorces

La majorit¢ des publications porte sur ’amplification d’une région hautement
conservée du géne codant pour I’ARNr 18S. La plupart des amorces 18 S sont pan-fongiques
et permettent d’amplifier PADN de tous les champignons pathogénes. Néanmoins le
polymorphisme de ce génome ribosomal est insuffisant pour permettre 1’identification
d’espece. Ceci peut poser un probléme diagnostic par exemple avec le genre Aspergillus qui
infecte souvent des patients présentant les mémes risques que pour les candidoses invasives.
L utilisation du géne 5,88 nous a semblé plus adapté et plus spécifique pour la recherche des
cinq Candida les plus fréquemment observés au cours des candidoses invasives (C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei); de plus, il a fait Iobjet d’une
publication riche en données techniques. Ces raisons ont motivé notre choix d’étude : adapter
une technologie de PCR en temps réel utilisant le géne ribosomal 5,8S a partir d’une méthode

de PCR nichée préalablement validée [16].

Bougnoux et al. ont contrdlé la spécificité des amorces sur diverses bactéries ( Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Mycobacterium
tuberculosis), parasites (Toxoplasma gondii) et agents fongiques non- Candida (Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii, Trichophyton rubrum et

Microsporum canis) et de I’ADN génomique humain.
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Nous avons répété et complété ces données en réalisant une étude bioinformatique afin
de vérifier la spécificité pour le genre Candida des amorces externes et celle des amorces
internes pour les 5 catégories de Candida que nous souhaitions amplifier.

Nous avons de ce fait mis en évidence que la spécificité d’espéce de Candida ne
repose alors que sur la différence de taille des amplicons obtenus. En effet, les séquences
correspondant aux amorces externes sont retrouvées chez les Candida mais aussi chez
Fusarium sp. et Penicillium sp. Notre étude bioinformatique a ainsi confirmé le caractére
d’orientation de la premiére PCR pour les genres Candida, Fusarium et Penicillium. La
spécificité des cinq especes de Candida repose dés lors sur les amorces internes. De plus, la
PCR nichée apporte au final une sensibilité supplémentaire par amplification du premier
produit de PCR.

Toutefois cette technique nécessite 1’ouverture des tubes entre ses deux étapes ce qui
favorise les contaminations. Dans notre cas, bien que la technique de PCR nichée interdise la
pré-incubation du second mélange réactionnel avec de I'UNG (enzyme de réparation de
I’ADN servant de systéme anti-contamination)[11,13] nous n’avons pas observé de probléme

de contamination.

En conclusion, nous pensons avoir choisi des couples d’amorces performants pour ce

travail.
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8.3 PCR en temps réel

8.3.1 Avantages de la PCR en temps réel comparée a la PCR nichée

La PCR nichée étant longue et fastidieuse, il nous a paru judicieux d’adapter cette
technique sur I’automate LightCycler® Roche Diagnostics®.

Les techniques de PCR en temps réel offrent d'énormes avantages en comparaison aux
techniques classiques. Ces dernieres sont des systémes réactionnels “ouverts” nécessitant de
multiples manipulations sur I'ADN amplifié ce qui augmente les risques de contamination de
I'échantillon par de I'ADN exogene et permet également la dissémination des aérosols d'’ADN.
Ces risques de contamination imposent une infrastructure (une piéce séparée par étape) et des
procédures particuliéres ; ceci constitue d'importants facteurs limitants pour le développement
de ce type de technique dans les laboratoires de diagnostic biologique. A l'inverse, les
systémes de PCR en temps réel présentent I'avantage incomparable d'étre réalisés en systéme
“fermé” ce qui limite ces risques de contamination et rend la faisabilité de ces techniques

accessibles a tous les laboratoires.

Outre ce systéeme fermé, la PCR en temps réel présente d’autres avantages que nous
estimons intéressants:

- la rapidité de la phase d’amplification et la lecture en temps réel voire a la fin
des cycles d’amplification. Le fluorimeétre de I’automate permet une lecture instantanée, en
temps réel, de I’amplicon formé. Ainsi, il suffit d’une a deux heures pour obtenir a la fois les
produits d’une réaction de PCR et leur révélation. Ce gain de temps n’est pas négligeable pour
le clinicien comparé a la technique en PCR classique qui exigeait plus de huit heures. En
outre, cette rapidité est exploitée lors de la mise au point d’une nouvelle technique comme
pour les séries de sang de patients. En effet, le seuil de détection du signal étant plus bas
qu’en PCR classique, il est plus facile d’étudier en parallele des échantillons ayant des
nombres de copies initiales (charge génomique) tres différents. La réaction de PCR en temps
réel se comporte donc comme si elle était, en quelque sorte, peu dépendante de la

concentration initiale en ADN cible pour son seuil de détection.
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- les automates de PCR en temps réel permettent de travailler sur de plus petits
volumes réactionnels. Les capillaires de petite taille sont deux fois moins consommateurs de
Mix et surtout ils permettent d’assurer, au sein du milieu réactionnel, des variations franches
et homogénes de température pour les étapes de la PCR. Cet avantage est possible également
de part la technologie du thermocycleur intégré : systéme a air.

- une meilleure sensibilité par un systeme de lecture plus performant qu’une
électrophorese sur gel.

- une meilleure tragabilité¢ des séries de PCR : stockage informatique des

résultats consultables et imprimables a la demande.

Seul inconvénient, le prix de ces automates reste encore élevé en comparaison a celui
des thermocycleurs standards. Le deuxiéme point concerne le prix des consommables qui la
encore, est plus élevé que celui des consommables utilisés pour les techniques classiques.
Cependant, globalement ces techniques permettent de réduire les cofits en temps de main
d'oeuvre et de matériel nécessaire a I'étape de détection. Le surcofit calculé qui tient compte

de I'ensemble de ces données a été estimé entre 2 et 3 euros par réaction [24].

Nous avons donc développé une technique d’analyse plus rapide sans perte de

sensibilité ni de spécificité, réduisant ainsi le délai de rendu de résultat aux cliniciens.
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8.3.2 La technique SYBR®Green

[’adaptation en PCR temps réel nous a imposé de choisir un systéme de révélation.
L.’automate LightCycler® permet de révéler les marquages par agent intercalant

SYBR®Green, par sondes d’hydrolyse TagMan® et avec les sondes d’hybridation FRET.

La technique SYBR"Green présente l'avantage d'étre plus facile a mettre en oeuvre
(pas de sondes marquées a concevoir) et moins cofiteuse (pas de sondes a synthétiser).
Toutefois, la liaison du SYBR®Green a I'ADN n'est pas spécifique du produit a amplifier : la
fluorescence mesurée pouvant donc provenir d’amplification non spécifique (dimeéres,

contaminants,...) La spécificité de I'amplicon découle donc uniquement des amorces utilisées.

La révélation par SYBR®Green est plus sensible que celle réalisée par migration
électrophorétique couplée au BET. A titre indicatif, la limite de détection d'un ADN double
brin sous UV a 300 nm, est d’environ 5-10 ng aprés addition de BET alors qu’elle passe a

environ 60 pg apres addition de SYBR®Green 1.

Du point de vue quantitatif, les techniques SYBR®Green et TaqMan® sont

équivalentes en sensibilité et en reproductibilité.

La température d’hybridation des amorces n’a pas permis de réaliser tous les tests en
un seul cycle (PCR multiplex en temps réel). Nous avons testé une gamme de températures
comprenant les différentes températures d’hybridation des couples spécifiques d’amorces,
aucune n’a été favorable a I’amplification de toutes les espéces sans donner d’artéfacts. Des
essais supplémentaires seraient nécessaires pour trouver une telle température moyenne
permettant I’amplification potentielle des 5 espéces en un seul cycle de PCR en temps réel. La

capacité a effectuer un tel cycle présenterait un gain de temps supplémentaire pour le délai de

rendu de résultat.
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Nous avons ¢également réalis€ des essais en ajoutant de I’ADN humain extrait
(réalisation d’une gamme) a I’ADN issu de suspension de levures : nous n’avons pas observé
d’interaction avec les amorces choisies que ce soit le couple ITS1-ITS4 ou les couples
spécifiques d’espéces. Notre choix d’amorces était donc adapté au travail sur sang total de
patient.

La constitution des Mix et les programmations du LightCycler” présentées dans nos
résultats nous paraissent étre celles a retenir comme optimales. Elles ont été arrétées a partir
de nos nombreux essais réalisés sur des bases théoriques. Elles permettent I’obtention d’un
signal précoce avec un taux d’hybridation non spécifique faible et aisément identifiable sur la

courbe de fusion.

Les couples d’amorces internes utilisés comme pour la premiére PCR nichée ont
donné de nombreux misappariements en LightCyclerOD. En effet, ces amorces n’ont pas été
congues en premier lieu pour une utilisation en temps réel. Ces hybridations non spécifiques
nous ont par conséquent conduits a redéfinir notre stratégie de PCR. Le but de la PCR nichée
classique était avant tout I’augmentation de sensibilité, celle-ci ne se justifie donc plus en
technique temps réel mais peut au contraire étre un inconvénient (taux de mismatches). De
plus, avec la bioinformatique, nous avons vérifi¢ que les amorces d’espéces leurs €taient bien
spécifiques. Pour toutes ces raisons, nous pouvions nous affranchir de la premicre étape de
PCR et ainsi décider de ne faire qu’une seule étape avec les seconds couples d’amorces

spécifiques d’especes.

Au final, notre stratégie a donc été de réaliser en premier lieu la PCR spécifique du
genre Candida; puis, seulement en cas de positivité de cette derniére, nous avons choisi de ne
pas faire de PCR nichée, mais d’appliquer les couples d’amorces spécifiques d’espéces

directement aux produits d’extraction.
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L’intérét d’un tel changement stratégique réside dans le fait que ce systéme automate
PCR en temps réel —marqueur SYBR®Green permet la révélation immédiate d’un éventuel
produit d’amplification dés la 1 PCR. Ce changement ayant pour but, lors de la future
application sur le sang du patient, d’apporter au clinicien une information la plus rapide
possible : une orientation diagnostique. Cette premiére PCR en temps réel pourrait donc
permettre, a elle seule, la détection de candidose invasive sans préjuger avec certitude de
I’espéce incriminée (simple orientation grace au Tm). Aussi, il nous est apparu possible et
judicieux de pouvoir fournir une réponse aux cliniciens deés ce stade : « absence de levure du

genre Candida » ou « présence de levure du genre Candida, identification d’espéces en cours

par biologie moléculaire ».

Nous avons choisi de ne pas appliquer des le départ, les trois PCR spécifiques
d’espéces pour diverses raisons :

-la rapidité de rendu des résultats: un seul cycle de LightCycler® contre trois
successifs avec les amorces internes spécifiques d’espéces.

-la PCR ITS1-ITS4, consensuelle du genre Candida, permet donc de ne pas écarter
une candidose invasive due a une autre espéce non-albicans, absente des PCR spécifique
d’espéce.

-le cofit : trois PCR pour une information moindre en cas de négativité comparé a une

PCR avec les amorces ITS-1TS4.

Enfin, en cas de positivité de la PCR de genre Candida, nous avons décidé de réaliser
systématiquement les trois PCR d’espéces afin de ne pas négliger une éventuelle co-infection
par plusieurs de ces cinq espéces de Candida. Ces trois cycles de PCR permettent en outre de
connaitre I’espéce en cause, ce qui a un intérét thérapeutique pour les espéces de résistance
naturelle ou acquise a certains antifongiques ; et également un intérét épidémiologique (suivi

d’une souche nosocomiale).
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8.4 Evaluation des techniques de PCR

8.4.1 PCR classique

La sensibilité différente de notre étude, comparée a celle de référence, peut s’expliquer
par différents biais d’appréciation. Concernant I’inoculum, il n’existe aucune méthode de
standardisation. La technique Mac Farland d’appréciation des inoculums bactériens, n’est pas
bien adaptée pour les colonies de levure Candida, quoiqu’elle le soit pourtant plus qu’avec les
Aspergillus sp. ou les dermatophytes. Bougnoux et al. avaient développé une procédure
d’évaluation de leur inoculum avant extraction : double lavage des cellules Candida dans du
tampon de phosphate de sodium suivi d’un comptage en hémocytometrie. Nous avons utilisé
une technique différente de celle de la publication pour préparer nos inoculums. En outre, la

standardisation d’un inoculum est toujours soumise a une certaine variabilité : laboratoire et

manipulateur dépendant.

Pour évaluer la concentration d’ADN de la suspension mére de notre gamme, aprés
extraction, nous avons réalis¢ une mesure spectrométrique. Nous avons corrélé cette
évaluation au nombre de CFU de la suspension exftraite, et a la correspondance de la
littérature : 10 CFU correspondent a 100 fentogrammes de ADN fongique [107].
Contrairement aux travaux de références [16], il nous a semblé plus juste de déterminer notre
gamme sur la quantité d’ADN aprés extraction plutét que sur le nombre de CFU mis en
suspension en vue d’extraire leur ADN. En effet, il semble judicieux de mesurer la capacité
propre de détection de la PCR plutoét qu’une évaluation globale incluant I’extraction. Ainsi,

notre sensibilité tient compte des éventuels rendements de pertes d’extraction.
Concernant la sensibilité, il existe donc des biais de comparaison entre les résultats de

Bougnoux et les notres, notamment le processus d’évaluation et le rendement des extractions

non superposables (technique personnelle versus kit commercial).

147



8.4.2 PCR en temps réel

Outre les avantages en terme de rapidité, le passage en technique en temps réel nous a

permis d’augmenter la sensibilité de notre technique d’un facteur 10" a 10° selon les especes

concernées.

8.5 Essais sur le sang total de patients

Nos essais réalisés sur le sang total de patients nous ont permis I’inclusion de 17
malades en 6 mois. Les deux sujets atteints de candidose invasive représentaient 1/3 des cas
diagnostiqués par hémoculture sur I’ensemble du CHR de Metz durant cette période. Parmi
ces 6 cas, 3 n’étaient pas dans les services retenus pour notre étude : 2 en chirurgie cardiaque
dont un en secteur de réanimation ; le 6™ cas ayant été enregistré en secteur d’Hépato-
Gastro-Entérologie. Le nombre total de cas semble donc faible mais il refléte bien la
fréquence de ce type de pathologie.

Pour recueillir des données statistiquement exploitables, il serait souhaitable de

prolonger une telle étude au-dela de 12 mois voire en multicentrique.

Concernant nos résultats négatifs, nous pouvons les expliquer de diverses maniéres :

- un pré-traitement et une extraction perfectible

- la présence d’inhibiteur de I’ADN polymérase. Des études mériteraient d’étre
menées sur la voie d’abord veineux : absence de prélévement sur une voie veineuse centrale
dont certaines doivent encore E&tre héparinées (biomatériaux), sur les traitements de

réanimation comme I’influence de perfusion de solutés macromoléculaires.
- la sensibilité de la technique PCR pourrait étre améliorée,

- la physiopathologie des invasions a Candida et la présence labile des levures
dans la circulation systémique. Nous pensons que la PCR, comme les hémocultures et les
sérologies Candida, est soumise au méme écueil : la fugacité du passage des Candida dans le
sang par translocation. Ceci entraine une baisse de sensibilité diagnostic majoritairement par

faible sensibilit¢ du préléevement en lui-méme et non pas du fait de la technique PCR.
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A quel moment prélever ? Devant I’absence de réelle décharge fongique, comme cela est le
cas pour les bactéries avec leur cortége symptomatique (pic fébrile, frissons,..), il est difficile
de se déterminer. Ceci devra étre précisé lors de futures études. Dans le cas du patient SCH,
nous aurions pu penser que les coulées pancréatiques auraient induit d’importants passages
sanguins de levures, mais malgré le nombre d’hémocultures positives, la PCR n’a presque

rien détecté (un résulat positif sur sept prélévements).

Un autre probléme sera a préciser a I’avenir : Une fois détectée par PCR en temps réel,
qu’elle importance faudra t’il accorder a la présence d’ADN de Candida sp. dans le sang :
simple et faible translocation ? Simple présence d’ADN libre de Candida sp.? Ce concept
d’ADN libre étant lui-méme encore peu défini en physiopathologie. Ou réelle invasion
hématogéne ? La réponse viendra peut étre avec la quantification par PCR et la définition

d’un seuil diagnostic.
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8.6 Améliorations potentielles de la technique

La nouvelle stratégie de diagnostic de candidémies par PCR, définie dans notre travail
semble originale (région 5.8 S) et encourageante. Bien sir il sera intéressant de pouvoir
améliorer cette technique, les pistes a explorer pourraient étre les suivantes :

- compléter I’étude bioinformatique présentée ici avec tous les Candida pathogeénes et
invasifs pour ’homme, ainsi que d’autres agents fongiques. Ceci permettra peut-étre de
redessiner un couple d’amorces consensuelles de tous les Candida excluant Fusarium et
Penicillium. En effet, en 1999, Bougnoux et al. et n’ont pas mis en évidence la reconnaissance

de Fusarium et Penicillium par le couple d’amorces externes ITS1-1TS4.

- une autre stratégie d’amplification de I’ADN ribosomal des levures pourrait étre
I’utilisation d’amorces externes pour un premier screening de présence ou d’absence du genre
Candida, avec ensuite application d’une sonde marquée ciblant I’intérieur de cette séquence.
Ces sondes de type Tagman® ou FRET®, spécifiques d’espéce, permettront un gain de
sensibilité et de spécificité. Une fois validées, de telles sondes pourraient étre utilisées dans la
méme PCR que le couple d’amorces externes, afin de fournir un résultat rapide, en un seul

cycle de LightCycler®; une telle PCR de type multiplex permettant une intervention

thérapeutique adaptée.

Le but de ce travail était de proposer un outil diagnostic précoce, rapide et précis aux
cliniciens. Nous pourrions développer ’aspect quantitatif de 1’analyse, ce qui est aisément
concevable avec la PCR en temps réel. Nous avons décrit le monitoring sérologique mais
pourquoi ne pas le rendre réalisable par PCR ? Les applications pourraient en étre variées :
1) Suivi des patients avec définition d’une valeur seuil, alertant le clinicien sur le passage
d’un état colonisé a celui d’infecté. 2) Suivi thérapeutique : détection précoce d’une résistance
et d’un pronostic péjoratif ou au contraire courbe de décroissance avec guérison du patient ce
qui permettrait d’éviter une prescription inutilement prolongée du traitement antifongique,

trés onéreux par ailleurs (de I’ordre de plusieurs centaines d’euros par jour).
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Enfin, avant d’entreprendre toutes ces pistes de travail, il serait intéressant de mener
une étude pour optimiser et standardiser un inoculum permettant les études de sensibilité et
les travaux quantitatifs. Cette étude passerait par I’analyse et la recherche du meilleur type de
prélévement a partir duquel travailler. L.’extraction, une fois reprécisée selon le prélévement,
pourra étre optimisée au moyen d’un extracteur automatique. Certes, ces automates présentent
un colit encore trés élevé mais ils semblent intéressants pour mener de telles études :

standardisation, reproductibilité, rapidité et sécurité environnementale par rapport au produit

d’extraction.

De méme des mesures d’assurance qualité en biologie moléculaire devront étre
codifiées et appliquées. La biologie moléculaire est a peine évoquée dans le Guide de Bonne
Exécution des Analyses (GBEA)[64] ainsi que dans la norme internationale de certification
spécifique a la biologie médicale : I'ISO 15189 [80]. Depuis I’été 2004, le groupe d’experts
de ’EC4, déja instigateur de I’ISO 15189, se réunit pour €laborer les critéres spécifiques a

I’assurance qualité en biologie moléculaire.

[.’élaboration de ce travail, et notamment le passage de la PCR classique a celle en
temps réel, nous a permis de soulever des problemes techniques ou « conceptuels » a chaque
étape. Ces derniers, d’importance variable, doivent étre résolus avant de pouvoir utiliser les
outils modernes mis a notre disposition. Ces problémes ont pour la plupart déja été
solutionnés dans d’autres domaines du diagnostic microbiologique par biologie moléculaire.
Citons par exemple la recherche du géne MecA de résistance a la méticilline du

staphylocoque et le diagnostic des virus.

Avec le développement de cette technique appliquée aux levures, nous avons
appréhendé un nouveau type de microorganismes par biologie moléculaire. Compte tenu de
I’importance grandissante des agents fongiques en pathologie humaine, nous pensons que

notre concept, est précurseur dans le domaine diagnostic.
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9 CONCLUSION
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Le genre Candida sp. correspond a des champignons levuriformes, saprophytes du
tube digestif humain, responsables d’infections graves chez le patient immunodéprimé
(neutropénie, corticothérapie a forte dose au long cours, greffés...).

Cette infection opportuniste est fréquemment mortelle puisque sa létalité est estimée a
environ 50 %. Le pronostic pour le patient dépend de trois facteurs : les restaurations de
I'immunité et de I’intégrit¢ des muqueuses, et la mise en place précoce d'un traitement
antifongique adapté. Le clinicien doit donc pouvoir s'appuyer sur un diagnostic a la fois
précoce, rapide et sir; or le diagnostic de candidose invasive est difficile & poser avec les
techniques actuelles. Les cultures de prélévements non sanguins sont généralement positives
mais d’interprétation difficile, les hémocultures ont une valeur prédictive positive de 100%
mais seulement 50% de sensibilité. Quant aux tests sérologiques, méme combinés ils restent
tributaires de la fugacité des antigénes sériques et de la cinétique des anticorps. Les résultats
microbiologiques doivent donc nécessairement étre intégrés dans I’analyse compléte du
dossier médical, en particulier 1’analyse des facteurs de risque. La symptomatologie des
infections fongiques profondes se résume le plus souvent & une fievre persistante sous
antibiotiques chez un patient immunodéprimé. Le médecin-clinicien ne peut se permettre
I’attente d’arguments diagnostiques formels, ce qui aurait pour conséquence un retard au
traitement et une aggravation du pronostic.

En pratique, la candidose a dissémination hématogéne est considérée comme possible
ou probable d'aprés un ensemble d'arguments cliniques, radiologiques et biologiques.

La stratégie diagnostique actuelle pourrait s'enrichir de I'apport de la biologie
moléculaire ; en effet la PCR est déja largement utilisée dans le diagnostic d'autres maladies
infectieuses d'origine bactériologique, virologique ou parasitaire. Dans le domaine de la PCR-
Candida les études divergent sur la nature du prélévement biologique le mieux adapté, sur la
séquence d’ADN a amplifier, ou encore sur la technique de PCR & utiliser. Nous avons
choisi, dans ce travail, de développer au laboratoire de Microbiologie du CHR de Metz une
technique de PCR en temps réel. Enfin, la PCR en temps réel représente certainement I’un des
progrés actuels les plus prometteurs de I’évolution récente des techniques d’analyses

appliquées a la biologie moléculaire.
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Les résultats exposés dans ce travail sont encourageants. Les techniques de PCR en
temps réel sur automate LightCycler® sont assez récentes et posent encore des problémes de
mise au point. Elles ont montré en pratique leur intérét car elles sont rapides, facilement
réalisables pour des grandes séries du fait de leur automatisation. Elles offrent également la
possibilité de donner des résultats en quantification avec la technique employée qu’est le
SYBR Green” mais également avec des sondes Tagman ou FRET, technologies encore plus
spécifiques qui pourraient étre développées. Cependant des travaux devront étre effectués
pour standardiser le choix du prélévement a analyser (sérum, plasma, sang total, urines, LCR,
LBA..) et leur traitement avant extraction. En effet les techniques classiques utilisées pour les
bactéries ou les cellules eucaryotes sont peu ou non efficaces a cause de la localisation
intracellulaire possible du champignon et surtout en raison de la structure et la composition
des parois fongiques. La sensibilité des techniques de PCR pourrait étre augmentée par
immunocapture des éléments fongiques libres.

Compte tenu du faible nombre de patient inclus dans notre étude, biais inhérent a cette
pathologie, il est difficile de répondre sur la valeur diagnostique de notre technique. Elle
devra donc étre réévaluée sur une plus large population.

Il s'avére nécessaire de poursuivre ce travail en essayant d'optimiser la sensibilité des
techniques, car il est trés probable qu'elles remplaceront a plus ou moins long terme toutes les

autres techniques de PCR dites “classiques”.
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ANNEXE n°1

Reconstitution de I’arbre
phylogénétique des champignons au

Arbre phylogénétique du vivant
niveau du rameau terminal des

d’aprés Regnault (1990)
eucaryotes
Mycétes  Protistes  Animaux  Végétaux —
' Hémlascomycétes |
<t— (Chloroplastes) Basidiomycains N 5
U
F
(Cils et Nugelles U
Bacténes § . N
thermoacidophiles Bactérics Chromobactéries i
halophiles . A .
(mitochondries) Bactéries Zygomyctles
Gram +
Spirochétes / Chytidomycétes

Baciéries \
méthanogenes Bacteries <

Bactéries photosynthé | METAZOAIRES |

photosynthe tigues vertes

ligues pourpes
‘\ / Choanoflagelle

| Eucaryotes |
A VEGETAUX

Eubactéries

Archaebactéries

Métaphytes et
algues verles

Rameau terminal des eucaryotes

Evolution chimique

Schémas extraits de Mycologie médicale 1999, Chabasse D, Guiguen Cl,
Contet-Audonneau N, Collection Abrégés, Masson Editeur, p 6 & p 12.

Classification des Deutéromycétes

Régne CHAMPIGNONS
Deutéromycotina
hy »
Phylum ( Fungi Impergecti )
| | |
Ordre Cryplococcales Moniliales
o Maoniliaceae Dematinceac
Famille ( hyalohyphomycétes | ( phlagohyphomycetes
v
Genre Candida sp. Nattrassia sp. 'II:I'I‘T"_':’;:,""’ 54 Alternaria sp
Criptococens sp Phoma sp AAPETR AP, Anrcobasicinm sp
Malassezia s . Béauneriasp Hipelaris sp
I 'hm. NI S, l‘_fnj'a‘m‘;mm.rm iy Cladosporium sp.
L L Cylindrocarpon sp Curvidaria sp
Fusarinm sp. Fxaphala sp
Chivehocola sp. Phialophora sp
Paccilomyces sp Scvialtdinm sp
Scedosporium sp. Ulocladiem p

Seopulariopsis sp
Scvralichinm sp
Trichoderma sy

Extrait de BIOFORMA Cahier de formation Biologie médicale, Les moisissures d’intérét médical, 2002, n°25, p 16.
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ANNEXE n°2

Reproduction végétative asexuée du genre Candida

1 - Pseudomycélium 2 - Blastospores
(levures bourgeonnantes)

Schéma d’une levure en microscopie électronique

1- Noyau 6- Réticulum endoplasmique

2- Cytoplasme 7-Appareil de Golgi

3- Chromatine 8- Vacuole

4- Pore nucléaire 9- Corps lipidiques

5- Mitochondrie 10- Membrane cytoplasmique
11-Paroi

Schémas extraits de Mycologie médicale 1999, Chabasse D, Guiguen Cl,
Contet-Audonneau N,, Collection Abrégés, Masson Editeur
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ANNEXE n°3

Définition des infections fongiques invasives

ST= - . i
S e e St

Infections tissulaires profondes

Champignons filamenteux' Levures'
* Présence d'hyphes & I'examen cytopathologique d'un Histo/cytologie mettant en évidence des formes levures plus
prélévement a l'aiguille ou d'une biopsie, associés & des ou moins associées a des filaments ( certaines espéces de

Iésions tissulaires démontrées soit par microscopie , soit de Candida peuvent produire des pseudohyphes et des hyphes)
fagon non univoque par imagerie. dans des prélévements obtenus & partir d'une aspiration a
I'aiguille ou d'une biopsie, a I'exclusion des muqueuses.

(o]
Y Ou

* Culture positive d'un prélévement obtenu de fagon stérile
d'un site normalement stérile associée a des signes cliniques | Culture positive d'un prélévement obtenu de fagon stérile a
ou radiologiques compatibles avec l'infection. partir d'un site normalement stérile associée a des signes
cliniques ou radiologiques compatibles avec l'infection, a
I'exclusion des urines, des sinus, et des muqueuses.

Ou

Microscopie (encre de Chine, coloration au mucicarmin) ou
antigénémie positive® pour Cryptococcus sp. dans le LCR

Fongémies

Champignons filamenteux' Levures '
Hémoculture positive a champignon, a l'exclusion Hémoculture positive & Candida sp.ou autres levures chez un
d'Aspergillus spp. et de Penicillium spp. autre que P. patient présentant de fagon temporaire des signes cliniques et

marneffei, associée a des signes cliniques et des symptémes | des symptémes compatibles avec la levure identifiée.
temporaires compatibles avec l'organisme identifié.

Infections fongiques endémiques
(Histoplasmose, blastomycose, coccidioidomycose et paracoccidiocidomycose):

Ces infections, qu'elles soient systémiques ou limitées au poumon, doivent étre prouvées par culture a partir du site infecté,
chez un patient ayant des symptémes en rapport avec l'infection documentée.Si les cultures sont négatives ou impossibles ,
I'examen histologigue ou cytologique de l'organisme est considéré comme suffisant pour les champignons dimorphiques ayant
une morphologie caractéristique (Blastomyces,Coccidioides et Paracoccidioides). Le diagnostic d'infection disséminée peut
étre établi par des hémocultures ou la positivité des tests antigéniques utilisant le radioimmunomarquage (RIA) sur les urines

ou le sérum.

Au moins un facteur d'héte (cf annexe 4)
ET
Un critére microbiologique
ET
Un critére majeur Ou 2 cntéres mineurs d'un site compatible avec | infection fongique

e
N

e & T e Tt

%%3& &%&mg @®'$ T AL B

Au moins un facteur d'hote (cf annexe 4)
ET
Un critére microbiologique OU un critére clinique (ou 2 critéres mineurs) d'un site compatible avec l'infection fongique

! Identifier au niveau du genre ou de l'espéce & partir des cultures
2 Des réactions faussement positives avec l'antigéne cryptocoque dues a des infections a Trichosporon beigelli, &
Stomatococcus mucillaginosis, a un facteur rhumatoide circulant, et & une infection maligne peuvent étre observées si un test
antigéne positif dans cette catégorie.

Tableau traduit de I’anglais (EORTC et MSG) par Botterel F., Bretagne S., Diagnostic des mycoses invasives,
tests de sensibilité in vitro et nouveaux antifongiques. Spectra Biologie, 2003 Mars-avril, Vol 22 (130) p 50
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ANNEXE n°4

Critéres d’infections fongiques invasives
chez les patients cancéreux ou ayant bénéficié d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques

FACTEURS D'HOTE

1- Neutropénie:PNN < 500 /mm3 depuis plus de 10 jours.
2- Fidwre persistante depuis > 96h réfractaire & une antibiothérapie & large speclre,
3- Température centrale > 38 ° C ou < 36 * C ET au moins un des critéres suivants:

* Neutropénie prolongée ( >10 jours) au cours des B0 derniers jours.

* Administration récente ou présente dimmunosuppresseurs au cours des 30 derniers jours.

* Infection fongique invasive probable ou prouvée durant un précédent épisode de neutropénie.

* SIDA symptomatique.
4- Signes et symptomes de GVH.
5- Administration prolongée (> 3 semaines) de corticoides au cours des 60 derniers jours.

CRITERES MICROBIOLOGIQUES

1+ Culture de l'expectoration ou du liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) positive pour un champignon filamenteux (en particulier Aspergilius spp.,
Fusarium spp..Zygomycétes , Scedosporium spp.). ou C.neoformans ou d'un champignon endémique.
2- Culture positive ou examen direct en microscopie montrant des champignons filamenteux & partir d'une aspiration des sinus.
3- Examen direct posilif en microscopie pour un champignon filamenteux ou Cryptococcus sp. & partir d'une expectoration ou d'un LBA.
4- Anligéne Aspergillus positif ds un LBA, dans le LCR, ou dans = 2 prélévements sanguins.
5- Antigéne cryptocoque positif dans le sang ( voir notes en bas du tableau précédent pour les causes de faux positifs a éliminer).
6-Examen microscopique positif pour un champignon dans un liquide normalement stérile (tableau |, pour Cryptococcus dans le LCR)
7- Deux urocultures positives & levures en l'absence de sonde urinaire.
8- Présence de cylindres de Candida dans les urines en l'absence de sonde urinaire.
9- Hémoculture positive & Candida spp.

CRITERES CLINIQUES
Doivent &tre en rapport avec le site du critére microbiologique et relié dans le temps & I'épisode actuel.
Majeur | Mineur

Infection du tractus respiratoire inférieur
* L'un des nouveaux signes suivants au scanner : halo, croissant gazeux ou  |1-Symptdmes d'infection du tractus respiratoire inférieur ( toux, douleur
cavité a l'intérieur d'une zone de consolidation. |thoracique, hémoptysie, dyspnée).
2-Frottemant pleural,
3.Toul nouvel infiltrat ne remplissant pas un critére majeur.
4-Pleurésie

Infection nasosinusienne

* Signes radiologiques évocateurs d'infection invasive des sinus ( ex: érosion |1-Symptémes respiratoires supérisurs (écoulement nasal etc)
des paﬂ?is sinusiennes ou extension de l'infection aux structures de voisinage fo.1)|cération nasale ou escarre de la muqueuse nasale ou episiaxis.
destruction de la base du crane ). 3-Oeds pérlorbitaiies,

4-Douleur maxillaire.

5-Lésions nécrotiques ou perloration du palais et de la cloison nasale.
Infection du systéme central
* Signes radiologiques suggérant une infection du SNC (ex : mastoidite ou  |1-Signes en foyer (crise comitiale localisée , hémiparésie, paralysie des neris

autre foyer paraméningé, empyéme extradural, lésion intracérébrale ou criniens).

médullaira).
2-Modifications du comportement.
3-Signes d'irritation méningée.

4-Anomalies de la chimie et du compte cellulaire du LCR (LCR négatif pour
les aultres agent pathogénes en culture, microscopie, et absence de cellules
malignes).

Infection fongique disséminée

1- Papules ou nodules cutanés sans autre explication,

2- Anomalies au fond de I'ceil évocatrices de choriorétinite ou d'endophtalmie
fongique par voie hématogéne.

Candidose chronique disséminée
* Petits abcés périphériques en cible dans le foie et/ou la rate ,mis en
évidence par scanner, IRM ou échographie, et augmentation des
phosphatases alcalines.
Critéres microbiologiques non requis pour la catégorie probable,

Candidémie
* Aucun critére clinique requis pour le diagnostic de candidémie probable.
Absence de définition de candidémie possible.

Tableau traduit de I'anglais (EORTC et MSG) par Botterel F., Bretagne S., Diagnostic des mycoses invasives,
tests de sensibilité in vitro et nouveaux antifongiques. Spectra Biologie, 2003 Mars-avril, Vol 22 (130) p 50
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ANNEXE n°5

Milieu chromogéne CHROMagar Candida BD"

Aprés 48h de culture a 37°C sur le milieu CHROMagar
Candida BD", les quatre especes peuvent étre
distinguées de part leur apparence : deux colonies
roses+/- foncé de C.glabrata, deux colonies bleue-
violettes de C tropicalis, quatre colonies vertes de
C.albicans et deux colonies de C.kruséi : larges, rose
péle et rugueuses.

Colonies pales de
C.parapsilosis

Colonies rose foncées, lisses
et grasses, a bord pales de
C.glabrata

Géotrichum : petites colonies
pales et rugueuses avec un
halo vert en périphérie

Colonies vertes a bord péles
de C.albicans

Colonies bleu foncé a bleu-
gris foncé avec un bord
violet a rose pale de
C.tropicalis

Petites colonies “rose-sale”
avec une nuance gris-vert de
Trichosporon sp.

Colonies larges, seches,
rugueuses et extensives, de
couleur “vieux-rose” a bord
péles de C.kruséi

Colonie de C.norvegensis
Ressemblantes de C.kruséi
mais plus lisse et plus grasse

Images tirées de CHROMagar Candida, a new differential isolation medium for presumptive

identification of clinically important Candida species. F C Odds and R Bernaerts
J Clin Microbiol. 1994 August; 32 (8): 1923-1929

C. alhicans .. wopicalis C. krusei . plabrata
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ANNEXE n°6

PCR en temps réel : révélation par sondes (principes)

Principe de la technique
TagMan™

| S} PYTErTT el

O): quencher )
. ) © [0
Vetivite 85 “exonucléasigue -~ ’] S e
( } 3t
3 5
Produit PCR
S P SRR ( (i 3
3 5

Sy Y
3.F '?‘AJQ
Tt

) Lase de b sonde
Fluorvescence

Sondes FRET
Fluorescence Resonnance Energy Transfer

hvi hv2

._,/'

| I Produit PCR
1-5ph

F1: fluorophore donneur

I2: Nuorophm cevplens

Sondes « Molecular beacons »

Sonde

Absence de signal

Stabilite [Sonde/Cible] = Stabilite [Sonde boucle]

(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)
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ANNEXE n°7

Automate de PCR en temps réel
Le LightCycler® (Roch e-Diagnostics®)

Coupe transversale de I’automate Acquisition en temps réel
et a chaque cycle des données
Air chauffé ou refroidi e
pout obtenir de rapides Capillaire avec un importante sutface e —

changements de température  d'échange (rapport sutface/volume)

Résistance
chauffante

~_Caroussel de 32 capillaires d LIRS
dans la chambre thermique ) 4 I :

Le Ligthcycler® permet, de suivre les
+—3. Fluorimeétre produits d’amplification de la PCR, en
y simultané, en temps réel avec 6 canaux de
lecture optique.

Ceci est possible grice aux
informations instantanément collectées et
restituées par I'informatique.

Ventilateur

Source lumineuse .

Ce systéme de révélation permet d’arréter plus rapidement une PCR défectueuse ou au contraire de la
prolonger en cas de fluorescence de faible intensité.
L’ informatique permet d’accéder a I’historique des données pendant un cycle de PCR.

Caroussel pouvant accueillir ~ Capillaire en verre borosilicaté
32 capillaires de 20ul et de 100l

Le LightCycler”
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ANNEXE n°8
Principe de la PCR par SYBR®Green

PCR par SYBR™ Green
Linisons S ¥
ll,\:lrngénu_b 5 ADN
l—\jouli{lu.s.\l'llll[;‘l".'“ﬁrtm:® @ ® @
3’
3 e

Annealing/Extension
Le SYBR™ Green s'intercale entre les 2 brins

oS SR 3
RO -

=

5!

5‘

3 O1E K

PCR par SYBR™ Green

l*'luorerggqme

—

(] = —
e
//.’ . r’/ P
P e
0T # _/
(13 /." o
o ) =

: == 5 g

2 wTE T e TR TR T 1B B Cyele

Chaque couleur représente un produit amplifié dans un tube

Exemple de quantification par
PCR (par SYBR Green)

s Chaque
———— courbe
o 77 représente
77 7 une dilution
o7 P L7 du standard
ceuil interne
Seui ol / - (en double)
pour | AV 7R
le ealeut du Cf v AR AR
e ¢ L );‘l' I_Ittﬂull j_/_ - _/ —

e
U e | B | s bt b S b R L

R = 0.99500
]
e e
o »
‘:’f. =
|
F e Qa
o a0 w2 ans o s e Loncentration

(Bogard M., Lamoril J. et al, 1998)
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ANNEXE n°9

Etude bio-informatique : alignements des séquences avec les amorces EXTERNES ITS1-1TS4

Amorces externes gauche

1.L47111 Candida albicans T T M B & B
2.L47112 Candida tropicalis (1)

3.L47110 Candida guilliermondii (1) ---------------omomoomoo———__ OCCH - - - RECTE- ARG - - - - - -

4.L47109 Candida parapsilosis (1) === mmmm e e e e e - - - - O - - - S - B - - - - - -

5.L47113 Candida krusei (1)

6.L47108 Candida glabrata (1)

7.AF078892 Aspergillus fumigatus (1) -------------cc--ccocccmeeee - pEEATH----------BB-------
8.AJ493575 Crypt.Neo. var. gattii(l)

9.U07222 Pneumocystis carinii (1) - HABE- - ----BTABRE- - -- - AR -----
10.AJ279478 Fusarium sp (1) TTCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAARAGTCGTARCAAGGT!

11.AJ279476 Penicillium sp. {1) ==-=----TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGT TR - - - REGTE - REE - - - - - -
12.AJ278365 Rhizomucor pusillus (1) --------------AAGGACATAAAATT------

13.AB097383 Rhizopus oryzae (1) mmmmecccccccccccemccccscem e s e m e e e - === T - - - RS - R - - - - - -

14 .AB113027 Mucor indicus (1) ~—mmmmmmmmmmm e e e e e e - TTHOCET - - - AGCTE - BAG - - - - - -
15.0U11780 Staphylococ. aureus (1)----=---=------

16.AY7281 Staphylococ sp (1) ACACCCCGAAAGCCGGTGGAGTYYCCAT-TTATGGAGCTA

Amorces externes droite  (pour C. glabrata)

L P o T PR O s R P atea.

1.L47111 { 314) TTGAGCGTC-GTTTCTC-CCTCAAACCGCTGGGTTTGETGTT-AGC- ===~ AATAC
2.L47112 {  314) TTGAGCGTC-ATTTCTC-CCCCAARACCCCCGGGTTTGGTGTTGAGC-—-------- ARNA
3.L47110 {  345) TTGGGCGTC-ANNCCTC-TCTCARACCCCCGGGTTTGGTANTGAGTGANACTCTTAGTCG
4.L47109 l 325) TTGAGCGTC-ATTTCTC-CCTCARACCCTCGGGTTTGGTGTTGAGC---------~ GATA
5.L47113 ( 278) TTGAGCGTC-GTTTCCA---TCTTGCGC--GTGCGCAGAGTTGGGG------ ==~ GAGC
6.L47108 ( 455) cerciEiicoifchEcE-BEEE8c-------—---—-—-—--—---—--------—-—--- Séquence de 1'amorce ITS4

chez C. glabrata : plus courte
7.AF078892 | 337) CCGAGCGTC-ATTGCTGCCCTCAAGCAC--GGCTTGTGTGTTGGGCCCCOGTCCCCCTCT
B.AJ493575 | 270) TTGAGAGTC-ATGAAAA-TCTCAATCCCTCGGGTTTTATTACCTGT---=-=--===-~ TG
9.0U07222 ( 301) TTGAGCGTT-ATTTTTA------------- AGTTCCTTTTTTCAAG- - -CAGAAAAAAGG
10.AJ279478 ( 366) TCGAGCGTC-ATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGG--~----~~-=--~
11.AJ279476 ( 383) CCGAGCGTC-ATTTCTGCCCTCAAGCAC--GGCTTGTGTGTTGGGEC-CCCGTCCTCCGAT
12.AJ278365 ( 330) TTCAGTATC-TTTATTAACCCCTAA----AGGTTTATTTTTTGATA------------- A
13.AB097383 | 424) TTCAGTATC-ATAACCA-ACCCACACATAAAATTTATTTTATGTGG----- TGATGGACA
14 .AB113027 | 381) TTCAGTATCAAAAACAACCCTTATTCAA--AATTCTTTTTTTGAAT-------------~
1.L47111 [ 493) GTAGGACTACCCGCTGAACTT. Candida albicans | Séquences homologues
2.L47112 | 482) GTAGGACTACCCGCTGAACTT, Candida tropicalis |
3.L47110 ( 566) GNAGGAATANCCGCTGAACTT: Candida guilliermondii | aux
4.L47109 { 478) GTAGGCCTACCCGCTGAACTT! Candida parapsilosis | amorces
5.L47113 { 468) GTAGGAATACCCGCTGAACTT Candida krusei | externes
6.147108 [ 479) mm e e
7.AF078892 | Aspergillus fumigatus Les séguences de 1’'amorce
B8.AJ493575 | Crypt.Neo. var. gattii ne peuvent pas
9.007222 ( 4f0) e e e s n e m e e Pneumocystis carinii s'apparier
10.AJ279478 ( 559) GTAGGAATACCCGCTGAACTT. - Fusarium sp ] 8égquences quasi-complétes
11.AJ279476 | 576) GTAGGGATACCCGCTGAACTT. - Pepnicillium sp ] assurant un bon appariement
12.AJ2783365 ( 537) Rhizomucor pusillus )
13.AB097383 |( 608) Rhizopus oryzae ) Séquences plus courtes
14 .AB113027 |( 561) Mucor indicus ) et/ou incomplétes
15.011780 { 611) ATAGCA-TA- --TC&GB-——-AG.QCICG Staphylococ. aureus ) ne pouvant pas
16 .AY7281 { 685) GTAGAAMT-CAWACGGA--------=--=====-=c--ee=ox Staphylococ sp ) s’apparier

Cette étude bio-informatique montre que les amorces externes ITS1-ITS4 permettent
I’amplification par PCR du genre Candida et des genres Fusarium sp. et Penicillium sp.

Nous remarquons ici que pour Candida glabrata, I’amorce ITS4 n’étant pas compléte,
nous ne trouvons pas la totalité de la séquence de droite. Par conséquent, nous pouvons nous
attendre a une amplification légérement plus faible que pour les autres Candida.
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ANNEXE n°10

. k‘:'“):,_ -

- HECINE
Etude bio-informatique : alignements des séquences avec les amorces INTERNES

Amorces internes gauches
L47111 (40) TGAATTGCACCAC-ATGTGTTTTTCTTTGAAACAAAC- - -~~~ -----=-===-===- TTGCTTTGGCGETEEG -~ - - CCCAGCCTGCCGCCAGRAGGTCTARACTTACAAC
L47112 (40} TTAATTGCACCAC-ATGTGT-TTTTTATTGARCAANE- - -=- - - - A AT CCTACCGCCAGAGGTTATAACTARRCCA

-L47110 (66) ARARACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACT-- === -CTTGCTTTGGTTTGECC - TAGAGATAGGTTGG - GCCAGAGGTTTA- ACAAARCAC
L47109 {55} TTTTTTCTTACAC-ATGTGTTTTTCNTTT------ =TGTAANCTTTGC TTTGGTAGGCCT---TCTATATGGGGC!
-L47113 {37)
-L47108 (69)
AF07889 (28}
LAJ49357 (37}
.U07222 (31)
10.AJ2794 (79)
11.AJ2794 (84)
12.AJ2783 (63)
13 . AB0973 (66) CTCAGTATTGTTT---GCTTCTATACTGTGARCCTCTggegatgaaGGTCGTAACTGACCTTCGGGAGAGAC - TCAGGACATATAGGCTATAATGGGTAGGCCTGTTCTG
14.AB1130 {42) ATAATTCAATAAT-TATCTTATTTACTGTGAACTGTT--~---=c==m=snaaaas TTTATTTATGACGTATAAGGGEATGTCTTTAGGCTATAAGGGTAGGCCTATGGE
15.U11780 (85) GATCACCTCCTTT-CTAAGGATATATTCGGAACATCT -~ -TCTT-CAGAAGATGCGGAATAACG - - - ~-TGACATATTGTATTCAGTTTTGAATGTTTATTTA
16.AY7281 (109} GATCACCTCCTTT-CTAAGGATATATTCGGAACATCT--------- TCTTTAGAAGATGAAAAGGAATAACA - - -TTGACATATTGTATTCAGTTTTGAATGCTCATTC

[N T R

Amorces internes droites
1.5L47111 {175} -TC---AACAACGGATCTCTTG---GIT-~ ==CTCGC-ATC- -GATGAAGAAC- - =-=-GCAGCGAA--ATG--CG--AT
2.147112 {175) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GTT--- -=-CTCGC-ATC--GATGARGAAC- - - = = = = = = = = -GCAGCGAA- -ATG - -CG- -AT
3.047110 {206) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GTIT--- -=CTCGC-ATC--GATGAAGAAC- == === === === GCAGCGAR--ATG--CG--AT
4.L47109 {186) -TC---AACARCGGATCTCTTG---GTT---
5.L47113 {140) --C--TAACAACGGATCTCTTG---GTT--------- CTCGC-ATC- -GATGAAGAAC - -
6.L47108 {294) NTT----NCTACTATTCTTTTGL LCGTTgggGGAARGCTCTCTTTCY
7
B8

.AF07889 (198) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GTT

-AJ49357 (131) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GCT---
9.007222 (162) -TC---AACAATGGATCTCTTG---GCT
10.AJ2794 (227) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GTT
11.AJ2794 (245) -TC---AACAACGGATCTCTTG---GTT---
12 .AJ2783 {191) -TA---AGCAATGGATCACTTG---GTT---
13.AB0273 (286) -TT---AACAATGGATCTCTTG---GTT---
14.AB1130 (243) -TT---AACAATGGATCTCTTG---GTT---
15.U11780 (301) ATA---AGTAAGTAAAATATAG---ATT----------
16.AY7281 {30B) TTCaaAAARPAATAATCGCTAG- -KGTT---CSAAAGRACACTYAC-AGATTAATAACALLLLgggkt TTCMACCSACGGKTG - TCMAGTT

1.L47111 {385) GT--------- AGTGGTAAGGCGEGATCGCTTTGACAATGGCTTAGET - CTARCCARARACAT TGCT TGOGGCEGTAACGTCCACCACGTATATCTTCA-A
2.L47112 (384) TT----v-mmeemmmnen ACGTGGAAACTTATTTTAAGCGACTTAGGT - - -~ - TTAN CCACARTTTATTTCATA
3.L47110 (449) GT-GCTGTCGACCTCTCARTGTATTAGGTTTATCCAACTCGNTGARTG-GTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGACCCEGCCTTACARCARCCARACA
4.L47109 (395) GG--==mmm=mmmmmeeeonan CGGAGTATAAACTARA -TGGATAGGTT = == == = == = = = == = = TTTTCCACTCATTGGT

5.L47113 (362) -TGAARGGGAGCGARGCTCC RN - - T CAGGGACGCTTGGCGGCCEAGAGCGAGTGT TGCGAGACAACAAAR
6.L47108 (ATG) === m == m e e e e deiaicacicceoao-
7.AF07889  (441) CG-AGCETATGGGGCTTTETCACCTGCTCTGTAGGCCCGGC0GGOGEC- -~~~ ccsosoooaoaoaaan RGCCGACACCCARCTTTATTTTTCTA
8.AJ49357  (374) TT-AGTGGGAAGGTGATTACCTGTCAGCCCGGCGTAATARGTTTCGCTGGGCCTATGEEE TAGTCTTCGGCT TGCTGATAACARCCATCTC -~ -~~~ =~
9.U07222 (384) CT-AGTCTGARATTCARAAGTAGCTTTTTTTCTTTGCCTAGTGTCGTA- -~~~ -~~~ ARRATTCGCTGGGARAGARGGARAARAGCT TTTATARATACARG
10.AJ2794 (473} AT-TGCGTAGTAGCTAACACCTCGCA-ACTGRARCGCGGCGOGECCAT - -~ == === === == === msmememmmeee GCCGTARAACCCCAAC- - - TTCTGA

11.AJ2794 (486) CG-AGCGTATGGGECTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCEGCCERCGLT TGCCGATCAACCCAAAT -TTTTATCC
12 . AJ2783 (421) ARCARATTTGTATGTTGTTGACCCTTGATATTTCCTTGAGGGCTTGCAT - - - TGGTATCTAATTTTTTACCAGTGTGCTTCGAGATGATCARGTATARAGGT
13.AB0973 (499) AT-ACCGATTGTCTAAAATACAGCCTCTTTGTAATTT-TCATTAAATTACGAACTACCTAGCCATCGTGCTTTTTTGGT - CCAACCAAAAAACATATT - - -
14 .AB1130 (454) AG--ACATTTTAAATAAAGTCAGGCCATATCGTGGATTGAGTGCCGAT ACTTTTTTAATTTTGAAAAGGTAAAGCATGTTGATGTCC - - -
15.011780 (504) TT-ACTAACGACGATATGCTTTGGGGAGCTGTAAGTA- -AGCTTTGAT -~ -CCAGAGATTTCCGAATGGGGAAACCCAGCATGAGTTATGTC - - -
16 .AY¥7281 (586) AM--CCGGAGAACTGAAAATCT - -TATCCCGSAGAARAGAAARAAARANT - -~ - === -mmnms TATTCCTGARTAGGGAASRARAAGGAAANGCCARAMA - - -

L47111 Candida albicans . L4712 Candida tropicalis || R

L47113 Candida glabrata S 147113 Candida parapsilosis || EGR

L47113 Candida krusei || NG

Cette étude bio-informatique montre que chaque couple d’amorces internes est bien
spécifique d’une seule espece de Candida.
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BE_REZIAT Olivier : Application de la PCR en temps réel au diagnostic des candidémies

RESUME :

L’incidence des candidoses invasives est en augmentation depuis ces 30 derniéres
années ; notamment parmi les patients immunodéprimés. Ces infections a Candida sp., levure
commensale du tube digestif, posent un probléme diagnostic : colonisation ou véritable
invasion ? Devant cette pathologie de pronostic péjoratif, il est nécessaire de fournir au
clinicien un diagnostic précoce, rapide et précis permettant I’instauration d’une thérapeutique
adaptée. Les outils actuels sont représentés par la culture, d’interprétation difficile selon le
prélévement, les hémocultures de sensibilité insuffisante et des méthodes sérologiques de
performances modestes. Afin d’améliorer la sensibilité et la spécificité de ces tests, divers
protocoles d’amplification génomique ont été publiés.

L’objet de ce travail est le développement d’une technique originale de PCR
SYBRGreen®en temps réel sur automate LightCycler®. La cible génomique retenue est
I’ADN ribosomal 5.8 S.

Notre stratégie diagnostique repose sur une premiére PCR d’orientation du genre
Candida suivie, en cas de positivité, par une seconde amplification utilisant des amorces
spécifiques d’especes. Les 5 especes de Candida recherchées ici sont les plus incriminées
dans les candidoses a dissémination hématogéne : Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei. Aprés avoir développé notre technique sur des

suspensions de levure, nous avons chercher a I’appliquer a du sang total de patient.
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