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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

LE COMPLEXE D’ ESPECES

FUSARIUM SOLANI

ET LES FUSARIOSES HUMAINES




PARTIE |

Synthése bibliographique sur FSSC et les fusarioses humaines

La taxinomie ou taxonomie a pour objet de décrire les organismes vivants et de les regrouper
en entités appelées taxons afin de les identifier, les nommer et enfin les classer. Depuis la
seconde moitié du XXéme siecle, une nouvelle approche conceptuelle de ces classifications

est possible grace a la biologie moléculaire.

La taxinomie en mycologie est donc en constante évolution suite aux données recueillies lors
des différentes approches phylogénétiques. Ce remodelage des classifications s’applique

également pour le genFaisarium

Le genreFusariumappartient au phylum desscomycota, a la classe déscomycetest a

'ordre desHypocreales Il s’agit d’'un genre polyphylétique a la taxinomie complexe. Par
exemple, Fusarium solani et Fusarium verticillioides possedent des formes sexuées
(téléomorphes) appartenant respectivement aux geveesria ou Gibberella alors que
Fusarium oxysporunm’est actuellement connu que sous sa forme asexuée (anamorphe). La
taxinomie du genre autrefois basée sur les aspects morphologiques ou l'adaptation a un
substrat particulier, a été revue en profondeur avec I'avenement des techniques de phylogénie
moléculaire. Les données récentes issues de ces travaux montrent que les anciennes
taxinomies sont en partie erronées. Ceci s'est traduit par le rattachement d’espéces des genres
Acremoniunou Cylindrocarpon au sein du geniFeisariumtelles queAcremonium falciforme

ou Cylindrocarpon lichenicola [Summerbed#t al., 2002](1) mais aussi par la notion de

complexes d’espéces non différentiables morphologiquement (espéces cryptiques).

Au sein de ce complexe, notre intérét se porte sur I'espesarium solaniinommée en

1881), qui est 'anamorphe de Nectria haematococca [de Hoog et al., 2011](2).

La classification taxinomique compléete, actuelle et corrigée de cette espece (ou complexe

d’espéces) est la suivante :
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Tableau 1 : Classification taxinomique de Fusarium solani

Genre Nectria
Famille Nectriaceae
Ordre Hypocreales
Sous classe Hypocreomycetidae
Classe Sordariomycetes
Division Ascomycota
Reégne Fungi

Historiguement, I'appartenance au gemtesariumet l'identification d’especes était établie
sur des similitudes morphologiques et physiologiques. Cependant ce mode de répartition des
especes est artificiel et manque de robustesse pour en déduire des fonctions biologiques, telles

que la synthése de mycotoxines spécifiques [Zhang et al., 2006](3).

Depuis deux décennies, I'analyse multilocus de polymorphismes nucléotidigbasataim
solaniet de son téléomorpidectria haematococca a montré que ces deux formes constituent
un groupe de plus de 50 espéces distinctes tout en étant reliees génétiquemerdt[dhang
2006](3).

Ainsi une espece décrite sur des aspects morphologiques telfeisgreum solaniregroupe

plusieurs entités distinctes, appelées especes biologiques qui peuvent étre différentiées,
notamment par le test de fertilité croisée. En effet, une inter-fertilité entre deux souches est
possible uniquement si les deux isolats appartiennent a la méme espece biologique. En
pratique, tous les membres d’'une seule espéce biologique correspondent a une méme espéce
morphologique, mais plusieurs especes biologiques peuvent étre retrouvées dans une seule

espéece morphologique [Leslie et al., 2007](4).

Désormais, suite a ces études, la communauté scientifique reconn&tuspraim solani-
Nectria haematococca est un complexe d’espéces, communément appeldEEB0Gm

solani Species Complex [Zhang et al., 2006](3).

Suite a I'analyse des polymorphismes de trois genes d'intérét (EF1 alpha, ITS et RPB2), les

especes phylogéniques appartenant a ce complexe sont distribuées entre trois clades [Zhang
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et al., 2006](3). Cette répartition moléculaire est associée a des caractéristiques
épidémiologiques. En effet, les membres des clades 1 et 2 sont isolés exclusivement de
plantes (malades ou mortes), alors que les isolats du clade 3 sont des saprophytes
environnementaux ou issus du sol. Notamment, toutes les souches humaines, animales ou
retrouvées dans I'environnement hospitalier appartiennent a ce dernier clade 3. De plus, la
répartition géographique des souches des clades 1 et 2 est limitée (respectivement Nouvelle
Zélande et Amérigue du Sud) alors que celle des isolats du clade 3 est cosmopolite. Ce dernier
se distingue aussi par des caracteres culturaux spécifiques tels qu'une vitesse de croissance
plus importante et une plus grande capacité a produire des microconidies. Ces facteurs
laissent supposer une plus grande agressivité des especes du clade 3 ainsi gu’une facilité de
pénétration et de dissémination chez I'héte [Zhang et al., 2006](3).

Actuellement, devant 'absence de dénomination latine pour chaque espéce phylogénétique du
clade 3, la nomenclature utilisée (un nombre et une lettre) se base sur le profil obtenu lors de
'analyse phylogénétique, par exemple FSSC l1la [Cledray., 2006 ; Zhangt al., 2006 ;
O’Donnell et al., 2008](5)(3)(6). Au sein du clade 3, la majorité des isolats du complexe
d’espécesFusarium solaniretrouvés en clinique humaine (75 %) sont repartis dans les
groupes FSSC 1 a FSSC 4 [Zhaa@l., 2006](3). Lors de I'analyse phylogénique, toutes les
données sont regroupées sur des plateformes électroniques pour permettre a chacun d'utiliser

cette nomenclature et d’enrichir les bases de données [Park et al., 2011](7).
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Les champignons appartenant au gefRusarium sp. sont tres fréquemment retrouvés au
niveau du sol, des végétaux, de l'air et de I'eau. Leur répartition géoclimatique est aussi trés
diversifiée puisque ces champignons filamenteux existent tant dans les régions tempérées que
tropicales, mais aussi dans des zones climatiques extrémes telles que les déserts, les
montagnes et les régions polaires [Digretnal., 2004](8). Récemment, I'équipe de Palmero

a montré la présence de plusieurs especdaudarium (telles queFusarium oxysporupF.

solani F. equisetiF. dimerumetF. proliferatun) dans la poussiere atmosphérique et 'eau de
pluie. Ces données expliquent la dispersion, parfois a longue distance, de ce pathogene par la
pluie et le vent [Palmero et al., 2011](9).

Le complexe d'espéceBusarium solaniest présent dans des environnements extrémes,
comme a l'intérieur du réacteur nucléaire endommagé de Tchernobyl, hautement radio-actif,
ou dans des milieux en anaérobiose ou présentant une toxicité pour la plupart des autres
champignons [Coleman et al., 2009](10).

Les champignons du genfFeisariumsont des agents phytopathogenes de plus de 100 espéces
végetales, pouvant ainsi détruire des récoltes entiéres de céréalesdiNacci2007](11).

Certains de ces pathogenes peuvent également causer des infections chez les animaux ou les
humains. Cette diversité d’hétes a été démontrée par typage moléculaire pour le complexe

d’espéces Fusarium solajihang et al., 2006](3).

Parallelement aux pathologies humaines et végétales, le complexe d'dapsar@sm solani

est a l'origine de dommages environnementaux dans des grottes contenant des fresques
paléolithiques. En effet, ce phénoméne a été observé en Espagne a Castanar de Ibor en 2008
[Juradoet al., 2010](12) et en France dans les grottes de Lascaux en 2001 [[Bu@dnt

2007 ; Bastianet al., 2009 ; Bastiaret al., 2010](13)(14)(15). En Espagne, l'origine du
développement du champignon sur les parois de la grotte est strictement humain
(vomissement d'un visiteur) [Juradet al.,, 2010](12). En revanche, en France, la

contamination fongique des grottes aurait une origine environnementale telle qu’une
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percolation a partir des sols supérieurs ou se serait produite par I'intermédiaire d’arthropodes,

des visiteurs ou des eaux de ruissellement [Dupont et al., 2007](13).

Le complexe d'espece&usarium solanicontamine également les piscines publiques,
occasionnant parfois la fermeture de celles-ci, comme a Paris en 2010. En effet, les espéces
du genreFusarium peuvent étre rencontrées sur les surfaces environnantes des bassins
[Brandi et al., 2007](16). Une étude parisienne dans une piscine servant a la rééducation
fonctionnelle a montré la présence de ces champignons sur des surfaces entourant le bassin
mais aussi comme agent d’onychomycoses chez des patients fréquentant ce centre de
rééducation [Buotet al.,, 2010](17). Le lien entre ces deux observations n'a pas éte
précisément établi bien que I'hypothése de la contamination hydrique ait été avancée. Dans la
méme optique, un nombre important d’isolats recueillis en milieux hospitaliers ont été typés
par biologie moléculaire. Cette étude a révélé que les 6 génotypes plus fréiqguemment isolés en
clinigue humaine correspondaient aux génotypes les plus retrouvés au niveau des éviers ou
des immeubles. La relation causale n’'a pas été documentée mais les études de génétique des
populations des souches Basariumisolées chez 'Homme et dans I'eau semblent donner

des résultats superposables [Short et al., 2011](18).

Dans I'environnement hospitalier, le systeme de distribution de I'eau a été incriminé comme
réservoir des espéces du geRtesarium[Anaissieet al., 2001 ; Kauffmanmet al., 2008 ;

Mehl et al.,2008 ; Sautouet al., 2012](19)(20)(21)(22). Plus récemment, une étude a montré

la présence de ces pathogénes dans I'eau utilisée pour les hémodialyses [Pires-Gaincalves
al., 2008](23). Ces deux observations posent la problématique du contrdle de la contamination
fongique de I'eau mais aussi de la mise en ceuvre d’'une décontamination efficace sur ces
especes, comme l'a souligné une étude francaise multicentrique évaluant le risque fongique
lié & 'eau [Kauffmann et al., 2008](20).
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Aspects morphologiques

Les champignons du genkeisariumappartiennent aux hyalo-hyphomycetes et présentent un

mycélium septé et incolore. En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses,
jaunes, rouges ou violettes. Les cellules conidiogénes se forment sur des hyphes aériens ou
sur des conidiophores courts et densément branchés. Les conidies sont de trois types :

macroconidies, microconidies et blastoconidies (figure 1).

Les macroconidies falciformes, avec plusieurs septa transverses, une extrémité apicale
crochue et une base pédicellée sont produites en basipétale (croissance a partir de la base) par

les monophialides ou les sporodochia (agrégats de conidiophores) et sont accumulées en
masse.

Les microconidies sont ellipsoides, ovoides, subsphériques, pyriformes, claviformes ou
allantoidiennes, généralement unicellulaires et présentent une base arrondie ou tronquée. Elles
sont produites en séries basipétales sur des mono ou polyphialides et accumulées en petites
tétes ou en chaines.

Les blastoconidies sont produites séparément sur des cellules polyblastiques et présentent de 0
a 3 septa.

Des chlamydospores, souvent présentes, sont hyalines ou pales, intercalaires ou terminales et
possedent une paroi épaisse [de Hegl., 2011](2).
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Figure 1 : Terminologie pour décrire la morphologie du genre Fusarium

Dans le cas du complexe d’espeéassarium solanila culture sur Oatmeal agar pousse
rapidement et présente un mycélium aérien de couleur blanche a creme et habituellement une
teinte verte a brune lors de la présence de sporodochia. Le revers de la culture ne présente pas

de couleur, mais une pigmentation de couleur « lie de vin » existe pour certaines souches

(figure 3).
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D’un point de vue microscopique (figure 2), le complexe d’espEasarium solanprésente

des conidiophores émergents perpendiculairement des filaments aériens, de type
monophialides avec une collerette distincte (figure 5). Les macroconidies sont produites sur
des conidiophores courts et branchés et sont généralement peu incurvées, avec une base
apicale courte et émousseée et sans cellule basale distinguable (figure 4). La plupart d’entre
elles présentent 3 septa, ou occasionnellement 5, et mesurent 28 - 42 x 4 - 6 um. Les
microconidies, habituellement abondantes, sont produites sur des conidiophores allongés et
verticillés et mesurent 8 - 16 x 2,0 - 4,5 um (figure 6). Les chlamydospores sont fréquentes,
uniques ou en paires, terminales ou intercalaires, lisses ou rugueuses et mesurent de 6 a 10 um
de diametre (figure 7) [de Hoog et al., 2011](2).
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Figure 2 : Structure microscopique de Fusarium solani CBS 490.63

(a : conidiophores avec monophialides ; b : chlamydospores ; c: micro et macroconidies)
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Figure 3 : Aspect macroscopique de Fusarium sola@BS 224.34

(endroit : gauche ; revers : droit ; aprées 10 jours de culture sur milieu Oatmeal agar a 24°C)

Figure 4 : Macroconidies
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Figure 6 : Microconidies
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Figure 7 : Chlamydospores
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Métabolites secondaires

Au cours des derniéres décennies, il a été démontré que les champignons fréquemment
retrouvés dans [lalimentation pouvaient produire des toxines, appelées mycotoxines.
Historiquement, ces toxines ont provoqué des épidémies majeures tant chez 'lHomme que
chez I'animal tel que I'ergotisme. Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, c'est-a-
dire qu’elles ne jouent aucun réle dans la croissance du champignon. Ces molécules
n’'induisent pas de réponse du systeme immunitaire et peuvent présenter quatre types de
toxicité : aiglie, chronique, mutagene et tératogene. Les cing mycotoxines les plus importantes
sont les aflatoxines, I'ochratoxine A, les fumonisines, les trichothécenes et la zéaralénone [Pitt
2000](24). Les deux premiéres ne sont pas produites par les champignons dtugariten
contrairement aux trois dernieres synthétisées en quantités variables en fonction des especes.
Les principales especes deusarium sp. productrices de mycotoxines sdaisarium
moniliforme pour les fumonisines dtusarium graminearunpour les trichothécénes et la
zéaralénone [Pitt 2000](24). Les mycotoxines produites par le complexe d’eEpéaesim

solani le sont en faible quantité. Parmi celles-ci, l'acide fusarique a été détecté dans des
isolats cliniques issus de kératites [Nai&eal., 2004](25) ou phytopathogenes [Morettial.
2010](26). Des traces de deoxynivalénol (composé de la famille de trichothécenes) ont
également été retrouvées dans des cultures de ce champignon sur milieu a I'extrait de Malt
[Richard et al., 2007](27).

La synthese de métabolites secondaires tels que les mycotoxines présente un impact négatif
sur I'agriculture ou la santé. Cependant certaines de ces substances peuvent étre utilisées dans
lindustrie pharmaceutique comme principe actif. Dans le cas du complexe despéces
Fusarium solani deux molécules : la camptothécine et la 10-hydroxycamptothécine ont été
réecemment identifiées dans le mycélium lors de I'endoparasitisme d'un arbuste indien
(Apodytes dimidiata). Ces composés sont dimportants précurseurs de la synthese de
molécules utilisées comme anticancéreux en clinique tels que l'irinotecan et le topotecan
[Shweta et al., 2010](28).
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Caracteres moléculaires

Au sein du genr&usarium le génome complet de 4 especes a été complétement séquencé :
Fusarium graminearumFusarium verticillioides Fusarium solaniet Fusarium oxysporum
[Al-Reedy et al., 2012] (29).

Concernant le génome drisarium solani(Nectria haematococca), celui-ci a été obtenu en
2007 par the Joint Genome Institute et 'ensemble de ces données sont mises a disposition sur
le site Web http://genome.jgi-psf.org/Necha2/Necha2.home.html [Coletreln 2009 ; Rep

et al., 2010] (10)(30).

La souche utilisée lors du séquencage présente 17 chromosomes avec des tailles variables
allant de 530 kb a 6,52 Mb. La taille totale de ce génome est de 54,43 Mb et le nombre de
genes predits est de 15 707. Ceci constitue donc I'un des génomes les plus importants, en

taille, parmi les Ascomycetes.

Deux catégories de genes permettent d’expliquer la taille trées conséquente de ce génome :
d'une part, les genes spécifiques Flgsarium solaniet qui ne sont pas retrouvés dans les
autres especes fongiques (méme celles génétiguement proches telleSusguiim
graminearun et d’autre part, les génes habituellement présents en une seule copie chez les
autres champignons mais retrouvés en copies multiples—tisazium solaniCertains de ces

génes additionnels résulteraient d’'une duplication, alors que d’autres auraient été acquis par

transfert horizontal [Coleman et al., 2009](10).

Les chromosomes 14, 15 et 17 sont surnuméraires et donc absents de certains isolats. Ils se
différencient des autres car ils contiennent plus de séquences répétées, sont particulierement
riches en genes uniques ou dupliqués et présentent une faible proportion de GC. Leur origine
n'est pas connue mais leur taille génomique importante pourrait expliquer la diversité
d’habitats de cette espéce. En effet, les géenes unigues de ces chromosomes surnuméraires
coderaient des fonctions biochimiques en rapport avec les phénoméenes d’adaptation des

souches a des niches écologiques différentes. Ces éléments semblent étre I'équivalent des
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plasmides chez les bactéries et ils contribuent a la diversité microbienne et a I'évolution des

champignons [Coleman et al., 2009](10).
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Pouvoir pathogéne

Les mycotoxines synthétisées par les especes du Gaesagiumleur conferent un pouvoir
pathogéne important vis-a-vis des végétaux ou des mammiféres dont 'Homme ¢Nalcci
2007](11). Les mycotoxicoses sont ainsi dues a l'ingestion d’aliments contaminés par les
mycotoxines. La plus connue est I'aleukie alimentaire toxique secondaire a la consommation
de céréales colonisées prausarium sporotrichioidegt Fusarium poaelLes manifestations

initiales sont gastro-intestinales mais secondairement apparaissent des symptémes cutanés et
hématologiques avec immunosuppression. Les autres mycotoxicoses se manifestent sous
forme d'ostéo-arthrose dystrophique chronique ou de symptdmes gastro-intestinaux et
neurologiques [Gupta 2000](31).

Ces champignons présentent également la capacité de produire du biofilm en présence de
matériaux étrangers tels que les lentilles oculaires ou les cathéters. Le micro-organisme, ainsi
intégré dans une matrice extracellulaire endogéne, devient plus résistant aux différents
traitements antifongiques ou aux solutions de nettoyage du matériel [Adteatn 2008 ;
Dyavaiahet al., 2007 ; Imamura et al., 2008 ; Mukhergal., 2012](32)(33)(34)(35).

Peu d'études de virulence ont été réalisées sur le dgarsarium Cependant, parmi les
especes les plus courantes, celles du complexe d’espésasum solanisemblent étre les

plus virulentes. En effet, dans un modéle murin de fusariose chez I'animal immunocompétent,
la médiane de survie était a 14 jours pbusarium solanialors que pour les autres especes
(Fusarium oxysporum Fusarium verticilloideset Fusarium proliferatuy une grande
majorité d’animaux était encore en vie a la fin de la période d'observation de 30 jours
[Mayayo et al., 1999](36).

35



PARTIE |
Synthése bibliographique sur FSSC et les fusarioses humaines

Des modeles de kératites ont été développes/o chez I'animal, comme chez le rat avec des
lentilles en paraffine [Zhu et al., 2011](37) mais égalenreritro en étudiant les interactions

entre le champignon et les lentilles de contBasarium solaniest capable de s’attacher a la
surface des lentilles de contact, et de maniere suffisamment forte pour que le simple rincage
passif avec les solutions de nettoyage ne permette pas de I'en détacher [Ahearn et al.,
2007](38). De plus, cette capacité est espéce et génotype dépendante, les souches de
Fusarium solanidu groupe 1 ont une pénétration plus rapide et plus extensive que celles du
groupe 2 ou 3 ou que les souches du complexe d’espesasium oxysporum[Ahearn et

al., 2009](39). Le mode de croissance des champignons dans la cornée est également différent
en fonction des genres fongiquésusarium présente un mode de croissance parallele a la
cornée, qui semble étre moins associé a des récurrences cliniques [Xie et al., 2008](40).

Le complexe d’especdsusarium oxysporuna été utilisé comme modéle afin d’étudier des
mécanismes de virulence a la fois chez les plantes et les mammiféres. Différents mutants dont
les génes sont connus pour étre impliqués dans la virulence du champignon sur les plants de
tomates (modeéle végétal) ont été inoculés dans le modéle murin. Il a alors été observé que ces
facteurs de virulence jouent des roles distincts au cours de I'infection fongique en fonction du
type d’hote considéré [Ortonedat al., 2004 ; Prados Rosales al., 2006](41)(42). Par
exemple, le gene codant pour la protéine kinase MAPK (mitogen activated protein kinase),
qui est essentiel pour la virulence vis-a-vis des plantes, n’est pas nécessaire dans les infections
animales. En revanche, le facteur de transcription de la réponse aaqBi st requis pour

une virulence chez I'animal mais pas chez les plantes.
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Aspects immunitaires

Bien que peu d’études soient disponibles sur les mécanismes de défense mis en ceuvre contre
les champignons du genkaisarium les fusarioses invasives présentent des similitudes avec

les autres mycoses invasives telles que I'aspergillose invasive et notamment sa prédominance
chez les sujets immunodéprimés (patients présentant une hémopathie maligne ou allogreffés)
[Nucci et al.,, 2007](11). En effet, seuls les patients immunodéprimés présentent des
fusarioses invasives ou disséminées [Lorthoktral., 2010](43). De plus, une neutropénie
prolongée et une corticothérapie a forte dose ont été définies comme marqueurs de mauvais
pronostic [Nucci et al., 2003](44).

Historiquement, Legrand et collaborateurs ont été les premiers a développer un modele murin
de fusariose. Une corrélation entre I'inoculum et la mortalité a ainsi été démontrée. Ce modéle
a surtout permis de décrire histologiqguement le type de réponse cellulaire associé a cette
infection en fonction de I'immunité de I'h6te. Chez les souris immunocompétentes, des abces
nécrotiques présentant des filaments septés, une infiltration de neutrophiles et de macrophages
et des zones d’hémorragies sont observés. En revanche, chez la souris neutropénique, aucune
réaction inflammatoire n’est mise en évidence mais la charge fongique est plus importante et

l'infection est disséminée a la plupart des organes [Legraal, 1991](45).

La réponse immunitaire de type innée joue un rble majeur dans la défense contre les
infections fongiques a moisissures [Shohetral., 2005](46). Les polynucléaires neutrophiles

et les macrophages endommagent les filaments de Fus&itte activité de phagocytose est
majoréein vitro par la présence d'interféron gamma, de G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) ou de GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor)
[Gaviria et al., 1999](47). D’'une maniere analogue, l'interleukine 15 induit au niveau des
polynucléaires neutrophiles une destruction des filaments sans intervention du systeme
oxydatif et elle permet également une libération d’interleukine 8, qui agit par voie autocrine
[Winn et al., 2005](48). Plus recemment, le role des Toll like récepteurs (TLR) a été demontré
dans la reconnaissance du champignon par 'immunité innée [Romani 2004](49). De maniéere

plus spécifique, cette voie a été explorée dans des modeles murins de kéFaigasam
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solani D’une part, il a été montré que la sévérité des Iésions et la clairance d’élimination du
champignon était dépendante de [limmunité du sujet (modele lapin traité par
cyclophosphamide) [Wwet al., 2004](50). D’'autre part, le rdle des macrophages a été
souligné dans cette forme clinique de fusariose et une déplétion de ceux-ci entraine une dys-
régulation de la réponse antifongique par modification de la balance Th1/That [&luy
2009](51). Au niveau moléculaire, I'activité antifongique induite par les neutrophiles dépend
du TLR4 et non du TLR2. De plus, au niveau de la voie de signalisation des TLR, un réle
essentiel du récepteur a linterleukine 1 et de MyD88 a été montré dans l'immunité anti-
Fusarium En effet, une déplétion en I'un ou l'autre de ces éléments conduit a une croissance
fongique incontrélée et a une perforation de la cornée [Tarakishl, 2008 ; Suret al.,
2010](52)(53). Dans les kératites, les cellules épithéliales de cornées constituent un autre type
cellulaire impliqué dans la réaction immunitaire vis-a-vis de filamentudarium solanpar
lintermédiaire des TLR2 et TLR4 [Jin et al., 2007](54).
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Colonisation

Peu de données existent a I'heure actuelle sur la colonisation des espéces appartenant au genre
Fusarium Cependant, les avancées technologiques telles que le séquencage haut débit

permettent désormais d’étudier les flores et les « mycobiomes ».

Chez I'Homme, le microbiome fongique de la cavité orale a été caractérisé par
pyroséquencage chez 20 individus sains. Le g€nmarium est rapporté chez 30 % des
participants [Ghannourat al., 2010] (55). La description de la flore intestinale de modeles
murins a permis d’étudier le mycobiome dans lequel le gEosarium était également

représenté [Scupham et al., 2006] (56).

Ces données préliminaires restent a explorer plus en détails pour étayer I'hypothése d’'une

contamination endogene lors des fusarioses.
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Infections superficielles

ONYCHOMYCOSES

Les onychomycoses représentent 30 % des mycoses superficielles et 50 % des pathologies
unguéales. Les moisissures sont responsables de 2 a 12 % des onychomycoses, en fonction de
la population et des zones géographiques étudiées. Les principaux genres en cause sont

ScopulariopsisAspergillus Fusariumet ScytalidiunfMoreno et al., 2010] (57).

La proportion d’onychomycosesFRusariumet Fusarium solania été étudiée dans plusieurs
études. Ainsi, en considérant les onychomycoses dans leur ensemble (dermatophytes
compris), le genr&usariumest responsable de 8 cas pour 547 patients dont 4FeERAUM
oxysporumet 4 aFusarium solanidans une étude brésilienne [Godayal., 2004] (58). Une
prévalence de 3 % est rapportée en Suisse pour le lgesaeium|[Ninet et al., 2005] (59).
Moreno rapporte dans sa revue les données d’'une étude colombidrumngadumest I'agent
responsable de 50 % des 310 onychomycoses non dues aux dermatophytes. Dans cette région,
la répartition des espéces Hesariumest la suivante Fusarium solani(64,9 %),Fusarium
oxysporum(32,8 %) etFusarium verticillioides(2,3 %) [Castro Lopezt al., 2008](60).
Cependant, concernant la proportion du gdrmearium dans ces onychopathies, d'autres
données fournissent des proportions trés variées : 44 % en lItaliediTakti2000](61), 32 %

au JaponRusarium solani : 5/25 Fusarium verticillioides 2/25 etFusarium oxysporum

1/25) [Ebiharaet al., 2009](62), moins de 2 % au Mexique [Morenial., 2010](57) ou en

Corée [Hwang et al., 2012](63).

Ces prévalences différent selon la région géographique étudiée, le mode de culture et
d’identification du champignon responsable de I'onychomycose mais aussi daprés la
population étudiée. En effet, un contact étroit avec le sol (terre), I'habitude de marcher pieds
nus ou en sandales, la fréquentation des piscines ou les traumatismes des pieds sont des
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facteurs prédisposant au développement des onychomycoses ou des intelftugasitan
[Godoy et al., 2004](58).

Ces facteurs de risques reposent sur le fait Fpusarium est un champignon saprophyte
retrouvé dans la nature et phytopathogéne. De plus, comme les autres moisissures, il ne
présente pas d’'activité kératolytique a la différence des dermatophytes. Ces micro-organismes
ne vivent donc que dans le ciment intercellulaire non kératinisé ou profitent de la destruction
de la kératine par les dermatophytes, des traumatismes ou des pathologies unguéales [Hwang
et al., 2012](63). Ces éléments de physiopathologie expliquent d’ailleurs la plus faible

incidence des moisissures par rapport aux dermatophytes dans les onychomycoses.

Les onychomycoses Busarium peuvent étre de différents types : sous-unguéales latéro-
distales (figure 8 C), blanches superficielles (figure 8 B) ou sous-unguéales proximales
(figure 8 A). Dans cette derniéere forme, des leuconychies et/ou une inflammation péri-

unguéale peut étre associée [Gupta et al., 2000](31).

Figure 8 : Différentes voies d'infection de I'ongle [Baraet al., 2007](64)

Dans une étude clinique italienne sur les onychomycoses a moisissures, les ongles des pieds
étaient plus fréquemment atteints que ceux des mains (pieds : 21 / mains : 5). L’atteinte, la

plus représentée (21 patients) est proximale et associée a une inflammation péri-unguéale
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douloureuse. L'ongle infecté prend une teinte jaunatre — blanchatre et présente souvent une
surface opaque. Le contour proximal et la cuticule apparaissent jaune — blanc (figure 9). Dans

de rares cas (5), une atteinte distale est observée avec une décoloration blanche de l'ongle
(figure 10) [Tosti et al., 2000](61).

Figure 9 : Atteinte proximale de l'ongle[Tosti et al., 2000)61)
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Figure 10 : Atteinte distale de I'ongldTosti et al., 2000](61)

Des formes cliniques atypiques telles qu’'une mélanonychie (figure 11) peuvent étre décrites
lors d’une onychomycoseFRusarium solanil’'ongle prend alors une coloration noire [Lete
al., 2002](65).

Figure 11 : Mélanonychie a Fusarium solarjLee et al., 2002](65)

Des cas de co-infectiofaisarium solani- Pseudomonas aeruginosa sont également décrits.
Les ongles présentent alors un épaississement et une couleur vert — jaune. La documentation
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mycologique de ces cas est parfois difficile du fait de la croissance rapide et extensive de la

bactérie qui peut empécher la croissance du champignon [Yang et al., 2009](66).

Une fois qu’une pathologie unguéale est observée et que le diagnostic d’'onychomycose est
suspecté, un prélevement mycologique s'impose. Cependant, comme les espéces du genre
Fusariumsont des agents saprophytes et ubiquitaires dans I'environnement, le champignon
isolé dans les milieux de culture est-il toujours responsable de la forme clinique ? ou doit-il

étre considéré comme contaminant ?

De ce fait, Summerbell a classé les moisissures isolées lors d’onychomycoses selon
différentes catégories : contaminant ; flore commensale normale ; colonisateur saprophyte
transitoire ; colonisateur secondaire persistant ; envahisseur successif a un autre pathogene et
envahisseur primaire [Summerbell 1997 ; Ebihetral., 2009](67)(62). Cependant, associer

une espece a l'une de ces catégories en fonction de la situation clinique n’est pas aisé et les
critéeres diagnostiques d’'une onychomycose restent a ce jour ceux proposés en 1976 [Moreno
et al., 2010](57) :

- Lorsqu’un dermatophyte est isolé, il est toujours considéré comme l'agent causal de

cette onychomycose.

- Le diagnostic d’'une onychomycose a moisissure ou levure est validé lorsque des
eléments compatibles tels que mycélium, arthrospores ou levures ont été observeés au

niveau de I'examen direct d’un fragment d’ongle.

- Pour diagnostiquer une infection a moisissure, le champignon doit étre isolé sur un

milieu contenant de I'actidione ou non sur au moins 5 inocula parmi 20.

Le diagnostic et le traitement d’'une onychomycosEuaarium est indispensable dans la
mesure ou cette infection peut constituer la porte d’entrée d'une infection disséminée, se
révélant rapidement létale [Wat al., 2009](68). Devant la fréquence non négligeable de ces
infections unguéales, une attention particuliere doit étre portée sur les anomalies des ongles et

notamment avant de débuter un traitement immunosuppresseur [Ninet et al., 2005](59).
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MYCETOMES

Un eumycétome est une infection fongique chronique caractérisée par des fistules, des grains
et une tumeéfaction touchant une partie du corps (plus généralement les pieds). Le tissu osseux

peut également étre touché [Tomimora et al., 2003](69).

Parmi les champignons identifies comme agents de cette pathdfegarium solanifait

partie des espéces exceptionnellement en cause [Kettkdr, 2011](70). Cette donnée est
confortée par une étude brésilienne, qui a incrinkinéarium solanidans 2 cas parmi 76
eumycetomes [Negroret al., 2006](71). Sporadiquement, des cas cliniques sont rapportés
dans la littérature a ce sujet a cause de leurs localisations atypiques (fesses)efkaltkar
2011](70) ou du délai important entre la contamination probable et le diagnosticefYara
2003](72).

KERATITES

Les kératites fongiques se caractérisent par une ulcération de la cornée et une suppuration [He
et al., 2011](73). Cliniguement, elles se manifestent par une sensation de corps étrangers, une
douleur de I'ceil et une rougeur, associées ou non a une diminution de I'acuité visuelle. Ces
signes sont ceux de toutes kératites infectieuses. Cependant, certaines manifestations font
eévoquer une étiologie fongique : les marges de l'infiltrat en plumes, des Iésions satellites, des
infiltrats en anneaux, des plaques endothéliales ou un hypopyon [Alfonso 2008](74). Ces
infections sont insidieuses, rapidement progressives et de diagnostic difficile. De plus, elles
sont fréquemment réfractaires a la thérapeutique et peuvent ainsi évoluer vers I'endophtalmie
et conduire a la cécité du patient ou a la perte de I'ceil infecté [Wegkaff, 2008 ; Dursuet

al., 2003 ; Edelstein et al., 2011](75)(76)(77).
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Différents terrains peuvent favoriser ces kératites : une baisse de I'immunité de I'héte, un
usage inapproprié des collyres antibiotiques ou a base de corticoides, une blessure préalable
de la cornée, le port de lentilles de contact et la chirurgie ou la greffe oculaiet pile
2011](73).

La kératite fongique est une pathologie cosmopolite. Elle est particulierement fréequente dans
les pays en voie de développement des régions tropicales et subtropicales ou elle représente
50 % des étiologies d’infections de la cornée, alors qu’elle est trés rare dans les pays
développés des régions tempérées [He et al., 2011](73).

Actuellement, plus de 56 genres et 105 espéces fongiques sont responsables de kératites
fongiques. Cependant, I'espece pathogene responsable de ces infections differe selon les pays
ou les régions, en raison du climat, de I'environnement et des autres facteurs naturels. En
dehors des descriptions de cas groupés, peu de données sont disponibles dans la littérature sur
I'épidémiologie des kératites fongiques. Par exemple, en Inde, les champignons
principalement responsables de ces pathologies oculaire®\spatgillussp. etCurvularia

sp.. Au Brésil ou en Chine, il s’agit plutét du gerfrasarium suivi de Candida et
Aspergillus Enfin au Royaume Uni, 50 % des infections de la cornée sont dues au genre
Candida [He et al., 2011](73).

De ce fait, les kératitesfusariumsp. représentent 48.2 % des kératites fongiques en Chine,
dont 35.2 % aFusarium solani[He et al., 2011](73). En Inde, cette derniere espece est

retrouvée dans 25 % des prélevements de cornée [Nath et al., 2011](78).

Devant I'absence de spécificité clinique d’'une kératite fongique par rapport aux autres
étiologies infectieuses, le diagnostic de certitude repose sur le grattage cornéen avec examen
direct et mise en culture (figure 12 et 13). Cependant, aujourd’hui, un diagnostic précoce est
possible grace a une méthode non invasive : la microscopie confocd@®, qui permet de
visualiser les éléments fongiques directement sur la cornée (figure 14) [Beasaly
2007](79).
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Figure 12 : Observation a la lampe a fente d'une kératite a Fusarium solafBrasnuet al.,
2007](79)

Figure 13 : Examen direct (coloration de Gram) d'une kératite a Fusarium solar{les filaments

mycéliens sont représentés par la fleche blanche) [Brasnu et al., 2007](79)
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Figure 14 : Observation en microscopie confocaie vivo d'une kératite & Fusarium solaniles
filaments mycéliens sont représentés par les fleches blanches et les cellules inflammatoires par la
fleche noire) [Brasnet al.,2007](79)

Les données épidémiologiques préceédentes sont a considérer en dehors de tout contexte
épidémique. En effet, 9 cas groupés d’endophtalmies a Fusarium sotaété rapportés dans

un méme bloc opératoire en Turquie lors de chirurgies dans des contextes de cataracte. La
source environnementale n’a pas été découverte mais I'’hypothése d’une contamination de la
solution d’antibiotiques utilisée est la plus vraisemblable [Glegeadl., 2011](80). Cette
situation est extrémement rare mais une épidémie mondiale sans précédent de kératites a
Fusariumtouchant majoritairement les continents asiatiques et américains entre 2005 et 2006

retiendra notre attention.

Les premiers cas de kératitedasariumsp. émanent de Hong Kong et Singapour. Le 08
mars 2006, le CDC (Centers for Disease Control — Etats-Unis) recoit un rapport du Docteur
David S. Chu (ophtalmologiste dans le New Jersey) qui décrit trois cas de kératites a

Fusariumsp. chez des porteurs de lentilles de contact [Epstein 2007](81).

A Hong Kong de mai 2005 a avril 2006, 33 cas ont été décrits entrainant la mise en place
d’'une étude cas — témoin chez les porteurs de lentilles. Le principal facteur de risque mis en
evidence est l'utilisation de la solution d’entretien des lentilles de contact Bausch & Lomb
ReNu® avec un odds ratio de 16.56 [Btaal., 2009](82). Sur la méme période, I'épidémie a

été plus conséquente a Singapour avec 66 patients touchés dKhbr 2006](83) et la
également la méme marque de solution de nettoyage a été suspectée avec 99.3 d’odds ratio
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pour la formulation « ReNu with MoistureLoc » et 21.5 pour « ReNu MultiPlus » Balv,
2007](84).

Au Etats Unis, la situation épidémique est mise en évidence suite au rapport du Dr Chu puis
une premiére description de cas groupés est publiée a San Francisco avec 4 cas de kératites a
Fusarium survenus en moins de 5 semaines a compter de fin février 2006 [Reéralk)
2006](85). Au printemps 2006, le CDC réalise une étude multicentrique sur les cas
épidémiques avec recherche des facteurs de risque. A la fin juin 2006, 164 cas confirmés sont
décrits, répartis sur 33 états et un territoire américain. L'étude cas - témoin associée montre
gue l'utilisation de la solution pour lentilles de contact « ReNu with MoistureLoc » est

considérée comme un facteur de risque majeur (odds ratio de 13.3) Ellan@006](5).

D’autres zones géographiques ont également été confrontées a cette épidémie : la Martinique
avec 14 abces de cornée en 6 mois [Doehial.,2007](86), la France avec 17 cas [Gaujoux
et al., 2008](87) et la Suisse avec 6 [Kaufmann et al., 2008](88).

L’épidémie de kératites Busariumsurvenue en 2005 — 2006 chez des porteurs de lentilles
souples de contact est donc a la fois soudaine et sans précédent. Au final 483 cas ont été
rapportés dans le monde entier, principalement associés aux solutions Bausch & Lomb
« ReNu with MoistureLoc » et, plus récemment Bausch & Lomb « ReNu MultiPlus »
[Epstein  2007] [Bullock 2009](81)(89). Ceci a dailleurs conduit a larrét de la

commercialisation de ces deux produits.

Une étude multicentrique rétrospective entre 2001 et 2007 sur les kératites fongiques a montré
gue cette augmentation nette mais transitoire de l'isolemenfudarium sp. dans les
prélevements de cornée était un phénomene épidémique (figure 15) [@ale2010](90).

De plus, une analyse statistigue du nombre de cas a démontré grace a la loi de Poisson que la
notion d’'épidémie peut étre utilisée dans ce contexte d&8'ies [Bullock 2008 ; Bullock
2009](89)(91).
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Figure 15 : Distribution des cultures positives a FusariuniGower et al., 2010](90)

Secondairement aux études cas — témoins incriminant les solutions de nettoyage des lentilles
de contact, différentes étiologies ont été suggérées [Epstein 2007](81) pour déterminer les

origines de cette contamination a Fusarision :

le manque d’hygiene des patients et la non compliance aux recommandations des

fabricants ;
- la contamination lors du processus de fabrication des solutions ;

- la contamination des flacons apres le processus de fabrication lors du transport ou du

stockage ;

- le récent tsunami asiatique et 'ouragan Katrina qui ont causé une modification de
I'écosystéme naturel et sélectionné des souches plus virulenkesaeumet peut-

étre d’autres champignons ;
- la diversité des génotypes retrouvés dans les isolats cliniques ;

- la contamination pafFusarium des gouttes de fluoroquinolones utilisées dans le

traitement des kératites.

Concernant la compliance et I'hygiene des patients, il a été établi lors de I'épidémie de
Singapour que les patients présentaient des conditions d’hygiene défavorablest[Ehor
2006](83) et que les souches isolées correspondaient aux isolats habituellement présents dans
'environnement de vie tel que dans l'eau des habitations, par exemple fieay,

2006](92). Cependant la chronologie de I'épidémie montre bien une augmentation rapide de

50



PARTIE |
Synthése bibliographique sur FSSC et les fusarioses humaines

l'incidence et une diminution de celle-ci lors du retrait des solutions ReNu [Getwadr,
2010](90).

Tout au long de I'épidémie, aucune soucheFdeariumsp. n'a jamais été isolée dans les
usines, ni lors d’aucune étape du processus de fabrication, ni dans les bouteilles de solution
[Chang et al.,, 2006](5). De plus, un élément essentiel de cette épidémie est la diversité
géneétique des isolats responsables de kératites qui appartiennent a deux complexes d’especes
Fusarium solaniet Fusarium oxysporuret a des génotypes distincts [Chatal., 2006](5).

Des analyses phylogéniques ont mis en évidence des profils moléculaires identiques entre des
isolats de kératites et des souches retrouvées dans I'environnement du patient (lentilles de
contact, boitiers). De plus, la diversité génétique des souches isolées lors de kératites est
analogue a celle des isolats de I'environnement [O’'Doretedll., 2007](93). Ces données

sont donc tres largement en faveur d’'une contamination environnementale secondaire a une

défaillance dans le processus de désinfection des lentilles de contact.

De plus, les études cas témoins montrent un lien avec les solutions de nettoyage ReNu et pas
avec les autres types de lotions. La composition des produits Bausch & Lomb a été prise en
considération et il est apparu que deux constituants majeurs n’'avaient jamais été utilisés
jusqu’ici dans les solutions commerciales pour la désinfection des lentilles de contact. Le
premier est le dihydrochloride d’alexidine, un agent antimicrobien précédemment utilisé dans
les bains de bouche pour le traitement des gingivites et de la plague déntaiteo, le

pouvoir antimicrobien de l'alexidine est fortement diminué si cette substance est portée a une
température de 56°C dans un conditionnement plastique type ReNu (par rapport a un
contenant en verre ou a une conservation a température ambiantepfEdeR012](94). Le
second est le polyquaternium 10, un polysaccharide retenant I’humidité pres de la surface de
la lentille de contact. Ce dérivé cellulosique sert également de milieu nutritif qui peut faciliter
la croissance fongique, particulierement lors d’'une diminution de I'activité antimicrobienne.
Ainsi ces deux composants ont joué un rdle trés important dans cette épidémie : I'agent
antimicrobien, alexidine, thermolabile, qui ne détruit plus les micro-organismes de
'environnement et le polyquaternium 10 qui sert d’agent nutritif pasariumsp. [Bullock
2009](89).

En résumé, 5 points clefs favorisant sont a retenir dans I'épidémie de kér&iitegriaimde
2005 — 2006 [Epstein 2007](81) :
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- Perte d’activité du désinfectant
- Persistance de Fusariusuar les lentilles, dans les boftiers

- Croissance deusariumgrace a la pellicule de solution de nettoyage a la surface de la

lentille
- Porte d’entrée par les micro-traumatismes due a 'insertion quotidienne des lentilles

- Blocage de la réponse inflammatoire par la lentille

En santé publique, cette épidémie a eu pour conséquences d’adapter les réglementations en
place pour l'autorisation de mise sur le marché de ces solutions de nettoyage des lentilles de
contact. En 2010, les criteres requis sont une réduction de 3 log de la concentration
bactérienne pour 3 espécedtgphylococcus aureuSerratia marcescenst Pseudomonas
aeruginosa) et une diminution de 1 log pour une lev@angida albicanset un champignon
filamenteux Fusarium solan. Les limites de ces tests sont: l'utilisation de souches de
référence qui peuvent avoir des comportements trés différents des isolats environnementaux
ou cliniques, I'absence de tests sur des mélanges de micro-organsimes, I'absence de tests sur
certaines especes fortement impliquées dans les kér#itanthamoebagar exemple). De

plus, les défauts d'observance ou la mauvaise utilisation des produits devraient étre

appréhendés pour garantir une innocuité des lentilles de contact [Boost et al. 2010](95).
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Infections profondes localisées a un seul organe

INFECTIONS CUTANEES

Fusariumpeut étre a l'origine d’'infections cutanées profondes, touchant le derme et isolées,
sans autres organes touchés. Il s’agit de sites primaires d’infections a différentier des
métastases cutanées observées dans les formes disséminées. Ces manifestations peuvent
survenir chez des patients immunocompétents [Nakamu@., 2007](96), mais le plus
souvent ces fusarioses cutanées touchent des patients a risques tels que les diabégtues [Pai
al. 2010](97), les transplantés [Cocuroceh al., 2003](98), les patients présentant une
hémopathie [Pérez et al., 2007](99) ou les brllés [Latenser 2003](100). Ces lésions sont

généralement nécrotiques et peuvent évoluer en ulcéres selon le terrain (figure 16).

Figure 16 : Lésion ulcéro-nécrotique a Fusarium solarjPérez et al., 200{99)

Plus rarementi-usarium solanipeut étre responsable de kystes sous-cutanés, notamment au
niveau du coude comme dans I'observation de Terada et al. (101).
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SINUSITES

Comme Aspergillus Fusarium peut étre a l'origine de sinusite quel que soit le statut
immunitaire du patient [Kurieret al., 1992](102). Quelle que soit I'étiologie fongique, les
manifestations clinigues sont indistinguables avec écoulement et obstruction nasale

accompagneées d’un risque de nécrose de la muqueuse [Nucci et al., 2007](11).

LOCALISATIONS ATYPIQUES

Des cas cliniques font état de localisations atypiques d’infectidhsariumtelles que des
abcés cérébraux [Steinbeeg al., 1983](103) ou du sein [Anandt al., 2005](104), des
ostéomyelites [Sierra et al., 2005](105).

Ces champignons peuvent également étre a l'origine d’infections urinaires, particulierement

suite a une stase urinaire secondaire a une lithiase [Su et al., 2007](106).

Les corps étrangers sont fréquemment colonisésFpaarium sp. Ainsi une infection
récurrente aFusarium solani a été décrite chez un patient avec des antécédents
cancérologiques sur une prothése vocale trachéo-oesophagienne conduisant trois fois a sa
destruction [Honraet et al., 2005](107).
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Infections disséminées

Une fusariose disséminée est définie par I'invasion de deux sites non contigus faisant évoquer

une dissémination hématogene associée ou non a une hémoculture positive.

Le premier cas de fusariose disséminée a été décrit par Cho en 1973 chez un patient
présentant une leucémie aigue [Gétoal., 1973](108). Aujourd’hui, les espéces du genre
Fusariumsont les seconds agents fongiques filamenteux responsables de mycoses invasives
chez 'Homme apresAspergillus Ils représentent ainsi dans les infections fongiques
invasives, 20,7 % des filamenteux au Brésil [Aquétal., 2010](109), 4 % en Italie [Pagano

et al.,, 2006](110) ou 44,4 % des moisissures hespergillusa Taiwan [Hsiueet al.,
2010](112).

D’un point de vue mycologique, les principaux complexes d’espéces isolés lors de fusarioses
invasives sont :Fusarium solani (22 %), Fusarium proliferatum (11 %), Fusarium
moniliforme (11 %) et Fusarium oxysporum(10 %) d’aprés une étude internationale
multicentrique [Lortholaret al., 2010](43).

La fusariose disséminée touche les patients immunodéprimés, particulierement ceux
présentant une hémopathie et occasionnellement les grands brilés [[2igaani2004](8)
[Capooret al., 2012](112). Les autres populations particulierement touchées sont les patients
ayant subi une greffe de moelle osseuse, de cellules souches ou d’organes solidegfLodato
al., 2006](113). Chez les patients greffés de moelle osseuse, le risque est d’autant plus
important s'’il s’agit d’une allogreffe et d’'un donneur non apparenté avec non concordance du
systeme HLA. Au décours de la transplantation, trois périodes de risque ont été déterminées :
avant la prise de la greffe (médiane J16), entre J61 et J80 et enfin au-dela de J366t[Nucci
al., 2004](114). Un seul cas a été décrit chez un patient séropositif pour le VIH [&ualro
2000](115). Cependant, le facteur de risque reste a déterminer car ce patient présentait de
maniére concomitante un lymphome. Récemment, une analyse rétrospective d’'une série
internationale de cas de fusarioses invasives (disséminées ou non) a été réalisée et décrivait

les terrains suivants : greffes de cellules souches (18 %), hémopathies malignes (60 %),
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immunodépression chronique (12 %) et autres situations (10 %) [Lortledlaty 2010](43).
De maniere plus spécifique, une neutropénie, une lymphopénie, une maladie du greffon contre
I'héte, une corticothérapie ou tout autre traitement immunosuppresseur est considéré comme

facteur de risque pour une fusariose disséminée [Digrarhi, 2004](8).

Une fusariose disséminée se présente habituellement par une fieévre persistante réfractaire aux
antibiotiques et aux antifongiques. Les autres caractéristiques présentes sont une sinusite et/ou
une infection rhinocérébrale, une cellulite au niveau d’'une zone d'effraction cutanée, une
endophthalmie, des lésions cutanées douloureuses, une pneumonie, une myosite et des
infections du systéme nerveux central. De maniére exceptionnelle, une localisation
myocardique et aortique peut étre observée [Busemiaal, 2009](116). Ainsi, presque tous

les organes peuvent étre atteints, mais la peau est le plus souvent touchée (70 — 90 %), suivie
par les poumons et les sinus. Trois types de Iésions cutanées peuvent étre observées : des
Iésions multiples et parfois douloureuses (figure 17), des nodules sous-cutanés et des lésions
semblables a de I'ecthyma (pyodermitSteeptococcuslu groupe B), et, moins fréquemment

des lésions bulleuses ou en cibles [Digretnal., 2004](8). Ces lésions sont communément
retrouvées au niveau des extrémités [Jeesah, 2004](117). La peau est souvent le premier
point d’appel pour le diagnostic car ces lésions se produisent souvent a un stade précoce de la
maladie [Jossi et al., 2010](118).

Figure 17 : Lésions cutanées lors d'une fusariose disséminée [Labois et al., 2019)
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Douleurs thoraciques, fievre, toux et hémoptysies surviennent chez les patients avec une
atteinte pulmonaire et ne distinguent pas cliniquement la fusariose d'une aspergillose
invasive. D’une maniére générale, les signes cliniques des patients présentant une fusariose
disséminée sont similaires sur de nombreux aspects avec ceux de l'aspergillose invasive.
Cependant, dans le cas de l'infectioRusarium la fréquence des manifestations cutanées est
importante et les hémocultures sont positives [Digretnial., 2004](8). Une fongémie
objectivée par la détection #eisariumdans les hémocultures est présente dans 40 % des cas

de fusarioses disséminées [Jossi et al., 2010](118).

Alors que le pronostic de l'infection n’est pas lié a I'espece en cause, la neutropénie joue un
réle important avec un risque accru de dissémination de la pathologie et une mortalité plus
importante [Lortholaryet al., 2010](43). Dans les différentes séries publiées, une neutropénie
persistante est un facteur de mauvaise réponse au traitement [Kontogtaaini2004](120)

[Nucci et al., 2004](114). Le taux de mortalité d’'une infectiofrwsariumchez un patient
immunodéprimeé varie de 50 a 80 % [Dignanal., 2004](8). La présence de Iésions cutanées
disséminées constitue un marqueur de mauvais pronostic¢ia$si2010](118). Concernant

la fongémie, les points de vue divergent en fonction des auteurs, lorsqu’elle est isolée, elle est
signe de bon pronostic selon une étude [Jetsal., 2010](118) alors qu’elle constitue le seul
facteur de risque indépendant pour une mortalité a 12 semaines dans une seérie de fusarioses

invasives [Campo et al., 2010](121).
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Diagnostic de I'infection

DIAGNOSTIC DIRECT

Quel que soit le type d’infection Busarium suspectée et sa localisation, des prélevements
doivent étre réalisés pour mettre en évidence le champignon et ainsi documenter la
pathologie. Les échantillons collectés sont de natures différentes en fonction de la localisation
de la fusariose : produits de grattage cornéen dans le cas de kératites, fragments et poudres
d'ongles dans les onychomycoses, tissus prélevés lors de biopsies dans les localisations
cutanées ou profondes, hémocultures dans les fusarioses disséminées.

Dans un premier temps, un examen direct est réalisé a la recherche d’éléments fongiques. Il
peut étre de deux types : mycologique avec l'utilisation de colorants spécifiques pour les
champignons tels que le noir de chlorazol ou le blankophor ; ou anatomopathologique grace a
des colorations comme le Grocott, I'HE (hématéine éosine) ou le PAS (perodic acid Schiff)
[Jensenet al., 1997](122). Les filaments visualisés a I'examen direct mycologique ou
histologique sont similaires a ceux du geAspergillus Il s’agit de filaments hyalins, septés

et présentant des embranchements a angles aigus ou droits (figure 18). Toutefois, une
sporulation peut étre présente dans les tissus et de ce fait, la présence concomitante de
filaments et de spores peut suggérer une fusariose chez des patients a risquet [alucci

2007](11).
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Figure 18 : Eléments fongiques de Fusariurors d'un examen anatomo-pathologique coloré a
I'HE [Montone et al. 2009](123)

Des lors, grace a ces techniques, ni le mycologue, ni 'anatomopathologiste ne sont capables
d’établir avec certitude le diagnostic de fusarioses ; les informations fournies doivent se
limiter aux trois grands types d’éléments fongiques : levures, filaments septés et filaments non
septés. Ainsi, de mauvaises identifications ont été mises en évidence dans 21 % des cas lors
d’'une étude rétrospective réalisée sur 10 ans [Sangbi, 2009](124). La nécessité d'utiliser

des techniques plus spécifiques est donc primordiale. La distinction de genre face a un
filament sur une piéce d’anatomopathologie est possible grace a l'utilisation d’anticorps
monoclonaux spécifiques des principaux genres fongiques [Jehseén 1997](122) ou de

sondes lors d’hybridatiom situ [Montoneet al.,2009](123). Cependant, ces techniques sont

rarement utilisées en routine, le « gold standard » de confirmation reste la culture.

Parallelement, une culture du préléevement doit donc étre réalisée. Les especes du genre
Fusarium poussent facilement et rapidement sur la plupart des milieux en l'absence de
cycloheximide. Toutefois, linterprétation de cette culture est a considérer en fonction du
contexte clinique. En effet, les microbiologistes doivent rester prudenfusariumsp. peut
constituer un contaminant de laboratoire. Les éléments en faveur d'une infection sont
l'isolement de plusieurs colonies sur un méme préléevement ou du méme champignon sur
plusieurs prélevements distincts, un examen direct positif sur le matériel biologique et,
surtout, la localisation et le statut immunitaire de I'h6te. Par exemple, une culture fongique a

partir d’'une aspiration sinusienne ou de sécrétions respiratoires chez un patient
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immunodéprimé devrait toujours étre considérée comme un élément diagnostique d'une
infection aFusarium contrairement a I'isolement dausariumsur un grattage de peau chez

un individu immunocompétent [Nucci et al., 2007](11).

Dans le cas d'infections disséminées, une méthode spécifique de culture peut étre réalisée a
partir de prélevements sanguins périphériques ou centraux grace aux flacons d’hémocultures.
Cette méthode constitue I'une des méthodes les plus efficaces pour établir un diagnostic
définitif de fusariose disséminée. De plus, l'utilisation de milieux de culture spécifiques pour
les champignons (type Mycosis) permet de diminuer le délai entre I'inoculation du flacon
avec le sang du patient et la détection d’'une croissance par 'automate [Hergteglijn
2002](125).

BIOLOGIE MOLECULAIRE

Devant les défauts de sensibilité et spécificité des examens classiques de mycologie (examen
direct et culture), des approches moléculaires ont été décrites mais leur place en routine n’est
pas encore définie, par défaut de standardisation et apres des résultats controversés. Aucune
technique moléculaire n’apparait aujourd’hui dans les recommandations des sociétés savantes
pour le diagnostic des infections fongiques invasives. Une PCR panfongique suivie d'une
étape d’hybridation a été décrite sur sang total [Van Betrikl., 1998](126). A la méme
période, une PCR spécifiquement concue pour la détection du §esesium a éte
développée et utilisée sur le sang et les tissus. Cependant, les essais préliminaires sur un
modeéle murin présentent des discordances entre les données moléculaires et mycologiques
(histologie et culture) [Huet al., 1999](127). Plus récemment, la double technique PCR
panfongique sur le fragment ITS suivie du séquencage de 'amplicon obtenu a été réalisée sur
des prélevements histologiques (frais, fixés au formol ou paraffinés) avec une détection de
93,6 % dans les infections fongiques invasives prouvées par la culture et 64,3 % dans celles
prouvées seulement par I'examen anatomopathologiqueeflLaly 2007](128). Une approche

plus spécifique par PCR nichée pour la détection de 'ADRus&arium solania été évaluée

sur modele murin et montre, pour les lavages broncho-alvéolaires, une bonne concordance

avec les techniques classiques mais une sensibilité plus limitée pour les sérumsdAaimad
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2010](129). Cependant, ce type de technologie semble peu compatible avec une utilisation en

routine du fait des fréquentes contaminations.

Des techniques ciblant de maniere concomitante les principaux agents fongiques d’intérét en
mycologie médicale ont été développées. Elles présentent I'avantage de détecter un grand
panel de pathogenes simultanément, d'étre rapides et utilisables sur les prélévements
clinigues. Cependant, seuls les micro-organismes ciblés seront recherchés, ce qui peut
présenter une limite majeure lors de mycoses causées par des espéeces atypiques ou rarement
fréquentes. Par exempl&usarium solanifait partie du panel des 24 espéces fongiques
détectées sur la puce a ADN développées par I'équipe de Campa [€aalp£2008](130).

De maniere similaire, la technologie Luminex est un systeme d’hybridation sur microbilles,
qui a intégré dans sa gamme d’identification 6 genres de champignons et 69 espéces. Le genre
Fusarium est détecté par une sonde parsarium capable de se fixer a 'ADN dE.
oxysporumF. proliferatumet F. verticilloides En complément, des sondes spécifiques pour

les especes F. solaei F. oxysporunont été développées [Landlinger et al., 2009](131).

IMMUNODIAGNOSTIC

Afin de réaliser une surveillance réguliere des patients a risque de développer des mycoses
invasives, des techniques dimmunodiagnostic peu invasives telles que la recherche

d’antigenes sont utilisées.

La recherche de béta-D-glucanes, constituants de la paroi d'une grande variété de
champignons, constitue un bon complément dans le diagnostic des candidoses, fusarioses,
trichosporonoses et aspergilloses avec une sensibilité et une spécificité supérieures a 95 %
[Odabasiet al., 2004](132). Cette technique fait d'ailleurs partie des critéres biologiques
diagnostiques des infections fongiques invasives selon 'EORTC [De &taalw 2008](133).
Cependant, une étude de faisabilité récente a montré un taux de béta-D-glucanes inférieur au
seuil de positivité dans le cas d’'une fusariose pulmondigsarium solaniBellangeret al.,
2011](134).
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Un autre antigéne, le galactomannane (encore appelé antigene aspergillaire) est utilisé pour le
suivi des patients d’hématologie a risque de développer des aspergilloses invasives. Mais, ce
marqueur a également été retrouvé dans des cas de fusarioses invasives en l'absence
d’'Aspergillus [Seyfarth et al., 2008](135). Cette réaction croisée a été confirmée sur des
prélevements sériques de patients atteints de fusarioses mais aussi sur des surnageants de
culture [Tortoranoet al., 2012](136). Ainsi, en I'absence de culture, la distinction entre
fusarioses et aspergilloses ne peut pas étre réalisée par 'immunodiagnostic, qui doit toujours
étre interprété en fonction des autres éléments diagnostiques, des arguments cliniques et des

criteres d’hobtes.

IMAGERIE

Du point de vue biologique du diagnostic, une fusariose invasive présente de nombreuses
similitudes avec une aspergillose invasive. L'imagerie, quant a elle, ne permet pas de disposer
d’arguments spécifiques en faveur Besarium mais évoque une étiologie fongique a
champignons présentant un pouvoir angio-invasif. Sur la radiographie du thorax, 25 % des
patients présentent des poumons sans particularités, alors qu’'au scanner thoracique tous
présentent un aspect anormal. Des éléments en faveur d’'une infection fongique, tels qu’une
masse pulmonaire ou des nodules, peuvent ainsi étre observés chez 82 % des patients au
scanner mais chez seulement 45 % des patients a la radiographie [8abn?008](137).

Ainsi le scanner thoracique est plus sensible pour la détection des infections fongiques
pulmonaires chez les patients immunodéprimés que la radiographie pulmonaire. De plus, les
patients infectés pdfusariumne présentent pas le signe du halo, élément scannographique

caractéristique de I'aspergillose invasive a un stade precoce [Marom et al., 2008](137).
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Identification de I'espéce responsable de I'infection

Le genreFusarium présente une taxinomie complexe et une grande variété de complexes
d’especes peut étre a I'origine de fusarioses quelle que soit leur localisation (figure 19) [Short
et al., 2011] (18).

GFSC

FDSC
4%

FO3C
18%

Figure 19 : Fréquence des complexes d'especes de Fusarfusmmi 717 isolats cliniques [Short et
al., 2011](18)

Cependant le diagnostic d’espece est indispensable en clinique, non seulement dans un but
épidémiologique pour connaitre le spectre des especes responsables d’infections, mais
également a des fins thérapeutiques afin d’adapter les stratégies en fonction des profils de
résistance de chacune des especes.

MYCOLOGIE

Les caracteres culturaux communs au gémugariumainsi que les criteres d’identification

morphologiques du complexe d’espe€esarium solaniont été décrits précédemment. Nous
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nous intéressons ici a la différentiation des complexes d’especes du-geareimd’apres

leurs aspects morphologiques.

Une clé d’identification des espéces du gdrusariumest proposée dans Atlas of Clinical
Fungi (tableau 2) [de Hoog et al., 2011](2).
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Tableau 2 : Clé d'identification des especes du genre Fuspdeihioog et al., 2011](2)

Colonies atteignant moins de 2 cm de diametre en 7 a 10 jours

la - . - 2
macroconidies avec 1 a 2 septa
1b Colonies atteingnant plus de 2 cm de diametre, habituellement 5
" |cmen7aloljours
22 Macroconidies mesurant plus de 55 pm de long ; chlamydospo Fusarium
" | absentes aquaeductuum
2h Macroconidies courtes mesurant généralement moins de 25 pr 3
" | long ; chlamydospores absentes ou présentes
3a Macroconidies fortement incurvées avec une pointe a l'apex ; 4
" | chlamydospores présentes
3b Macroconidies légérement incurvées avec une faible pointe a I| Plectosporium
" | ; chlamydospores absentes tabacinum
s oo . Fusarium
4.a | Cellules conidiogenes longues, étroites, souvent septées :
falciforme
e . : : Fusarium
4.b | Cellules conidiogénes courtes, gonflées, unicellulaires :
dimerum
52 Microconidies rares ou absentes ; colonies fauves a brunes ; c¢ Fusarium
" | conidiogenes polyblastiqgues abondantes incarnatum
5.b | Microconidies nombreuses -6
6.a | Microconidies en chaines -7
6.b | Microconidies non en chaines - 10
7.a | Microconidies exclusivement sur des monophialides -8
7.b | Microconidies sur des monophialides ou des polyphialides -9
, - : . Fusarium
8.a | Microconidies en forme de navets ou citrons présentes )
napiforme
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8.b | Microconidies en forme de navets ou citrons absentes F“.S?‘”‘.‘m
verticilloides
9.a | Chlamydospores absentes Fugarlum
proliferatum
9.b | Chlamydospores abondantes Fusa““”.‘
nygamai
10.a| Cellules conidiogénes polyblastiques fréquentes - 11
10.b| Cellules conidiogenes polyblastiques absentes - 14
11a Colonies rouges ; chlamydospores abondantes ; blastoconidies Fusarium
| prédominantes chlamydosporum
Colonies roses a violettes ; chlamydospores absentes ;
11.b e : - 12
blastoconidies moins abondantes
Microconidies produites par un conidiophore prolongé sur les
12.a hyphes poussant horizontalement & la surface de la gélose, Fusarium
| généralement non septé, en forme d’ceufs avec une extrémité | sacchari
étroite ellipsoidale
12.b| Microconidies produites par un conidiophore érigé - 13
. .- . . Fusarium
13.a| Microconidies pyriformes présentes anthophilum
13.b| Microconidies pyriformes absentes Fusan_um
subglutinans
Microconidies sur des monophialides courtes, qui sont pour la
14.a plupart latérales ; macroconidies orange en masses, sans cellu Fusarium
| pied distinctes : colonies blanches a violettes, ou beiges a oran  oxysporum
lorsque les sporodochia sont présentes
Microconidies sur des monophialides longues ; macroconidies Fusarium
14.b| cellules de pied indistinctes : colonies blanches cremes ou bley solani

bleues-vertes lorsque les sporodochia sont présentes
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Ainsi, l'utilisation de la clef pour les 4 principaux complexes d’espéeces retrouves en clinique

humaine donne les enchainements d’éléments morphologiques caractéristiques suivants :

Fusarium solani

Fusarium proliferatum

Fusarium verticilloides

Fusarium oxysporum

1b >5b >6b > 10b > 14b

1b>5b >6a>7b > 9a

1b>5b>6a>7a>8b

1b >5b > 6b > 10b > 14a

En pratigue quotidienne, ces principaux complexes peuvent donc étre distingués par

I'observation de I'organisation des microconidies et la structure de la phialide sur laquelle

elles sont générées. De ce fait, un organigramme de distinction de ces complexes peut étre

propose (figure 20).

Microconidies en chaines

Microconidies non en chaines

/

~_

T~

Sur des Sur des Sur des Sur des
monoplialides mono et monophialides monoplualides
exclusivement polyplialides courtes longues

Fusarium Fusarium Fusarium Fusarivm
verticilloides proliferatum oxysporum solani

Figure 20 : Distinction morphologique des 4 principales espéces de Fusarium

Pour rendre cette identification morphologique plus aisée et moins subjective, quelques

photographies des structures caractéristiques sont décrites pour présenter les especes majeures

(figure 21 a 25) [de Hoog et al., 2011](2).
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Figure 21 : Microconidies en chaines de Fusarium verticilloidgde Hoog et al., 20112)

Figure 22 : Monophialides de Fusarium verticilloidefde Hoog et al., 201{2)
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Figure 25 : Monophialides longues de Fusarium solafidle Hoog et al., 201(2)
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BIOLOGIE MOLECULAIRE

L’identification morphologique basée sur la culture et les techniques de microscopie est
généralement difficile et nécessite une bonne expérience de la part du mycologue. De plus, la
mise en évidence des structures spécifiques de chaque espéce en culture nécessite un délai
minimum de 3 a 7 jours. Or dans les mycoses invasives, il est bien établi que le délai de
diagnostic et de mise en place d'une thérapeutique adaptée conditionne I'évolution et le
pronostic de la pathologie. Les techniques de biologie moléculaire offrent ainsi des outils pour

palier a ces limites [Oechsler et al., 2009](138).

Actuellement, la cible la plus utilisée en diagnostic moléculaire fongique est le géne codant la
région ITS car il présente plusieurs avantages : il est multicopie (une centaine de copies dans
le génome des champignons) ; il contient des régions hautement variables entre les genres et
des amorces fongiques universelles sont également disponibles. De ce fait, I'étude de ces
séquences d’ADN a l'aide des bases de données informatiques permet lidentification
d’especes [Laet al., 2007](128).

Deux études récentes présentent l'utilisation de la PCR panfongique (cible ITS) suivie de
séquencage pour lidentification ddsusarium isolés dans les prélevements oculaires
[Alfonso 2008](74) [Oechsleet al., 2009](138). Une méthode semblable ciblant la zone 28S

a eté décrite sur des souches responsables d’onychomycose®{MNin&t005](59). D’'autres
technologies sont également utilisées comme la PCR multiplex avec recherche simultanée de
I’ADN fongique et de 'ADN spécifique de Fusarium soldhie et al., 2011](73).

Pour le genré&usarium les techniques de biologie moléculaire basées sur les régions ITS ont
été développées en prenant comme référence le concept d’espéce morphologique. Cependant
ce mode de détection sous-estime la diversité d’espéces phylogéniques, car ces loci sont trop
conserveés. Pour le genfeusarium les genes les plus intéressants pour identifier les
complexes d’especes ont été évalués (figure 26) [Bathjale 2009](139).
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Figure 26 : Utilité des différents loci dans l'identification des principaux complexes d'espéces de
Fusarium [Balajee et al.2009](139)

Le géne EFlalpha, codant pour une partie essentielle de la machinerie protéique, est un locus
monocopie dans le genkasarium Il présente un haut niveau de polymorphisme parmi les
especes phylogénétiguement proches. Pour ces raisons, EFlalpha est devenu un marqueur de
choix parmi les outils d’identification utilisant un seul locus [Chanelraal., 2011](140)
[Alastruey-lzquierdo et al., 2008](141).

Actuellement, d’autres techniques d’identification existent et font appel a la phylogénie
comme la GCPSR (genealogical concordance of multilocus DNA sequence data). La diversité
des especes retrouvées en cliniqgue va donc continuer a augmenter alors que les méthodes
phénotypiques resteront inadéquates pour les deux tiers des souches isolées en clinique. Pour
Fusarium I'équipe de O’Donnell a proposé un schéma d’identification global reposant sur 3
locus : EFlalpha (translation elongation factor 1 alpha), RPB1 (largest subunit of RNA
polymerase) et RPB2 (second largest subunit of RNA polymerase). Deux bases de données :
Fusarium-ID [ttp://isolate.fusariumdb.ojget CBS-KNAW Fungal Biodiversity Center
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(http://www.cbs.knaw.nl/fusariujnhébergent les séquences nucléotiques obtenues lors de

I'utilisation de cette méthode [O’Donnedt al., 2010](142). De plus, la plateforme CiF cyber

infrastructure forFusarium (http://www.fusariumdb.org/ héberge les différents génomes

séquences [Pamt al., 2011](7). Un autre schéma de séquencage a partir de 7 loci a été décrit
[Wanget al., 2011](143) mais la puissance de celui de O’Donnell réside dans la richesse des
bases de données (grande quantité d’isolats et de complexes d’espéces). En pratique courante,
une souche inconnue peut étre identifiée en séquencgant dans un premier temps un des trois
locus au choix car chacun de ceux-ci présente une couverture quasiment compléete de tout les
complexes d’especes #eisariumobservés en clinique [O’Donnedt al., 2010](142). Dans

un second temps, une identification multi-locus sera intéressante pour déterminer I'espece

phylogénique au sein du complexe.

SPECTROMETRIE DE MASSE

La spectrométrie de masse par analyse MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption
ionization - time of flight) est une technique rapide et sensible ayant pris un essor
considérable pour la caractérisation des micro-organismes. Cette technique a été appliquée
avec succes a l'identification des 9 principaux complexes d’especes de Fussspumsables
d’infections chez ’lHomme en utilisant comme méthode de référence le séquencage du locus
TEF. Une standardisation de la technique a été réalisée afin d’assurer sa reproductibilité et sa
robustesse et une base de données des spectres a été créée. L’atout majeur de cette méthode
est le délai court d’'obtention du résultat, puisqu’une souche peut étre identifiée en une heure

seulement [Marinach et al., 2009].
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Typage moléculaire

En microbiologie, le typage moléculaire présente des applications variées, notamment en
épidémiologie lors de cas groupés d’infections ou en taxinomie ou phylogénie dans le cadre

d’études de populations.

En fonction des avancées technologiques, différentes méthodes ont été adaptées au genre
Fusarium Initialement, I'électrophorése en champ pulsé a été utilisée sur différentes sous-
espéeces deusarium solaniLe nombre et la taille des chromosomes observés varient entre

les sous-especes alors qu’une plus grande homogénéité a été notée au sein d’'une méme sous-
espéece. L'analyse des chromosomes est une technique lourde mais elle donne cependant des
informations sur I'organisation des génomes ou I'évolution globale d’'une espécesfiga
2002](144). Des techniques basées sur la PCR et l'analyse de profils de migrations
électrophorétiques ont été comparées pour des populations donnéesadeim solani

Ainsi, I'équipe de Godoy a montré que la technique de ERIC-PCR (enterobacterial repetitive
intergenic consensus PCR) était plus discriminante que la PCR-RFLP (restriction fragment
lenght polymorphism) sur 44 isolats du complexe d’espEasarium solanien mettant en
evidence respectivement 39 et 13 génotypes [Getl@)., 2004](145). La technique ERIC-

PCR a été a nouveau comparée a deux autres techniques : Rep-PCR et AFLP (amplification
fragment lenght polymorphism), cette derniére s’avérant la plus intéressante. En effet, les
pouvoirs discriminants de ces 3 techniques sont trés différents : 0.98 pour AFLP, 0.91 pour
Rep-PCR et 0.28 pour ERIC-PCR [Jureeinal., 2008](146). Une technique de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) avec deux sondes ciblant des zones microsatellites a
ete utilisée en épidémiologie afin d’établir un lien entre des isolats retrouvés dans des
solutions de nettoyage de lentilles de contact et dans ceux prélevés au niveau de la cornée des
patients [Dyavaiah et al2007](33). De maniére originale, pour les complexes d’especes
produisant des toxines tels gkesarium graminearuimle typage peut étre réalisé grace a

'analyse de celles-ci [Astolfi et al., 2012].

Suite a I'épidémie sans précedent de kératitegsariumsp. sur les continents ameéricains et

asiatique, il s'est avéeré indispensable de disposer d’'une technique de typage moléculaire
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discriminante et utilisable sur un tres grand nombre d’échantillons. Une analyse des
polymorphismes de séquences nucléotidiques a donc été initiée par le CDC dans ce contexte
[Changet al., 2006](5). A partir de ces travaux et de ceux de Zhang [Ztamlg 2006](3),

I'équipe de O’'Donnell a décrit un schéma de typage sur trois loci d’intérét (EFlalpha, ITS et
RPB2) qui constitue aujourd’hui une référence [O’Doneelél., 2008](6). La nomenclature

du complexe d’'especes &asarium solaniest basée sur celui-ci. Un schéma de MLST basé

sur I'analyse des polymorphismes de 5 génes de ménage a été décrit pour ce complexe dans le
but d’'une utilisation épidémio-clinique [Debourgogmee al., 2010](147). Dailleurs la
complémentarité de ces deux méthodes a été montrée avec la proposition d’'un schéma
consensus [Debourgognet al., 2012](148). Des méthodes analogues d’analyses des
polymorphismes de séquences sur deux loci ont également été développés pour les complexes
d’especes deFusarium oxysporumet Gibberella furjikuroi Cependant ces techniques
présentent des pouvoirs discriminants assez meédiocres [O’'Dehaé&ll2009](149) [Migheli

et al., 2010](150).
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Profil de sensibilité aux antifongiques

La sensibilité ou la résistance aux molécules antifongiques ne prédit pas de I'évolution
clinigue individuelle dune fusariose. Cependant, une association existe entre les
Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) élevées et une faible réponse au traitement
antifongique. De ce fait, le profil de sensibilité aux antifongiques des especes du genre
Fusariumdoit étre évalué pour aider au choix de la meilleure stratégie thérapeutique. De plus,
le profil de résistance étant spécifique d’'une espece donnée, il peut étre appréhendé par une
identification d’espéce rigoureuse, notamment par des techniques moléculaires [Alastruey-
Izquierdoet al., 2008](141).

Fusariumspp. est résistanh vitro a la plupart des molécules antifongiques disponibles en
thérapeutique humaine. Dans ce genre, le complexe d’edpgsasum solaniest considéré
comme le plus résistant [Alastruey-lzquiertal., 2008](141).

Une synthése des différentes valeurs de CMI du complexe d’edpésasum solanivis-a-
vis des principaux antifongiques est proposée a partir de données de la littérature depuis 2000

et contenant plus de 10 isolats (tableau 3).

Tableau 3 : Synthése des différentes études de sensibilité aux antifongiques pour le

complexe d'espéces Fusarium solani
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CMI (ng/mL)
s n
Références . . . . . . . s .
FSSC Amphotericine B Natamycine Caspofungine Anidulafungine Micafungine Terbinafine 5 Fluorocytosine
GM range MIC GM range MIC GM range MIC GM range MIC GM range MIC GM range MIC GM range MIC
90 90 90 90 90 90 90
Alastrueyet al 29,96 | 16- /
2008 (141) | 22 | 133| 05-8 32
Azor et al. / 32- / / 32- / / 32- /
2007 (151) | 27 L 256 32 32
Cordobeet al.
2008 (152) 15 / 1-16 / / > 64 /
Cuenceet al.
2006(153) 18 / / 4
Debourgognet 0,125
al. 2012 (154) 49 1.2 -2 2
Espinelet al.
2008 (155) 13 / 05-4 4
Igbalet al. 05->
2008 (156) 57 / 8 / / 4-16 /
O’Donnellet 0,5- / 16 - > / / 16 - > / / > 16 / / 05-2 / / > 64 /
al.2008 (6) | *° 1 16 / Il 2-8) 16 16
Paphitouet al.
2002 (157) 18 14,8 2-16 /
Tortoranoet al. 0,25 -
2008 (136) 19 1.25 2 /
Xie et al.2008
(40) 34 / / 2 / / 4 / / 64
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CMI (ug/mL)
ek n
Références ESSC Miconazole Kétoconazole Fluconazole Itraconazole Voriconazole Posaconazole Ravuconazole
GM range MIC GM range MIC GM range MiC GM range MiC GM range MIC GM range MIC GM range MIC
90 90 90 90 90 90 90
A';gggiﬁtl’;ﬂ 22 16 | 16- / 14 | 4-16| |/ 16 | 16- / 16 | 16- /
16 16 16
Azor(elt;‘l'fom 27 -7 T ;| 128- | ;| os2- | ;| a-32] ;| os2- | ;| os2- |
32 12¢ 32 32 32
Cordobeet al.
2008 (152) 15 /| s16 | /| a-18| 1
Cuenceet al. 18 / / >8 / / >8 / / >8
2006(153)
Debourgognet }
al. 2012 (154) 49 4,6 1-16 8
Espinelet al. 13 / 2-16 16 / 1-16 16
2008 (155) )
Igbalet al.
2008 (156) 57 / >8 / / 8->8 / / 2-> /
16
O’Donnellet
al.2008 (6) | *° ;| a-s8l 1| 1 |1->8] /118l
Paphitouet al. 18 128 > 64 / 5,8 1-8 / 253 | 4-> / 30,7 | 16-> /
2002 (157)
16 16
Tortoranoet al. 1-> 1->
2008 (136) 19 >16| >16 /| 921 16 / 1521 4§ /
Xie et al.2008
(40) 34 / / 16 / / 16 / / 64 / / 32
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Ces difféerentes données de CMI montrent fusarium solaniest une espéce multirésistante.
Seule I'amphotéricine B présente des valeurs modérées et peut donc étre comsi&ge
comme la molécule la plus active [Azor et al., 2007](151).

Peu de données existent au niveau des mécanismes de résistance mis en ceuvre par le
champignon contre les molécules antifongiques, a I'exception des échinocandines. Dans ce
cas, la résistance intrinséque repose sur une modification de la cible par mutation F639Y de la
protéine FKS1 (sous-unité catalytique de la béta glucane synthase, cible des échinocandines)
[Katiyar et al., 2009](158).

En infectiologie, dans les conditions ou les molécules disponibles sont peu efiicaites

sur le pathogene, les associations de principes actifs peuvent s’avérer intéressantes lorsqu’il
existe des synergies entre eux. Pour le complexe d’espasasgum solanitrois associations

ont été testées : amphotéricine B + voriconazole ; terbinafine + itraconazole ; terbinafine +
voriconazole. Seule cette derniére est intéressante puisque qu’elle est synergique pour la
totalité des 15 isolats testés [Cordoba et al., 2008](152).

Une nouvelle molécule, E1210, est en cours d’'investigation : cet antifongique d’'une nouvelle
classe présente un mécanisme d’action reposant sur l'inhibition de la synthése des
glycosylphosphatidylinositol, mannoprotéines constitutives de la paroi des champignons.
Dans les études préliminaires du spectre d’action, un seul isolat présente une CMI supérieure
a 32 alors que pour les 6 autres, les CMI sont inférieures a 0,25 [Miyazki2011](159).

Cette molécule semble donc intéressantevitro mais égalemenin vivo puisqu’elle est
associée a une meilleure survie dans un modéle murin de fusariose disséminée, sans toxicité
[Hataet al., 2011](160). Les résultats des études cliniques sont donc vivement attendus pour

cette nouvelle classe d’antifongiques.

La particularité dd-usarium solaniest d’étre un complexe d’espéces phylogénétiques. Il est
donc important d’étudier le profil de sensibilité aux antifongiques des différents clades ou
sous-especes de ce groupe. Aucune différence en termes de CMI n’a été observée au sein de
ce complexe, contrairement au complexe d’esp&cssirium oxysporungui présente des
différences de sensibilité pour la terbinafine [Aziral., 2007](151) [O’'Donnelkt al.,

2008](6) [Azor et al., 2009](161).
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D’un point de vue pratiqudrusarium solaniest un complexe d’especes multirésistant
vitro. Il convient donc de déterminer s’il existe une corrélation entre les CMI obtenues et le

succes d’'une prise en charge clinique.

79



PARTIE |
Synthése bibliographique sur FSSC et les fusarioses humaines

Stratégie thérapeutique

ONYCHOMYCOSES

Les onychomycoses, quel que soit I'agent fongique en cause, sont relativement difficiles a
traiter puisque un échec au traitement est retrouvé dans 25 a 40 % des cas. Les causes
potentielles de cette mauvaise réponse sont le défaut de compliance des patients d’autant plus
gue les traitements sont longs, I'absence de pénétration de I'antifongique dans l'ongle, la
mauvaise biodisponibilité du médicament, les interactions médicamenteuses et la résistance
des micro-organismes [Buerb al., 2010](162). Dans le cas particulier des onychomycoses a
Fusariumsp. chaque hypothése est a considérer mais principalement celle de la résistance en
raison de la faible sensibiliié vitro de ce champignon aux antifongiques disponibles sur le
marché. Ainsi, des données spécifiques d’'une série de 26 onychomycésesmaraum
montrent un taux de réponse au traitement de 40 % par voie topigue et 30 % en systémique
(par terbinafine ou itraconazole). Dans cette étude, la meilleure stratégie serait donc le vernis
de ciclopirox a 8 % ou la terbinafine par voie topique apres avulsion de I'ongle ¢Tasti
2000](61). Selon des données suisses, une onychomycose ne répondant pas a un traitement
bien conduit par terbinafine ou azolés par voie systémique est généralement due a des
moisissures et plus spécifiquement au gedrfusarium Il est donc recommandé dans ces
circonstances de traiter par amphotéricine B par voie topique associée a I'avulsion de 'ongle
infecté [Baudraz-Rosselet al., 2010](163). Dans ce contexte d’'onychomycoses réfractaires

au traitement conventionnel, 8 patients ont été traités avec succés par une solution
d’amphotéricine B a 2 mg/mL administrée quotidiennement au niveau de I'ongle infecté et
des tissus environnants [Lurai al., 2011](164). Cependant, ces études se basent sur des
populations de patients limitées, des stratégies standardisées de prise en charge sont donc
aujourd’hui nécessaires pour les onychomycoses a moisissures et plus particulierement a

Fusariumsp.
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KERATITES

Les kératites &usariumsp. sont des infections oculaires séveres nécessitant une prise en
charge rapide au risque de complications telles que la perte d’'un ceil. Cependant, comme pour
les onychomycoses, il n’existe pas de recommandations en termes de prise en charge de ces
infections. Historiquement, I'amphotéricine B et la natamycine sont les produits de référence,
de premiére ligne, pour le traitement topique des kératifegsariumsp. [Touvronet al.,
2009](165) [Donget al., 2012](166). L'utilisation de cette classe d'antifongiques semble
motivée par la relative sensibilitéh vitro de ce genre fongique. Cependant, le succés
thérapeutique ne peut étre prédit par la sensibilité aux antifongiques et d'autres facteurs
interviennent tels que les facteurs d’hote, la pénétration de la molécule ou niveau oculaire et
la concentration en principe actif [Taylahal., 2012](167). Les antifongiques de la classe des
azolés et notamment, le voriconazole ont été utilisés avec succes dans ce type de pathologie
ophtalmologique, soit en premiere intention ou en traitement de sauvetage avec
respectivement 63 et 69 % de succes [Tmtkal., 2012](168). Une étude d’efficacitévivo

sur modele animal révéle une évolution clinique comparable pour les trois molécules testées
(itraconazole, voriconazole, amphotéricine B) avec cependant, une activité microbiologique
plus importante pour I'amphotéricine B que pour les azolés [Yetvak, 2008](169). A cbté

du choix de la molécule la plus adaptée, le choix de la voie d’administration et de la
formulation sont trées importants car ils déterminent la pharmacodynamique et la
pharmacocinétique d’'un traitement et par conséquent son succes. En effet, le voriconazole et
'amphotéricine B peuvent étre administrés a la fois par voie parentérale et en topique,
augmentant ainsi leur concentration au niveau du site de I'infection [Petliaki 2004](170)
[Touvron et al.,, 2009](165). L’administration par voie intrastromale du voriconazole est
€également intéressante avec une action directenmengitu sans considération de la
biodisponibilité¢ de la molécule [Taylaet al., 2012](167). Dans les traitements par
amphotéricine B, I'utilisation de nanoparticules pourrait étre intéressante permettant ainsi une
libération continue et prolongée du produit [Edsal., 2010](171). D’autres molécules, non
utilisées habituellement comme antifongiques, ont montré leur efficacité dans des cas

sporadiques tels que le polyhexaméthylene biguanide (utilisé dans les infections a
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acanthamibes) [Behrens-Baumaetral., 2012](172) ou le cétrimide (désinfectant) [Mahmoud

et al.,2007](173). Dans certaines circonstances, la pathologie fongique va progresser malgré

la présence d’un traitement médicamenteux, nécessitant alors une prise en charge chirurgicale,
telle qu'une kératectomie superficielle, une kératoplastie ou une transplantation de membrane

amniotique dans les cas les plus séveres [Lin et al., 2005](174).

INFECTIONS PROFONDES OU DISSEMINEES

Devant le pronostic généralement sombre des fusarioses disséminées, il est impératif de
débuter le plus rapidement un traitement efficace chez les patients déja fragilisés par une
pathologie sous-jacente. Les donnéesitro de sensibilité aux antifongiques montrent des
résultats disparates en fonction des espéces mais d’'une maniere globale, le genre Bpsarium
est peu sensible aux molécules disponibles en thérapeutique humaine. Cependant, aucune
corrélation entre les donnésvitro de CMI etin vivo d’évolution clinique n'a été démontrée

dans le cas des fusarioses [Lortholatyal., 2010](43). De plus, lors de cette infection,
aucune étude clinique randomisée avec plusieurs stratégies thérapeutiques n’'a été realisée et
le réle de la reconstitution immunitaire n’est pas encore complétement appréhendéfNucci

al., 2007](11). Toutes ces difficultés expliquent I'absence de recommandations de stratégie
thérapeutique par les grandes sociétés savantes internationales. Aujourd’hui, le point de vue
de Nucci et Anaissie constitue une référence en terme de stratégie thérapeutique et de prise en
charge d’'une fusariose disséminée [Nwtal., 2007](11). Quatre principaux points d’'impact

sur la pathologie ont été considérés : le traitement antifongique, I'immunothérapie (pour
acceélérer la reconstitution immunitaire), la chirurgie et la prise en charge du cathéter (tableau
4).
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Tableau 4 : Recommandations pour la prise en charge d'une fusariose invasive
[Nucci et al.,2007](11)

* F.solaniet F.verticillioides: forte dose d’amphotéricine B
Traitement |« Autres espéces dausarium: forte dose d’amphotéricine B ou
antifongique voriconazole

» Reéaliser une étude de la sensibilité aux antifongiques

» Patients neutropéniques : facteurs de croissance (G-CSF ou GM-
Immunothérapie CSF) ou transfusions de polynucléaires
» Patients non neutropéniques : interférons gamma et/ou GM-CSF

Chirurgie Débridement de la Iésion nécrotique

Prise en charge
du cathéter

Retrait du cathéter veineux central dans le cas d’'une fongémie isolée

Il nexiste pas de standardisation de la prise en charge des fusarioses invasives. Cependant,
des études reétrospectives et des descriptions de cas cliniques rapportent un succes
thérapeutique suite a l'utilisation de I'amphotéricine B, le voriconazole ou le posaconazole.
Les principales caractéristigues de pharmacocinétique et de pharmacodynamique ainsi que
I'efficacité clinique de ces trois antifongiques sont donc décrites.

Amphotéricine B

L’amphotéricine B est un polyene qui agit par fixation a I'ergostérol, engendrant une perte
d’intégrité de la membrane cellulaire fongique et conduisant a la mort de la cellule. Cette
molécule est fortement liee aux protéines seériques induisant une faible pénétration dans les
fluides et tissus biologiques. Administré par voie intraveineuse, ce traitement est toxique avec
des effets indésirables fréquents tels que : insuffisance rénale, fievre, malaise, perte de poids,
céphalées, hypotension, douleurs abdominales, vomissements, diarrhées, anémie
normocytaire normochrome et myalgies. De ce fait, I'utilisation des formes liposomales,
moins toxiques mais plus codteuses, est privilégiée. L’amphotéricine B est fongistatique ou

fongicide en fonction de la concentration tissulaire [Muhammed et al., 2011](175).

En terme d’efficacité, d’aprés une étude rétrospective portant sur 26 patients présentant une
fusariose invasive traitée par amphotéricine B en premiére ou seconde ligne, 46 % des

patients ont présenté une amélioration ou une guérison de leur infection et 12 % une
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stabilisation de leur fusariose [Perfect 2005](176). Sur une population plus importante de 84
patients, la réponse au traitement par amphotéricine B est de 32 % et a 30 jours de suivi aprés

le diagnostic de la fusariose, 50 % des patients sont décédés [Nucci et al., 2003](44).

Voriconazole

Le voriconazole est un antifongique synthétique appartenant a la classe des triazolés, qui
inhibe la 14 alpha lanostérol déméthylase pendant la biosynthese de I'ergostérol. Il peut étre
administré par voie orale ou intraveineuse et présente une excellente diffusion tissulaire. Le
voriconazole est métabolisé majoritairement au niveau hépatique grace aux cytochromes
CYP2C19, CYP2C9 et CYP3A4, ce qui induit des interactions médicamenteuses avec les
autres molécules métabolisées par ces mémes enzymes. Les effets secondaires sont des
troubles de la vision et dans de rares cas une hépatotoxicité. De plus, cette molécule est
tératogene [Muhammest al., 2011](175).

Une étude clinique multicentrique a été réalisée pour tester 'efficacité et la tolérance de cette
molécule dans le traitement des infections fongiques émergentes et réfractaires a la
thérapeutique. Onze patients présentant une fusariose invasive ont été inclus et la réponse au
traitement a été de 45 % avec des effets secondaires modérés Rafe@003](177). Une

étude multicentrique rétrospective a récemment montré un taux de réponse de 47 % dans le
traitement de la fusariose sur une population de 73 patients traités par voriconazole, en
premiére ligne ou non, sans différence significative entre ces deux groupes [Lorgta@hry
2010](43).

Posaconazole

Le posaconazole est un azolé de troisieme génération a large spectre. Il est administré par voie
orale et présente un grand volume de distribution. Il est métabolisé au niveau hépatique par
glucoronidation et les métabolites inactifs sont excrétés par les reins. Les effets secondaires de
cette molécule sont : fievre, céphalées, asthénie, cedemes périphériques, anorexie, hyper ou
hypotension, tachycardie, anémie, neutropénie, thrombopénie, diarrhée, vomissements,

douleurs abdominales, troubles électrolytiques, toux, dyspnée, rash et prurit. La formulation
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exclusivement orale limite I'utilisation du posaconazole chez les patients en état critique, mais

'administration par sonde nasogastrique est possible [Muhammed et al., 2011](175).

Une étude rétrospective basée sur 21 cas de fusarioses chez des patients réfractaires ou
intolérants a la thérapeutique usuelle montre que [lutilisation du posaconazole en
monothérapie permet une réponse partielle ou compléte dans 48 % des cast[Rhad
2006](178).

Des cas cliniques montrent le succes thérapeutique d’associations d’antifongiques comme
'amphotéricine B et le voriconazole [Guzman Cottetl al., 2004](179). Cependant, ces
données sont controversées puisque dans I'étude rétrospective de Lortholary, I'évolution entre
I'utilisation du voriconazole en monothérapie et en association avec un autre antifongique
n’'est pas significativement différente [Lortholaey al., 2010](43). Différentes hypothéses
pharmacodynamiques peuvent expliqguer I'absence de synergie entre le voriconazole et
I'amphotéricine B. En effet, la synthése de I'ergostérol est inhibée par les azolés alors que ce
stérol est la cible de I'amphotéricine B. De la méme maniére, 'amphotéricine B modifie
lintégrité de la membrane de la cellule fongique, ce qui modifie I'influx des azolés
[Muhammed et al., 2011](175).

Cependant, certaines molécules antifongiques semblent présenter des propriétés
d'immunomodulation, potentiellement intéressantes en complément d'une activité
antifongique. En effet, I'amphotéricine B, quelle que soit sa formulation, augmente la
phagocytose des filaments Basariumpar les polynucléaires neutrophiles et les monocytes
[Dotis et al.,2008](180). D’une maniéere analogue, la caspofungine, sans activité antifongique
directe surFusarium permet une augmentation de la destruction des filaments par les
polynucléaires neutrophiles en augmentant I'exposition des béta-glucanes au niveau de la

paroi fongique [Lamarist al., 2008](181).

Dans le cas des fusarioses profondes localisées, des approches thérapeutiques originales sont
rapportées : telle que I'administration in sitie I'antifongigue comme [injection intra-
articulaire de voriconazole [Kawashing al., 2012](182) ou le traitement par la chaleur
(application quotidienne d’'une poche chauffée pendant 30 minutes sur la Iésion) [Nakamura
et al., 2007](96).

85



PARTIE |
Synthése bibliographique sur FSSC et les fusarioses humaines

Le traitement antifongique peut également étre complété par des traitements adjuvants. Le
débridement chirurgical des lésions cutanées est intéressant pour réaliser une détersion
mécanique [Muhammeet al., 2011](175). De plus, il a été démontré que le taux de
polynucléaires neutrophiles jouait un réle dans la réponse au traitement [Lortbokry
2010](43). L'utilisation d’adjuvants acceélérant la reconstitution immunitaire tels que les
injections de G-CSF, GM-CSF ou les transfusions de polynucléaires peut donc étre
recommandée comme la réduction des doses de traitements immunosuppresseurs
[Muhammed et al., 2011](175).
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Les méthodes de typage sont utilisées pour étudier la dynamique de population ou de
propagation d’'un micro-organisme dans des milieux cliniques ou environnementaux, a des

niveaux allant de I'héte unique a un écosysteme mondial [van Belkum et al., 2007](183).
En pratique, les applications sont diverses :

- taxonomie des micro-organismes ;

- surveillance épidémiologique des maladies infectieuses ;

- documentation des épidémies ;

- étude de la pathogénése et de la progression d’une infection ;

- analyse des génétiques de population.

Avant gu’'une méthode de typage soit utilisée dans une situation donnée, sa pertinence doit
avoir été clairement démontrée. Chaque méthode de typage doit donc étre évaluée et validée
par rapport a un certain nombre de critéres. Ceux-ci peuvent étre divisés en criteres de
performance et de commodité. La technique choisie doit donminima étre stable,
reproductible, discriminante, concordante avec les données épidémiologiques et présenter une
grande typabilité. Une méthode de typage idéale et universelle n’existe pas, cependant un
besoin croissant d’échanges de données et de communication entre laboratoires implique une
standardisation de ces techniques [van Belkum et al., 2007](183).

Depuis les deux derniéres décennies, une pléthore de techniques nouvelles et innovantes a été
développée. Les technologies utilisées vont de la comparaison de fragments d’ADN
génomique au séquencage. Actuellement, dés que le génome d’'un micro-organisme est connu,
les techniques de typage moléculaire a privilégier sont I'analyse des microsatellites ou la
MLST.
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Le complexe d’especeSusarium solania fait I'objet de différentes méthodes de typage
évoluant au fil des avancées technologiques en allant de I'électrophorése en champ pulsé des
chromosomes a I'AFLP [Suga&t al., 2002](144) [Jureeret al., 2008](146). Malgré
limportance clinique de ce pathogene et I'implication récente de celui-ci dans une épidémie
de kératites sur plusieurs continents, peu de techniques récentes de typage ont été décrites. En
effet, aucune analyse par microsatellites n'a été publiée, contrairement au complexe d’especes
Fusarium oxysporurfMahfooz et al., 2012](184). La documentation de I'épidémie repose sur
une analyse des polymorphismes de séquences nucléotidiques initiee par le CDCefChang
al., 2006](5). A partir de ces travaux et de ceux de Zhang [Zéaaly, 2006](3), un schéma

de typage sur trois loci d'intérét (EFlalpha, ITS et RPB2) a été utilisé sur un panel trées
conséquent d’échantillons et est considéré comme référence [O’Donnell et al., 2008](6).

Cependant, cette précédente technique ne répond pas strictement a la définition de MLST. En
effet, cette derniére doit étre basée sur I'analyse des polymorphismes nucléotidiques et évalue
la variation des séquences d’ADN entre les alleles de 5 a 10 génes de ménage, peu soumis aux
pressions de sélection et dont I'expression est indispensable au métabolisme de la cellule
[Maiden et al., 1998](185). Son intérét majeur réside dans I'établissement d’importantes bases

de données partagées.

La méthode de typage MLST a précédemment été utilisée pour étudier des populations
d’autres champignons pathogenes tels Gaadida albicangBougnouxet al., 2002](186),
Candida glabrata [Dodgson et al., 2003](187), Candida tropiddlsvanti et al., 2005](188),
Candida kruse[Jacobsen et al., 2007](189), Cryptococcus neofornaangyattii[Fenget al.,
2008](190) [Meyeret al., 2009](189), Cryptococcus neoformanaar. grubii [Litvintseva et

al., 2006](191) [Meyer et al., 2009](192) et Aspergillus fumig@Basn et al., 2007](193).
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Le complexe d’espéceBusarium solaniest redouté en pathologie humaine puisqu’il est
'agent étiologique de mycoses invasives de mauvais pronostic mais aussi en agriculture car il
peut détruire des plantations céréalieres, il s’avere donc intéressant de disposer d'une

technique de typage moléculaire pour ce pathogéne.

Une technique de MLS$ensu stricto, comparable a celles des autres champignons, a donc
été développée et validée selon les recommandations du groupe de travail sur les marqueurs
épidémiologiques de la société européenne de microbiologie clinigue et de maladies
infectieuses [van Belkum et al., 2007](183).

Dans le méme temps, la représentativité de la population test au sein du complexe d’especes
devait étre appréciée afin d'assurer la qualité du schéma développé. De ce fait, la
détermination des haplotypes selon la nomenclature décrite par O’'Donnell [O’Deinak]l
2008](6) a été réalisée pour chacun des isolats étudiés.

Cette derniére méthode est utilisable pour préciser la position des souches au sein du
complexe d’espéeceBusarium solanimais aussi a des fins de typage moléculaire. Les deux
techniques de typage disponibles pour ce micro-organisme ont donc été comparées sur des

aspects phylogéniques et de discrimination.

En dernier lieu, la comparaison des caracteristiques moléculaires des isolats a été réalisée en
fonction de l'origine des isolats : cliniques ou environnementaux.
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Souches du complexe d’especed~usarium solani

étudiées

Pour le développement d’'une technique de typage moléculaire, le choix de la population a
analyser est un pré-requis important, garant d’'une validation de méthode optimale. Cinquante
et un isolats du complexe d’espé&esarium solanisans lien épidémiologique ont donc été
sélectionnés pour cette étude (et 50 lors de la comparaison des méthodes de typage). Ces
souches présentent des origines variées : souches cliniques, végétales, environnementales et

proviennent de zones géographiques diverses.

Ces isolats étaient disponibles dans notre propre collection de champignons ou nous ont été
fournis par des collaborateurs. Toutes ces souches ont été déposées au Centre de Biodiversité
Fongique CBS-KNAW ({ttp://www.chs.knaw.)l La correspondance du numéro de

collections avec les caractéristiques de chaque isolat est consignée dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Référence CBS et caractéristiques épidémiologiques de la population de FSSC

étudiée

124633 Ongle France (Nancy)
124894 Peau France (Paris)
124632 Peau France (Paris)
124901 Peau France (Paris)
124631 Ongle France (Paris)
124630 Peau France (Paris)
124629 Ongle France (Paris)
124895 Peau France (Paris)
124896 Sang Belgique
124628 Ongle France (Paris)
124623 Environnement France (Paris)
124889 Ongle France (Paris)
124627 / /

124890 Ongle France (Nancy)
124897 Peau Gabon
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124891 Peau Gabon
124898 Peau Gabon
124892 Ongle Gabon
124899 Ongle Gabon
124893 Ongle France (Limoges)
124900 Pied France (Limoges)
124626 / /

125013 / France (Lille)
124625 Cornée France (Lille)
124624 Ongle France (Nancy)
102824 Fragment d’assiette Colombie
241.93 Mycétome Suriname
115695 / /

208.29 Hyacinthus orientalis Allemagne
181.29 Solanum tuberosum Allemagne
119996 Daucus carota Hollande
119223 Daucus carota Espagne
118931 Solanum lycopersicum Royaume Uni
117481 Liriodendron tulipfera USA
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115659 Potato cultivar Maritta Allemagne
165.87 Solanum tuberosum Dannmark
318.73 Trichosanthes dioica Inde
222.49 Euphorbia fulgens Hollande
231.31 Quercus garyana USA
121450 Vigne Syrie
115660 Pomme de terre Egypte
115658 Pomme de terre Israel
115045 Calamus Palmae Hong Kong
166.87 Sol sous Castanea USA
109028 Nodule sous cutané Suisse
108942 Gros orteil Hollande
490.63 Homme Japon
224.34 Ongle gros ortell Cuba
112100 Prothése vocale Belgique
117608 Lésion du bras Turquie
116746 Cheveux Ghana

Chaque échantillon a été stocké a — 80°C dans un mélange eau / glycérol (1/1) et ensuite
repiqué sur milieu a I'extrait de Malt et incubé a + 30°C jusqu’a la formation des conidies.
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Choix des loci d’intérét pour le développement d’'un
schéma de MLST

Dans une méthode MLST, l'analyse des polymorphismes nucléotidiques est réalisée sur des
genes de ménage codant pour des fonctions métaboliques. La sélection initiale a donc porté
sur des loci precédemment utilisés dans des schémas de MLST pour d’autres espéces
fongiques, telles qu&€andida albicans[Bougnoux et al., 2002](186), Candida glabrata
[Dodgsonet al., 2003](187)Candida tropicalis[Tavantiet al., 2005](188)Candida krusei
[Jacobseret al., 2007](189)Cryptococcus neoformangar. gattii [Fenget al., 2008](190)

[Meyer et al., 2009](189), Cryptococcus neoformansar. grubii [Litvintseva et al.,
2006](191) [Meyeet al., 2009](192) et Aspergillus fumigafiain et al., 2007](193).

Le génome dé&usarium solaniNectria haematococca) a été séquencé en 2007 par the Joint
Genome Institute [Colemast al., 2009](10) ; [Rept al., 2010](30). Cependant, au moment

du développement du schéma de MLST, toutes les annotations n’étaient pas finalisées et la
recherche des différents génes de ménage homologues sélectionnnés n’a donc pu étre réalisée
a partir du génome. Ces homologues ont donc été recherchés chez d’autres especes de
Fusarium sp. telles queFusarium graminearum Fusarium oxysporumet Fusarium
verticilloidesa partir des bases de données GenBank [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/]

et Broad Institute
[http://lwww.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html].  Pour
un géne donné, les séquences de chaque espece ont été alignées en utilisant le programme
AliBee disponible sur le site bio-informatique GeneBee
[http://www.genebee.msu.su/services/malign_reduced.html]. Des couples d’amorces ont été
dessinés dans les régions conservées afin d’amplifier des fragments de 500 a 700 paires de
bases. Les fragments amplifiés avec succeés ont été ensuite séquencés et analysés afin de
sélectionner les loci, qui analysés en combinaison permettent de différentier un maximum

d’isolats au sein de la population étudiée.
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Etapes du processus analytique

EXTRACTION D’ADN

L’ADN des souches étudiées a été extrait a partir des cultures fongiques en utilisant le kit
High Pure PCR Template Preparation kit commercialisé par Roche Diagnostics, Meylan,
France. Le protocole recommandé par le fournisseur a été légerement modifié en ajoutant une
étape de pré-traitement. Un aliquot de mycélium est mis en suspension dans 200 uL de
tampon de lyse du kit et incubé pendant 30 minutes a 37°C en présence de lyticase
(concentration finale de 10 U/uL). La suite de I'extraction est réalisée selon les instructions

du fournisseur.

AMPLIFICATION

La réaction de PCR a été realisée dans un volume total de 50 puL contenant les éléments ci-

dessous.

Composition du mélange (pour un tube) :

Tampon 10X + MgGl: 5 pL
dNTP (2 mM): 5 pL
Amorce sens (40 uM) : 0.5 pL
Amorce anti-sens (40 uM) : 0.5 pL
Fast Start Taq DNA Polymerase (5U/ul) : 0.4 uL
Eau gsp : 50 pL

ADN extrait : 2 ou 5 pL selon les cas
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Des amorces ont été soit dessinées pour les loci sélectionnés pour le developpement du
schéma de MLST, soit reprises des publications originales pour les loci décrits dans la
littérature (tableau 6) [O’'Donnell et al., 2008](6).
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Tableau 6 : Amorces utilisées et taille des amplicons

Taille
Locus Nom ATOTEES (paires de
(sens: F et anti-sens : R)
bases)
AcetylCoA F, 5-CTCGTGAGATCATGATCCAGT-3’
FSACC bl 683
carboxylase R, 5-GTTGATAACAGCGGAGAGCT-3’
F, 5-GGAGGTTGAGGCTGTCAAG-3’
FsICL Isocitrate lyase 626
R, 5-GCTTGGTGAGCTTCATGACA-3’
Glyceraldehyde| F, 5-CATGTACGTCGTCGGTGTCA-3’
FsGPD 3P 633
deshydrogenase R, 5-CGCTTACTTGGAGGCATCG-3'
Mannitol 1P F, 5-CGTCGAGAACACCATCACAAA-3’
FSMPD | ochvd I 688
eshydrogenase R 5 ATGGGGGTTGCCAATTCGCT-3’
Superoxyde F, 5-TGGGACATCACCGGTAACGA-3’
FsSOD st 479
Ismutase R, 5-CAGTCTTGAGAGACTCCTCG-3'
i Facteur EF1, 5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’ e
d’élongation EF2, 5-GGARGTACCAGTSATCATG-3'
Région ,
ITS- intergénique et ITSS, 5 ,
1S | targe sous unitd GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 986
ribosomique | N4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
nucléaire
5f2, 5-GGGGWGAYCAGAAGACGG-3’
ARN 7cr, 5-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3'
RPB2 iy 1738
polymerase | 7qf 5. ATGGGYAARCAAGCYATGGG-3’

1lar, 5’-GCRTGGATCTTRTCRTCSACC-3’
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Un thermocycleur iCycler IQ Thermal cycler (BioRad, France) a été utilisé selon le

programme suivant.

Programme d’amplification

Dénaturation initiale : 3 min a 94°C
Dénaturation : 1 min a 94°C

Hybridation : 1 min & 59°C
30 cycles
Elongation : 1 min & 72°C

Elongation finale : 5 min a 72°

A la fin de la réaction, une électrophorése sur gel d’agarose a 2 % en présence d’agents

intercalants a été réalisée avec 5 pL d’amplicons et visualisée sous UV.

SEQUENCAGE

Dans un premier temps, les réactions de séquencage ont été réalisées dans notre laboratoire.
Les produits de PCR ont donc été purifies en utilisant le kit QIAquick PCR purification
(Qiagen, France) et sequenceés sur les deux brins en utilisant les amorces d’amplification. La
réaction de séquencage a été menée en utilisant le kit Big Dye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, France) sur ABI PRISM Genetic Analyser (PE Applied

Biosystems).

Dans un second temps, les amplicons ont été transmis a la société GenoScreen pour étre

séquences.
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ANALYSE DES POLYMORPHISMES

Les chromatogrammes des séquences d’ADN sens et anti-sens ont été analysés en utilisant le
logiciel BioEdit [Tippmann 2004](194) et chague séquence obtenue et vérifiee a été déposee
dans la banque de données Genbank (Annexe 1). Les sites de polymorphismes nucléotidiques
ont ensuite été identifiés par alignement multiple sur BioEdit [Tippmann 2004](194) et
MacClade 4.06 [Maddisoet al., 2003] pour tous les isolats étudiés et vérifies a nouveau sur

les chromatogrammes. Pour chaque locus, un nombre a été attribué pour un variant allélique
unigue. La combinaison de ces différents nombres a abouti a la détermination d’un profil pour

chaque isolat analyseé.
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Validation analytiqgue de la méthode

POUVOIR DISCRIMINANT

Le pouvoir discriminant d'une technique de typage est mesuré par l'indice de diversité de

Simpson, calculé selon la formule de Hunter et Gaston [Hunter et al., 1988](195):
D=1-(1/N(N-1)) 3

Avec N le nombre de souches utilisées eteanombre de souches indifférentiables

d’une souche donnée.

Cet indice est basé sur la probabilité que deux souches inapparentées isolées d’'une population
test soient placées dans différents groupes en termes de typage. Il doit atteindre au moins 95
% pour que le systeme de typage étudié soit considéré comme discriminant [Struelens
1996](196).

EFFICACITE DE TYPAGE D'UN LOCUS

L'efficacité ou le rendement d’'un locus en termes de typage a été estimé par sa capacité a
discriminer le plus grand nombre d’isolats, en calculant le nombre de génotypes décrits par
polymorphisme. La contribution de chacun des loci a également été appréciée en examinant

I'effet de I'exclusion de chaque locus sur le nombre de profils et le pouvoir discriminant.
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STABILITE ET REPRODUCTIBILITE

La stabilité des marqueurs utilisés pour la méthode MLST a été évaluée en comparant le profil
obtenu pour une souche donnée (ici, FSSC CBS 124896) entre une extraction issue d’'une
culture primaire et celle obtenue apres 10 repiquages. En effet, les marqueurs ne doivent pas
évoluer rapidement pour une souche donnée afin de pouvoir positionner celle-ci dans un

contexte épidémiologique.

Pour déterminer la reproductibilité intra-laboratoire, c'est-a-dire la capacité de la technique a
reproduire le méme profil pour une souche donnée dans des conditions expérimentales
différentes, 'ADN de trois isolats a été extrait a partir de trois cultures indépendantes et

ensuite typés par la technique de MLST a des temps différents.
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Analyse phylogénique

DETERMINATION DE L'ESPECE PHYLOGENETIQUE
ET DE L'HAPLOTYPE

Une premiére analyse phylogénétique a consisté a positionner les souches du complexe
d’especesFusarium solani étudiées dans la classification établie par O’Donnell pour
déterminer leurs espéces phylogénétiques ou haplotypes [O’'Datradll 2008](6). Cette

analyse a fait intervenir 125 isolats du complexe d’espBoasarium solani 50 de cette

étude et 75 issues des études de O’Donnell pour lesquelles les séquences nucléotidiques sont
disponibles dans GenBank (Annexe 2) [O’'Donetlal., 2008](6). Cette étape se base sur les

trois génes traditionnellement utilisés pour ce complexe d'espéces a savoir,: IE61a

nuLSU et RPB2. Les données ont été analysées en utilisant une approche de vraisemblance
avec le logiciel RAXML

VI-HPC [Stamatakiset al., 2005, 2008](197)(198), mis a disposition sur le serveur web
CIPRES (www.phylo.org). La recherche ML a suivi un modeéle d'évolution moléculaire
GTRMIX appliqué & huit partitions (ERdintron, ¥, 22™® et 3™ positions de codon; ITS-

nuLSU, et RPB2 %, 2™ et 3™ positions du codon). Les valeurs de support ont été obtenues
dans RAXML avec un bootstrap d’analyse de 1000 pseudo-réplicats. Pour la détermination
des haplotypes, les 50 isolats ont été inclus dans un plus grand ensemble de données
comprenant EFRd, ITS-nuLSU et RPB2 pour un grand nombre d'isolaiscdmplexe
d’especed-usarium solani(O'Donnell, y compris des données non publiées pour plusieurs
isolats) et analysées en utilisant le logiciel
Collapse version 1.2 (disponible a http://crandalllab.byu.edu/). Les valeurs par défaut des
options ont été utilisées, sauf pour les données manquantes, qui ne sont pas comptées en tant

que différences (option-m).
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POUVOIR DE RESOLUTION

Une seconde analyse a porté sur les 50 souches du complexe d'd3peam@sm solani
incluses dans cette étude et consistait a comparer la résolution phylogénétique entre différents
schémas de typage. Trois ensembles de genes étaient comparés : un ensemble comprenant les
trois régions des genes traditionnellement utilisés pour ce complexe d'espéces|TBFla
nuLSU, RPB2), un ensemble de cing marqueurs nouvellement mis au point (FSACC, FsICL,
FsGPD,

FsSMDP, FsSOD), et un dernier jeu, comprenant I'ensemble des huit loci précédemment cités.
L'ensemble des données a également été analysé en utilisant RAXML, avec un modéle
GTRMIX de I'évolution et plusieurs partitions correspondant aux trois positions de codons
pour chaque gene codant une protéine, a leurs introns lorsqu'ils sont présents, et a ITS-
nuLSU.

Les valeurs de support ont été obtenues grace a RAXML avec une analyse de bootstrap de
1000 pseudo-réplicats. Le nombre de nceuds bien soutenus (valeur de bootstrap
> 70%) a été utilisé pour comparer le pouvoir de Ildgm de ces différents
ensembles de géneskFusarium staphyleaeNRRL 22316 a été utilisé comme

groupe externe.
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Développement d’'une méthode de MLST pour I2

complexe d’espécefusarium solani

SELECTION DES LOCI D’'INTERET

L'amplification de chacun des 25 genes initialement sélectionnés a été réalisée sur 5 isolats.
Parmi eux, huit ont été amplifiés avec succes pour les souches du complexe d'espéces
Fusarium solaniet ensuite séquencés. Cing présentaient une grande variabilité alors que les
trois autres étaient peu variables. Se basant sur la plus haute discrimination inter-souches, les
cing loci les plus variables ont été sélectionnés pour construire le schéma de MLST : ACC,
ICL, GPD, MPD et SOD qui codent respectivement pour acétylcoenzyme A carboxylase,
isocitrate lyase, glycéraldéhyde 3P déshydrogénase, mannitol 1P déshydrogénase et

superoxyde dismutase.

Les différents loci analysés et les motifs d’exclusion de ceux-ci du schéma de MLST sont

consignés dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Origine des loci analysés et motifs d'exclusion / inclusion du schéma de MLST de

FSSC
Locus Nom Utilisation dans le schéma MLST  MLST FSSC
Candida albicans
ACC AcetylCoA carboxylase [Bougnoux et al., 2002](186) INCLUSION
: : EXCLUSION
ADP1 | ATP dependant permease Candida albicans
[Bougnoux et al., 2002](186) Amplification
. Aspergillus fumigatus EXCLUSION
ANX Annexin !
[Baln et al., 2007](193) Ampllflcatlon
Betal,3 Aspergillus fumigatus EXCLUSION
BGT1 . ;
glucanosyltransférase [Bain et al., 2007](193) Amplification
Aspergillus fumigatus EXCLUSION
CAT1 Catalase ;
[Baln et al., 2007](193) Ampllflcatlon
Glyceraldehyde 3P Cryptococcus neoformans
GPD deshydrogenase [Litvintsevaet al., 2006](191) INCLUSION
HIS3 Imidazole glycerol P Candida krusei EXCLUSION
dehydratase [Jacobsen et al., 2007](189) Amplification
HydroxyMethylGlutaryl- EXCLUSION
HMG Aucun
CoA reductase Variabilité
. Candida tropicalis
ICL Isocitrate lyase [Tavanti et al., 2005)(188) INCLUSION
Cryptococcus neoformans EXCLUSION
LAC1 Laccase o
[Litvintsevaet al., 2006](191) Amplification
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Aspergillus fumigatus

EXCLUSION

HP Hpase [Bain et al., 2007](193) Amplification
: : EXCLUSION
) . . Aspergillus fumigatus

MAT1-2 Mating type protein [Bain et al., 2007](193) amplification

Mannitol 1P Cryptococcus neoformans
MPD deshydrogenase [Litvintsevaet al., 2006](191) INCLUSION
NMT1 Myristoyl CoA Candida krusei EXCLUSION
transferase [Jacobsen et al., 2007](189) Amplification
PLB1 Phospholinase Cryptococcus neoformans EXCLUSION
PRoTp [Litvintsevaet al., 2006](191) |  Ampiification
RPN2 26S proteasome Candida albicans EXCLUSION
regulatory subunit [Bougnoux et al., 2002](186) Amplification

. | Cryptococcus neoformans
SOD Superoxyde dismutase [Litvintsevaet al., 2006](191) INCLUSION
: : EXCLUSION

Candida albicans

SYAlc | Alanyl RNA synthetase [Bougnoux et al., 2002](186) Amplification
EXCLUSION

: ) Cryptococcus neoformans

TOP1 Topoisomerase 1 [Litvintsevaet al., 2006](191) Variabilité
UGP1 UTP glucose 1P Candida glabrata EXCLUSION
uridylyltransférase [Dodgson et al., 2003](187) Variabilité

URA3 Orotidine 5'P Candida glabrata EXCLUSION
decarboxylase [Dodgson et al., 2003](187) Amplification
URE1 Urease Cryptococcus neoformans EXCLUSION
[Litvintsevaet al., 2006](191) Amplification
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D xylose reductase | ou Candida tropicalis EXCLUSION

XYR1 .
I [Tavanti et al., 2005](188) Amplification
- - EXCLUSION

ZRF2 Zinc transporter As_pergﬂlus fumigatus

[Bain et al., 2007](193) Amplification
ZWF1 : Candida tropicalis EXCLUSION

Putative G6PD :
alpha [Tavanti et al., 2005](188) Amplification

« Amplification » signifie que le locus d’intérét n’a pas pu étre amplifié chez tous les isolats
testés et « Variabilité » que les séquences nucléotidiques étaient trop peu variables pour

réaliser une analyse des polymorphismes.

Pour chaque locus, la zone de début et de fin d'analyse de la séquence nucléotidique

utilisée pour l'alignement mutiple est décrite dans le tableau 8.

L’efficacité de typage de chaque locus a également été déterminée par le calcul du nombre de
génotypes par polymorphisme pour la population test des 50 isolats du complexe d’especes
Fusarium solani(tableau 8). FsSOD a montré la plus grande efficacité, en distinguant 14

génotypes pour 13 polymorphismes observés. FsSICL est au contraire le marqueur le moins

efficace avec 24 génotypes différenciés pour 67 polymorphismes observés.

Tableau 8 : Caractéristiques des 5 loci étudiés

Locus Début Fin Taille Nombres de No(rjr;bre Ngnn;? reeie/
(pb) | polymorphismeg . 9 ypr
génotypes polymorphismes
FSACC | GTTGAC| GTACAT 371 54 23 0.43
FsICL | GCTCAG| GCATCC 369 67 24 0.36
FsGPD | ACCGTC| GTGACA 355 31 19 0.61
FsSMPD | CACGTT| CCTACC 334 47 22 0.47
FsSOD | CAACGG| GTAAGA 187 13 14 1.08
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VALIDATION DE LA METHODE DE MLST

Les séquences obtenues a partir des isolats issus de cultures primaires ou"Beskzug0

culture sont identiques, validant ainsi la stabilité de cette méthode.

La reproductibilité, qui a été testée en utilisant trois isolats distincts extraits et analysés a
partir de trois cultures indépendantes, a également été validée en obtenant des séquences
identiques.

POUVOIR DISCRIMINANT DE LA METHODE DE MLST

Quarante et un profils différents ont été déterminés par la technique de MLST développée
parmi les 51 souches sélectionnées dans la population test. Les caractéristiques pour chacun
des locus sont consignées dans le tableau 9.

Ces données ont permis de calculer, par la formule de Simpson, le pouvoir discriminant de ce
schéma de MLST qui est de 0,991 avec un intervalle de confiance a 95 % de : [0,984; 0,997].
La figure 27 montre la relation entre la variation de lindice de diversité et le nombre
de génes utilisés dans le schéma MLST. Selon nos résultats, le pouvoir discriminant augmente

lorsque le nombre de genes inclus dans le schéma augmente.
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Figure 27 : Relation entre le pouvoir discriminant et le nombre de locus utilizes pour différentier
des isolats de FSSC
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Tableau 9 : Caractéristiques et génotypes des 51 Iats de FSSC de la population test étudiée pour le développement du schéma de MLST

124633 Ongle France (Nancy) 1 1 1 1 1 1
124894 Peau France (Paris) 1 2 1 1 2 2
124632 Peau France (Paris) 2 3 2 2 3 3
124901 Peau France (Paris) 1 4 1 1 1 4
124631 Ongle France (Paris) 3 5 3 3 4 5
124630 Peau France (Paris) 2 3 2 2 3 3
124629 Ongle France (Paris) 3 5 3 3 3 6
124895 Peau France (Paris) 4 6 4 4 3 7
124896 Sang Belgique 5 7 5 5 5 8
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124628 Ongle France (Paris) 5 9
124623 Environnement France (Paris) 5 6
124889 Ongle France (Paris) 8 10
124627 / / 9 11
124890 Ongle France (Nancy) 10 12
124897 Peau Gabon 1 13
124891 Peau Gabon 11 14
124898 Peau Gabon 2 15
124892 Ongle Gabon 12 16
124899 Ongle Gabon 8 10
124893 Ongle France (Limoges) 10 17
124900 Pied France (Limoges) 10 17
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124626 / / 3 5 10 3 1 18
125013 / France (Lille) 5 7 11 9 5 19
124625 Cornée France (Lille) 3 5 3 3 6 20
124624 Ongle France (Nancy) 3 5 3 3 3 6
102824 Fragment d’assiette Colombie 10 13 3 1 7 21
241.93 Mycétome Suriname 11 14 12 11 8 22
115695 / / 12 5 3 12 9 23
208.29 Hyacinthus orientalis Allemagne 10 13 3 10 7 21
181.29 Solanum tuberosum Allemagne 5 7 13 5 5 24
119996 Daucus carota Hollande 4 10 4 4 3 25
119223 Daucus carota Espagne 13 15 14 13 10 26
118931 Solanum lycopersicum Royaume Uni 14 16 2 14 11 27
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117481 Liriodendron tulipfera USA 15 17 15 15 9 28
115659 Potato cultivar Maritta Allemagne 16 18 14 16 10 29
165.87 Solanum tuberosum Dannmark 4 10 6 4 3 17
318.73 Trichosanthes dioica Inde 17 19 16 17 3 30
222.49 Euphorbia fulgens Hollande 18 16 2 7 11 31
231.31 Quercus garyana USA 5 7 5 5 5 8
121450 Vigne Syrie 6 20 17 6 12 32
115660 Pomme de terre Egypte 19 21 14 18 10 33
115658 Pomme de terre Israel 13 21 14 18 3 34
115045 Calamus Palmae Hong Kong 20 5 3 19 13 35
166.87 Sol sous Castanea USA 21 10 4 4 3 36
109028 Nodule sous cutané Suisse 22 22 18 20 4 37
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108942 Gros orteil Hollande 4 10 4 4 3 25
490.63 Homme Japon 1 8 1 1 2 38
224.34 Ongle gros ortell Cuba 3 5 3 3 4 5
112100 Prothese vocale Belgique 4 6 4 21 3 39
117608 Lésion du bras Turquie 23 23 19 22 14 40
116746 Cheveux Ghana 6 24 2 22 14 41
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Détermination de I'espéce phylogénétique et (e

I’lhaplotype des isolats de la population test

Une analyse phylogénique a été réalisée afin de déterminer les haplotypes des isolats utilisés
dans la population test pour le développement de la technique de MLST. Ces souches ont
donc été séquencées selon le schéma de référence de O’'Donnell faisant intervenir les loci
EFlo, ITS-nuLSU et RPB2 [O’Donnekt al., 2008](6). Ensuite, elles ont été replacées dans
larbre phylogénique constuit selon O’Donnell, afin d’identifier les isolats selon la

nomenclature actuelle du complexe d’especes Fusarium g6izume 28).

Cette analyse montre que toutes les souches du complexe d’'dspsaesm solanutilisées

dans cette étude appartiennent au clade 3 défini par Zhang [hahg2006](3). Elles sont
nichées parmi 15 des 34 especes phylogénétiques différentes. Environ la moitié des souches
(24) représentent de nouveaux haplotypes (par exemple, CBS 241.93 33-b et CBS 231.31 11-
k). L'autre moitié (26) comprend des souches avec des halotypes génétiqguement identiques a
ceux précédemment échantillonnés par O’'Donnell (par exemple, CBS 124629 1-d et CBS
117481 24-a.) Ainsi, deux ou plusieurs de nos souches sont incluses dans l'une des neuf

especes phylogénétiques précédemment définies (FSSC 1, 2, 3, 5, 6, 9,11, 21, 25).
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Figure 28 : Placement phylogénétique des 50 souches de FSSC typées dans cette étude (en
rouge), parmi les especes phylogénétiques de référence définies par O'Donnell [O’Donnell et al.,
2008](6)
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Comparaison des deux techniques de typaye

moléculaire

Apres avoir développé un schéma de MLST discriminant basé sur cing genes de ménages,
celui-ci a été comparé a la technique de typage utilisée en phylogénie basée sur 'analyse de
EFlo, ITS-nuLSU et RPB2 [O’'Donnelét al., 2008](6). Ces deux méthodes ont donc été

réalisées sur une population de 50 isolats et comparées entre elles, selon différentes modalités.

COMPARAISON DE LA RESOLUTION PHYLOGENIQUE

Les arbres phylogéniques obtenus a partir des deux méthodes de typage sont présentés

respectivement dans les figures 29 et 30.

Ces deux analyses phylogéniques non racinées présentent des nceuds supportés par des
valeurs de bootstrap> 70%. L’analyse combinée des nouveaux marqueu@C(ACL,

GDP, MDP et SOD) en figure 29 montre 26 nceuds avec une valeur de boot3é&p.

L'analyse des génes traditionnellement utilisés pour le complexe d’espésesgiim solani

(EF1o, ITS-nuLSU, RPB2) en figure 30 présente 31 nceusls $outenus.
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Figure 29 : Arbre phylogénique obtenu grace a I'analyse des 5 nouveaux marqueurs
(ACC, ICL, GDP, MDP, SOD)
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Figure 30 : Arbre phylogénique obtenu grace a I'analyse des 3 genes traditionnellement utilisés
pour FSSC (EF1la ITS-nuLSU, RPB2)

122



PARTIE I
Typage Moléculaire de FSSC

COMPARAISON DU POUVOIR DISCRIMINANT

Les profils obtenus par les deux techniques sont synthétisés dans le tableau 10.

Parmi les 50 souches du complexe d’espé&aesarium solani 37 haplotypes différents ont

été mis en évidence par le systeme a trois loci de O'Donnell [O’Daatnell, 2008](6). Le
pouvoir discriminant de cette technique taxonomique est de 0,980. En utilisant le méme
échantillonnage, 41 haplotypes ont été distingués avec le schéma a cinq loci développé
précédemment et cette méthode est caractérisée par un pouvoir discriminant de 0,991.

Plusieurs isolats, qui partageaient le méme profil avec le systeme a trois loci [O’Dainnell

al., 2008](6) ont été différenciés par le schéma a cing loci (tableau @% etrsa. Par
exemple, les souches CBS224.34, CBS124631 et CBS124628 présentent le méme profil (ST
4) avec le systéme a trois loci alors qu’ils correspondent a trois types de profils difféerents (ST
5, 9 et 6) avec le schéma a cinq loci. En revanche, les souches CBS124629, CBS124623 et
CBS124624 présentent trois types de profils (ST 6, 4 et 14, respectivement) avec le systéme a

trois loci, mais partagent le méme profil (ST 6) avec le systeme a cingq genes.
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Tableau 10 : Caractéristiques moléculaires des 50 isolats typés en fonction de la technique

~

utilisée
Schéma développé Scheéma
L dans cette étugg Schéma de O’Donnell de
Identjflcatlon CBS Consensus
Espece/haplotype —
ACC|ICL | GDP|MDP | SOD| ST |EFla nuLSU RPB2 | ST ST
CBS 124633 -FSSC 2-k| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CBS 124894 -FSSC2d| 1 2 1 1 2 2 2 1 1 2 2
CBS 124901 - FSSC 2-w| 1 4 1 1 1|4 1 1 2 3 3
CBS 124631 -FSSC 1-b| 3 5 3 3 4 | 5 3 2 3 4 4
CBS 124630 - FSSC 3+4- 2 3 2 2 3 3 4 3 4 5 5
bbbb
CBS 124629 - FSSC 1-d| 3 5 3 3 3 |16| 5 4 3 6 6
CBS 124895 - FSSC5-0| 4 6 4 4 3 7 6 5 5 7 7
CBS 124896 - FSSC 11-i| 5 7 5 5 5 8 7 6 6 8 8
CBS 124628 - FSSC 1-b| 3 5 3 3 5 9 3 2 3 4 9
CBS 124623 -FSSC 1-b| 3 5 3 3 3 16| 3 2 3 4 10
CBS 124889 -FSSC2-d| 1 8 1 1 1 (10| 2 1 1 2 11
CBS 124627 - FSSC 3+4- 6 9 > 6 3 (11| 32 3 7 9 12
aaaa
CBS 124890 - FSSC 5-v| 7 10| 6 4 3 (12| 8 5 8 10 13
CBS 124897 - FSSC 2-k| 1 1 7 1 1 (13| 1 1 1 1 14
CBS 124891 -FSSC2-t| 8 (11| 8 1 1 (14| 9 1 1 |11 15
CBS 124898 -FSSC 2-d| 1 2 1 7 2 |15| 2 1 1 2 16
CBS 124892 - FSSC 20-f| 9 12| 9 8 3 |16| 10 9 9 12 17
CBS 124899 -FSSC2d| 1 8 1 1 1 [10| 2 1 1 2 11
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CBS 124893 -FSSC5nn 4 | 10| 6 | 4 | 3 |17] 11 | 5 | 8 |13| 18
CBS 124900-FSSC5v| 4 |10| 6 | 4 | 3 [17] 8 | 5 | 8 |10/ 19
CBS 124626-FSSC1a| 3 | 5| 10| 3 | 1 (18| 3 | 4 | 3 |14 20
CBS 125013-FSSC11d 5 | 7 | 11| 9 | 5 |19 12 | 10 | 6 [158] 21
CBS 124625-FSSC1a| 3 | 5| 3 | 3 | 6 |20 3 | 4 | 3 |14] 22
CBS124624-FSSC1a| 3 | 5| 3 | 3 | 3 |6| 3 | 4 | 3 |14] 23
CBS 102824 -FSSC25-d 10 | 13| 3 | 10 | 7 |21| 13| 11 | 10 |16 24
CBS241.93-FSSC33b| 11 | 14| 12 | 11 | 8 [22| 14 | 12 | 11 |17] 25
CBS 115695-FSsc18¢d 12 | 5 | 3 | 12 | 9 |23 15 | 13 | 12 [18] 26
CBS208.29-FSSC25d| 10 | 13| 3 | 10 | 7 |21| 13| 11 | 10 |16] 24
CBS181.29-FSSC114| 5 | 7 | 13| 5 | 5 [24| 17 | 14 | 13 |20| 27
CBS 119996 -FSSC5kk 4 | 10| 4 | 4 | 3 |25 18 | 15 | 14 |21| 28
CBS 119223-FSSC21f| 13 | 15| 14 | 13 | 10 |26| 19 | 16 | 15 |22 29
CBS 118931-FSSC9-a| 14 | 16| 2 | 14 | 11 |27]| 20 | 17 | 16 |23| 30
CBS 117481-FSSC24-d 15 | 17| 15 | 15 | 9 |28| 21 | 18 | 17 |24 31
CBS 115659 - FSSC 21| 16 | 18 | 14 | 16 | 10 |29| 19 | 19 | 18 [25| 32
CBS 165.87-FSSC5 | 4 | 10| 6 | 4 | 3 [17| 22| 5 | 19 |26 33

CBS 318.73-FSSC 3+4-22217 | 19| 16 | 17 | 3 |30| 23 | 3 | 20 |27| 34
CBS222.49-FSSC9-a| 18 | 16| 2 | 7 | 11 31| 20 | 17 | 16 |23| 35
CBS231.31-FSSC11k| 5 | 7| 5 | 5 | 5 |8| 7 | 10 | 6 |28 36
CBS 121450 FSSC3™4 6 | 20| 17 | 6 |12 32| 24 | 3 | 21 |29| a7
CBS 115660 -FSSC21-d 19 | 21| 14 | 18 | 10 [33| 25 | 20 | 22 |30| 38
CBS 115658 -FSSC 21 13 | 21| 14 | 18 | 3 |34| 26 | 21 | 23 [81]| 39
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CBS 115045-FSSC? | 20 | 5 3 19 | 13 | 35| 27 11 24 |32 40
CBS 166.87 - FSSC5-mm 21 | 10| 4 4 3 |36| 28 5 8 |33 41
CBS 109028 - FSSC 28-cf 22 | 22| 18 | 20 4 |37 29 7 25 |34 42
CBS 108942 -FSSC5-mm 4 | 10| 4 4 3 |25| 30 5 8 |35 43

CBS 490.63-FSSC2-d| 1 8 1 1 2 |38| 2 1 1 2 44
CBS 224.34-FSSC1-b| 3 5 3 3 4 |5 3 2 3 4 4
CBS 112100 - FSSC 5jj | 4 6 4 21 3 |39 6 5 26 |36 45
CBS 117608 -FSSC6-f | 23 | 23| 19 | 22 | 14 |40| 31 8 27 |37 46
CBS 116746 -FSSC6-f| 6 | 24| 2 22 | 14 |41 31 8 27 |37 47
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PROPOSITION D'UNE METHODE CONSENSUS

Aprés comparaison des deux techniques de typage décrites dans la littérature pour le
complexe d’especdausarium solaninous avons cherché a optimiser chacune des techniques
en proposant une méthode consensus.

Chacun des huit loci a été évalué en terme d’efficacité c'est-a-dire en fonction de sa capacité a
distinguer le plus grand nombre d'isolats, en calculant le nombre de génotypes décrits par
polymorphisme (tableau 11). Le locus RPB2 montre I'efficacité la plus faible (0,12 génotype

par polymorphisme). L'efficacité des autres loci varie de 0,23 a 1,08.

Tableau 11 : Caractéristiques des 5 loci étudiés

, : Taille Nombres de Nombre Npmbre de
Locus Début Fin (ob) | polymorphismes de genotypgs/
génotypes polymorphismes

FSACC | GTTGAC| GTACAT 371 54 23 0.43
FsICL | GCTCAG| GCATCC 369 67 24 0.36
FsGPD | ACCGTC| GTGACA 355 31 19 0.61
FsSMPD | CACGTT| CCTACC 334 47 22 0.47
FsSOD | CAACGG| GTAAGA 187 13 14 1.08
EFla | TCGTCG| ACCGTG 716 133 31 0.23
ITS-

CCGAGT | TGTTAT 986 71 21 0.30
nuLSU
RPB2 TACACC| GTTCTT 1738 221 27 0.12

La contribution de chaque locus au nouveau schéma consensus faisant intervenir les 8 loci
étudiés a été déterminée en calculant la variation du nombre de profils détectés et le pouvoir

discriminant du schéma de typage lorsque le locus testé a été exclu (tableau 12). La faible
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contribution de RPB2 au schéma de typage est confirmée puisque le nombre de profils (47) et
le pouvoir discriminant (0,998) ne varie pas lorsque RPB2 est retiré du schéma consensus,

alors que ces deux valeurs diminuent lorsque I'un des quelconque autres loci est éliminé.

Tableau 12 : Contribution de chaque locus au schéma consensus a 8 loci

Schéma consensus Nombre de profil Pouvoir discriminant
Sans FsACC 46 0.997
Sans FsICL 46 0.997
Sans FsGPD 46 0.997
Sans FsMPD 45 0.995
Sans FsSOD 43 0.991
Sans EFla 45 0.996
Sans ITS-nuLSU 45 0.996
Sans RPB2 47 0.998
8 loci inclus a7 0.998

Un arbre phylogénique non raciné a été dessiné pour ce schéma de typage consensus faisant
intervenir les 8 loci étudiés et il présente 30 nceuds supportés par des valeurs de bootstrap
70 % (figure 31).
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CB5124901 - FS5C 2-w

CBS 124897 - FS5C 2.k

CB5 124891 - FS5C 24

77 €BS 124889 - FSSC 2-d
CBS 124899 - FS5C 2-d

0%|j CBS 49063 - FS5C 2d

CBS 124894 - F55C 2d
CBS 124886 - F35C 2-d

FSSC 2

CBS 118931 - FSSC 9-a
CBS 22749 -F35C9a | F9SCY
CBS 119223 - F35C 21
CBS 115658 - FSSC 21-¢
CBS 115660 - FSSC 21-d
CBS 115658 - FSSC 21-2
CBS 112100 - FS5C 54i
CBS 124895 - FSSC 5-0
o CBS 165.87 - FSSC 51
ol CBS 166,87 - FSSC 5-mm
CBS 108942 - FS5C 5-mm
CAS 118586 | FoSC o | [ OoC B
CBS 124880 - FSSC 5v
CBS 124893 - FSSC 5-nn

- FSSC21

8-locus analysis

CBS 124500 - FSSC 5-v

CHS 124892 - FS5C 207 FSSC 20

CBS 124830 - FSSC 3+4 bbop| F3SC 3+4
CBS 124627 - F35C 3+4-aasa

CBS 241.93 - FS5C 33-h FSSC 33
100 ———————CBS 117608 - F35C 6-f| FSSC 6
L CBS 116746 - FSSC 6-f

— 0.001 substitutiona/site

0 — CBS 18129 FSSC 11
CBS 124836 -FSSC 11 |Fsse 11
. =
31-F55
Tme 115[():4%5 }395058{ Fssc 28-c FSSC 28
; 5 - FSSC 7
L L [0 CBS 102824~ FsscC 29| F3sC 25
o " ¢85 20829 - FS5C 25.d
CBS 115695 - FSSC 18- FSSC 18
CBS 117481 - FSSC 243 FSSC 24
72 - CBS 124625 - FSSC 12
CBS 124631 -FSSC 14
CBS 22434 - FS5C 1-b
CBS 124628 - FSSC 1b
CBS 124523 - FS5C 1-b
A CBS 124624 - FSSC 1-a
CBS 124629 - FSSC 14
CBS 124626 - FSSC 1-a

FSSC1

Figure 31 : Arbre phylogénique obtenu grace a I'analyse par le schéma consensus a 8 loci
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Comparaison des caractéristigues moléculaires (e
souches cliniques et végétales du complexe d’especes

Fusarium solani

Dans la population test utilisée, les isolats étaient d’origine clinique ou végétale (tableau 4).
Le site d’isolement de la souche a été reporté sur I'arbre phylogénétique obtenu suite a
'analyse menée avec le schéma consensus (figure 32). Malgré la faible population de souches
étudiées, la répartition est aléatoire en fonction des différents haplotypes a I'exception de
FSSC 2 qui est composé exclusivement de souches cliniques et FSSC 21 d'isolats issus de

plantes.
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CBS 124633 - FSSC 2:k
GBS 1260 FR263
il X B-locus analysis
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24624 - FSSC 1-a
CBS 124620 - FS5C 14
CB5 124626 - FS5C 1-a

— 0.001 substitutions/site:

Figure 32 : Arbre phylogénique obtenu grace a I'analyse par le schéma consensus a 8 loci

en distinguant les souches cliniques (en rose) des souches végatales (en vert)
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Les méthodes de typage contribuent grandement a la compréhension de I'épidémiologie des
infections et de I'évolution des agents pathogenes. Elles sont donc importantes pour surveiller
les foyers de maladies infectieuses. Deux prédominent en raison de leur haut niveau de
standardisation : microsatellites et MLST. Parmi elles, la MLST s’est déja avérée comme trés

résolutive en épidémiologie et dans les analyses de populations de plusieurs champignons
[Meyeret al., 2009](192).

Cette technique est basée sur lidentification de polymorphismes nucléotidiques pour
plusieurs régions de géenes présentes chez tous les isolats au sein d'une espece donnée. Cette
méthode reproductible rend des résultats faciles a mettre en ligne par l'intermédiaire de bases
de données. Cela permet des comparaisons rapides d'un grand nombre d'isolats et des
échanges entre les différents laboratoires.

Dans cette étude, nous avons évalué l'apport de 25 génes précédemment utilisés dans
d'autres schémas de MLST pour des espéces fongiques a des fins épidémiologiques. Au final,
cing génes ont été sélectionnés pour le développement d'une technique MLST permettant la
différenciation d'isolats appartenant au complexe d’espEasarium solani Le schéma de
MLST a été validé selon des recommandations publiées sur I'évaluation des méthodes de
typage moléculaire [Van Belkurat al., 2007](183). La technique est caractérisée par un
pouvoir discriminant de 0,991 avec un intervalle de confiance a 95 % de [0,984; 0,997] et est
donc considérée comme un outil fiable pour le typage des souches du complexe d’especes
Fusarium solani En effet, selon le calcul de lindice de Simpson, cette méthode serait
suffisamment discriminante (0,95) en utilisant seulement deux genes comme [lillustre la
figure 27. Néanmoins, avec cing génes, le pouvoir discriminant est plus €levé, et permet ainsi
la discrimination d’isolats qui auraient eu autrement le méme profil. Cette méthode, basée sur
l'analyse de 1616 nucléotides, est stable, reproductible, capable de faire la distinction entre
des souches étroitement apparentées et donc fiable pour le typage des souches du complexe
d’espécesFusarium solani En outre, la petite taille des fragments rend la technique
particulierement rentable et adaptée a des institutions non spécialisées avec de simples
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installations de séquencage, par rapport a d'autres méthodes. Ce schéma constitue donc une
nouvelle alternative, qui pourrait alors étre utilisé en cas d'apparition de cas groupés de
fusariose afin de mettre en évidence des relations entre les isolats cliniques et les souches
environnementales. Par exemple, dans notre étude, avec la technique de MLST développée
ici, certains isolats partagent le méme génotype, comme par exemple, CBS 124630 et CBS
124632 qui ont été isolés a partir de patients différents dans le méme hépital, suggérant une

origine commune possible liée a une infection nosocomiale.

La population test utilisée dans ce travail de développement d’'une technique de typage
moléculaire est composée d’isolats épidémiologiquement distincts mais est également
représentative du complexe d’espeEesarium solani En effet, 'haplotype de chacun des
isolats a été déeterminé selon la nomenclature décrite par O’Donnell [O’Dagtnell,

2008](6) (figure 28). Toutes les souches appartiennent au clade 3 défini par Zhangdzhang

al., 2006](3). Il n’est pas surprenant de ne pas avoir d’'isolats appartenant aux clades 1 et 2 car
ils présentent une distribution géographique tres limitée et sont isolés exclusivement de
plantes malades ou mortes [Zhagigal., 2006](3). Les isolats disponibles dans cette étude se
répartissent parmi 15 des 34 espéces phylogénétiques différentes, assurant ainsi une bonne
représentativité de la diversité du complexe d’espEasarium solaniDe plus, la moitié des

isolats représentent de nouveaux haplotypes non explorés dans les précédentes études sur le

complexe d’espéces Fusarium solani

La méthode de référence utilisée pour différencier des especes phylogénétiques et des
haplotypes au sein du complexe d’espdegsarium solanise base sur un ensemble de trois
régions de genes (E&1ITS-nuLSU, RPB2) [O’'Donnelkt al, 2008](6). Cependant, un
nouveau schéma de MLST a été proposé dans ce travail pour ce méme complexe d’'especes.
Dans ce dernier schéma, nous avons utilisé cing genes de ménage frequemment utilisés dans

les systemes de MLST fongiques.

Ces deux schémas de typage basés sur des cibles moléculaires différentes ont été comparés
et, selon les critéres de Struelens [Struelens, 1996](196), ce sont toutes deux des méthodes de

typage efficaces avec un indice de Simpson supérieur a 0,95. La comparaison des deux
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systemesvia leur pouvoir discriminant, le nombre de profils détectés et leur résolution
phylogénétique met en évidence leur complémentarité, et a suggéré que les loci les plus
discriminants de chaque systeme pourraient étre combinés pour obtenir un schéma consensus
optimisé. La contribution de chaque locus au schéma consensus a éteé testée : SOD est le locus
le plus efficace pour cette technique tandis que I'exclusion de RPB2 ne change pas le nombre
de profils et le pouvoir discriminant pour la population testée. La combinaison basée sur huit
loci EFle, ITS-nuLSU, RPB2, ACC, ICL, GPD, MPD et SOD a méntjue 47 des 50
souches du complexe d’espédassarium solanipouvaient étre distinguées en utilisant ce
schéma consensus, avec un pouvoir discriminant de 0,998. Cette méthode est donc plus
discriminante que les schémas a trois ou cing loci, qui différencient respectivement 37 et 41
haplotypes.

Bien que le schéma de MLST nouvellement développé avec les cing loci
montre une puissance légéerement plus discriminante que la technique avec les trois autres
marqueurs, l'utilisation de celui-ci demeure cruciale pour différentes fins. Un objectif
fondamental est d'identifier avec précision une espéce ou un complexe d'especes, en
particulier pour les champignons qui sont difficiles a identifier a partir d'observations
microscopiques [Balajeet al., 2009](139). Dans ce contexte, le besoin s’oriente vers des
marqueurs disposant de vastes bases de données de séquences, déja disponibles en ligne. Pour
le complexe d'espéceBusarium solani ces marqueurs sont EkFlet RPB2, qui sont
disponibles dans Fusarium-ID (www.isolate.fusariumdb.org) et dans les bases de données
MLST de Fusarium (www.cbs.knaw.nl / fusarium / BioloMICS.aspx). Un autre objectif est
d'analyser les relations phylogénétiques entre les souches dans le but d’apprécier I'évolution
de I'espéce considérée. A cet effet, les marqueurs moléculaires ont besoin de fournir une
résolution phylogénétiqgue bien supportée. Pour le complexe d'espésasium solani

RPB2, EFk et ITS-nuLSU sont a ce jour les meilleurs marquephglogénétiques

disponibles.

La MLST, développée a l'origine pour les bactéries, se base sur I'analyse des polymorphismes
nucléotidiqgues situés typiquement sur cing a dix génes de meénage [Meyer et al.,
2009](192). Bien que l'utilisation du plus grand nombre de loci possible permet d'améliorer le
pouvoir discriminant de la technique, il semble pragmatique d’atteindre un niveau maximal de
différenciation avec un jeu minimal de genes cibles. Méme si nous avons découvert que RPB2

ne contribue pas de maniere significative au schéma consensus, il a été utilisé dans le passé
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pour établir le systtme de nomenclature par haplotype en cours d'utilisation et est

donc néanmoins essentiel a la technique consensus. Avec huit loci, ce systeme offre une
puissance élevée de discrimination et reste facile a mettre en ceuvre, particulierement
actuellement ou I'amplification par PCR et le séquencage sont largement accessibles dans la

plupart des laboratoires.

De ce fait, une application de cette nouvelle technique de typage a été de comparer les
caractéristiques moléculaires des isolats d’origine végétale et clinique. La répartition des deux
catégories de souches sont polyphylétiques, ce qui a déja été décrit dans le cas des isolats
humains [Zhanget al., 2006](3). Dans notre population, les haplotypes FSSC 2 et FSSC 21
sont composeés exclusivement de souches cliniques pour I'un et d’isolats issus de plantes pour
lautre. Cependant, il s’agit vraisemblablement d’'un biais di au faible effectif de notre
population puisque dans la littérature ces deux haplotypes contiennent des souches de deux
origines [Zhanget al., 2006](3) [O’Donnelkt al, 2008](6). En revanche, selon ces derniers
auteurs, FSSC 5 contient uniguement des souches d’origine humaine alors que dans notre

cas, des isolats végétaux y sont également retrouves.

Ainsi, au sein du clade 3 du complexe d’espéaesarium solanila distribution des souches
cliniques et végétales dans les différents haplotypes est comparable. Cette donnée permet de
soulever I'hypothése d’'une contamination d’origine environnementale dans les cas de
fusarioses humaines et justifie la nécessité de disposer d’'une méthode de typage moléculaire

tres discriminante telle que le schéma de MLST a 8 loci proposé dans ce travalil.
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Le genreFusariumest résistanin vitro a la plupart des molécules antifongiques disponibles

en pathologie humaine. De plus, le complexe d’espégsarium solanest considéré comme

le moins sensible au sein de ce genre fongique [Cuenca-Estralla 2006](153). Méme si
actuellement, de fortes doses d’amphotéricine B, combinées ou non au voriconazole sont
recommandées ainsi que la réduction des facteurs d'immunodépression [Nucci et Anaissie,
2007](11), la conduite thérapeutique a suivre vis-a-vis d’'une fusariose invasive fait encore
débat : certains praticiens hésitent a prescrire une monothérapie ou une bithérapie et a
'associer ou non a la chirurgie ou [l'utilisation de facteurs de croissance de la lignée

myéloide.

Bien que la multirésistance de ce complexe d’espéeces soit reconnue par tous, une seule étude
décrit un mécanisme de résistance. En effet, 'équipe de Ha a établi que la résistance a la
caspofungine du complexe d’espeéasarium solanifait intervenir une modification de la

cible, la béta 1,3 glucane synthase (FKS1) [Ha et al., 2006](199).

Les champignons du genFasariumsont responsables de pathologies humaines mais sont
également phytopathogénes. De ce fait, quelques travaux explorent le mécanisme de
résistance du complexe d'espée€esarium graminearund un antifongique de la famille des
azolés utilisés en agriculture, le tébuconazole [Bedteal., 2010](200) [Becheet al.,
2011](201) [Liuet al., 2010](202) [Litet al., 2011](203).

Cependant, aucune donnée n’est disponible & ce jour pour expliquer la faible sensibilité de
Fusariumau voriconazole, bien que différents mécanismes soient décrits pour d’autres genres

tels que Candida ou Aspergillus

En effet, le mécanisme de résistance le plus fréquent Abpergillus fumigatusest la

mutation du gene CYP51 codant pour la 14 alpha stérol déméthylase. Les antifongiques
azolés inhibent cette enzyme, conduisant au blocage de la biosynthese de I'ergostérol et par
conséquent a une déplétion en ergostérol et a une accumulation de métabolites toxiques. Le

génome dAspergillus fumigatusontient deux génes distincts mais relativement proches de
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CYP51 (ou ERG 11 chez les levures): CYP51A et CYP51B, chacun codant pour des
protéines différentes alors queusarium solanien possede trois (A, B et C). De rares
mutations ont été détectées sur le gene CYP5RBpdrgillus fumigatusnais n’ont jamais

été associées a une résistance aux azolés. En revanche, certaines régions de mutations non
silencieuses sur le gene CYP51A (par exemple, au niveau des codons G54, G138 et M220)
correspondent a une résistance aux azolés. D’autres modifications consistent en la présence de
zones répétées en tandem de 34, 46 ou 53 paires de bases au niveau de la région promotrice
du gene CYP51A (généralement combinées a d’autres mutations sur le gene lui-méme),
entrainant une augmentation de I'expression du gene CYP51A. Comme dans le cas
d’Aspergillus fumigatusla résistance aux azolés chez d’autres champignons tels que ceux
appartenant au genfeandida peut étre causée par une altération ou une surexpression de la
14 alpha déméthylase [Camps et al., 2012](204).

De plus, la surexpression de plusieurs types de canaux d’efflux, qui éliminent les substances
azolées toxiques en dehors de la cellule a été impliquée dans la résista&luedik sp.

Quant aAspergillus fumigatusce champignon contient plusieurs types de pompes a efflux de

la famille ABC (ATP binding cassette) ou MFS (Major Facilitator Superfamilly). Cependant,

le role direct de ces transporteurs dans la résistance aux azolés n'a pas encore été

completement établi dans le cas des champignons filamenteux [Camps et al., 2012](204).
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Cette étude porte dans un premier temps sur I'évaluation de [Iactivitéitro de

'amphotéricine B et du voriconazole, les molécules les plus utilisées en pratique clinique, vis-
a-vis d’'un panel d’isolats cliniques et environnementaux du complexe d’edpésasum

solani précédemment étudié en phylogénie. En complément, deux méthodes testant la
sensibilité aux antifongiques ont été comparées : la méthode CLSI M38-A2, considérée

comme référence, et la technique E-test utilisée au quotidien en pratique de laboratoire.

Dans un second temps, les deux principaux mécanismes de résistance aux antifongiques de la
famille des azolés ont été explorés d’'une maniere générale : la recherche d'un phénomene

d’efflux ainsi qu’une modification de la cible du voriconazole, la 14 alpha stérol déméthylase.
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Détermination des CMI du complexe d’especes

Fusarium solaniau voriconazole et a I'amphotéricine E

SOUCHES ETUDIEES

Quarante huit isolats du complexe d’espédéesarium solaniet précédemment étudiés pour
leurs profils moléculaires, ont été inclus dans cette analyse. Ces souches avaient pour origine

soit une Iésion chez un patient, soit une plante ou I'environnement.

La souche de référen€aisarium solaniATCC MYA3636 a servi de contrble de qualité pour

la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par les techniques CLSI et E-test.

MOLECULES ANTIFONGIQUES

Des bandelettes E-test (Biomérieux, Marcy ['Etoile, France) de voriconazole et
d’amphotéricine B ont été utilisées. Elles ont été conservées a — 20°C jusqu’a la réalisation du
test. Le gradient de concentrations pour chaque molécule antifongique varie de 0,004 a 32

pag/mL.

Les solutions méres d’antifongiques ont été préparées a partir d’échantillons de poudre
d’amphotéricine B (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et de voriconazole
(Pfizer, Groton, CT, USA) dissoutes dans du diméthylsulphoxide et conservées a — 20°C,

selon le protocole CLSI M38-A2 (205). Ces solutions ont ensuite été diluées dans du milieu
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RPMI 1640 pour obtenir deux fois la concentration finale requise pour le test (s’étendant sur

une gamme de 0.03 & 16 pg/mL).

PREPARATION DE L'INOCULUM

L’inoculum est préparé a partir d’'une culture de 7 jours sur milieu PDA (potato dextrose agar)
avec une premiere incubation de 72 h a 35°C suivie d’une seconde a 25°C pendant 96 h. La
taille de l'inoculum est ajustée a partir d'une suspension de conidies a l'aide d'un
spectrophotométre pour obtenir une densité optigue comprise entre 0.15 et 0.17 a une
longueur d’onde de 530 nm, ce qui correspond a une concentration de conidies comprise entre
0,4 et 5 x 16 unités formant colonies / mL. La concentration finale de la suspension est

ensuite vérifiee par comptage des colonies sur milieu de Sabouraud [CLSI M38-A2](205).

L'inoculum ainsi préparé est dilué au 1780dans une solution de NaCl avant d'étre utilisé

pour la détermination des CMI par la technique CLSI M38-A2.

METHODE EN MICRODILUTION CLSI M38-A2

Pour cette technique d'évaluation de la sensibilité aux antifongiques, réalisée en
microdilution, 100 puL de la suspension de conidies diluée ont été inoculés dans chacun des
puits de la microplaque contenant 100 uL de la solution d’antifongique diluée. Des contrbles
de croissance et de stérilité ont été inclus pour chacun des isolats testés. La souche de
Fusarium solaniATCC MYA3636 a été testée en tant que contréle interne tous les jours de
réalisation de ce test. La plaque de microdilution a été incubée a 35°C et examinée 48 heures
plus tard pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice. Celle-ci a été évaluée
visuellement par lecture optique en déterminant le puits présentant une inhibition compléte de

croissance. Tous les isolats ont été testés en duplicats pour cette méthode.
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METHODE E-TEST

La méthode E-test a été réalisée en suivant les instructions des fournisseurs. Chaque gélose de
milieu RPMI (épaisseur 4 mm ; AES, Bruz, France) a été inoculée en plongeant un écouvillon
stérile dans la suspension de conidies non diluée et en réalisant des stries dans trois directions
sur la surface entiere de la gélose. Aprés 15 minutes de séchage, la bandelette E-test a été
déposée sur la surface de la gélose ensemencée. Suite a une incubation de 48 heures a 35°C,
la CMI a été déeterminée par la lecture de la valeur de concentration correspondant a
l'intersection inférieure entre I'élipse d’'inhibition de croissance fongique et la bandelette de
molécule antifongique. La souche Hasarium solaniATCC MYA3636 a servi de contrlle

tous les jours de réalisation de ce test.

ANALYSE DES DONNEES

Pour chaque molécule antifongique, les concentrations minimales inhibitrices déterminées
pour chaque isolat, I'intervalle de distribution des CMI, la g\t est-a-dire la valeur de

CMI correspondant a 90 % des isolats testés) et la moyenne des CMI ont été déterminés pour
chacune des méthodes utilisées : CLSI M38-A2 et E-test. Le pourcentage de concordance
entre les deux méthodes a également été calculé dans le but de comparer ces dernieres, selon
la publication de Espinel-Ingroff [Espinel-Ingradt al., 2001](206). Le rendu de la valeur de

CMI n’est pas directement comparable entre les deux techniques : la technique E-test repose
sur un gradient continu de concentration alors que la technique CLSI est basée sur des
dilutions de 2 en 2. Pour rendre ces valeurs comparables, la CMI déterminée par la technique
E-test a été élevée a la valeur de dilution supérieure la plus proche correspondant a la
technique CLSI M38-A2 [Espinel-Ingroét al., 2001](206). Dans le calcul du pourcentage de
concordance, seuls les isolats présentant plus de 3 dilutions de divergence entre des valeurs de

CMI obtenues par chacune des deux techniques ont été considéreés.
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Résistance par efflux

ISOLATS

Une résistance au voriconazole par mécanisme d’efflux a été explorée sur un échantillon de 5
isolats du complexe d’especdausarium solani présentant les CMI les plus élevées
globalement au regard de la population étudiée : CBS 124890, CBS 124892, CBS 124900,

CBS 224.34 et MYA3636.

AGENTS BLOQUEURS D’EFFLUX

La méthodologie choisie fait intervenir des agents bloqueurs de canaux responsables de
Iefflux et compare les CMI au voriconazole en I'absence ou présence de ces molécules a

différentes concentrations.

Les molécules utilisées comme agents bloqueurs ont été précédemment décrites dans la

littérature :
- vérapamil (Sigma) [Pina-Vaz et al., 2005](207) [Pinto et al., 2009](208),
- ibuprofene (Sigma) [Pina-Vaz et al., 2005](207) [Pinto et al., 2009](208),

- carbonyl cyanide 3-chloro-phenylhydrazone CCCP (Sigma) [Gahah, 2006](209)
[Pinto et al., 2009](208).

Trois concentrations différentes de ces modulateurs ont été testées en duplicat pour chaque

souche. Pour une molécule donnée, la concentration de référence a été celle proposée par
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'équipe de Pinto [Pinte@t al., 2009](208) et une concentration 10 fois inférieure et 10 fois

supérieure a celle-ci a également été évaluée.

DETERMINATION DES CMI

La détermination des CMI au voriconazole a été réalisée par la méthode de microdilution
CLSI M38-A2 décrite préecédemment. L’'agent bloqueur defflux a été ajouté a la

concentration désirée dans I'inoculum de conidies dilué ad™/8ans une solution de NaCl.

Chaque microplaque correspond a un couple isolat / agent bloqueur et présente deux lignes
témoins sans addition de molécule bloguante, utilisées pour déterminer la CMI de référence.
Cette derniere a été comparée a celles obtenues en présence des inhibiteurs a différentes

concentrations.
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Résistance par mutation de la cible CYP51

SOUCHES ETUDIEES

Dans cette partie, tous les isolats du complexe d’espésasium solaninclus dans I'étude
de sensibilité aux antifongiques ont été analysés. Pour cela 'ADN de chacun d’eux a été
extrait manuellement avec le kit High Pure PCR Template Preparation comme décrit

précédemment.

GENES CIBLES

L’enzyme cible des antifongiques azolés est la 14 alpha stérol déméthylase fongique
dépendante du cytochrome P450, qui est codée chez les champignons filamenteux par le gene
CYP51 et représentée par trois paralogues CYP51A, CYP51B et CYP51C chez le genre
Fusarium Dans le cas du complexe d’espeEasarium solaniles séquences de référence de

ces protéines sont EEU 39491.1 pour CYP51A, EEU 48523.1 pour CYP51B et EEU 45708.1
pour CYP51C [Becher et al., 2011](201).

En utilisant la base de données sur laquelle le génome du complexe d’dSpsmagm
solani est hébergé (http://genome.jgi-psf.org/pages/search-for-genes.jsf?organism=Necha2),
les séquences nucléotidiques de chacun de€Meb1A(chromosome 6B (chromosome 1)

et C(chromosome 5) ont été obtenues et utilisées pour le dessin d’amorces.
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SEQUENCAGE DE CYP51

La réaction de PCR a été réalisée suivant les protocoles et programmes mis au point dans la
partie « typage », en utilisant les amorces suivantes (tableau 13). A noter que I'amplification

et le séquencage de CYP51B a nécessité deux couples d’amorces se chevauchant, en raison de
sa taille importante.

Tableau 13 : Amorces utilisées et taille des amplicons

Amorces Taille

Locus (sens : F et anti-sens : R) (paires de bases)

F, 5-CGCTCCCATCGGATATAGGC-3'
CYP51A 1731

R, 5-GGTGAGAGTGTTGGAGGATG-3’

F, 5-GTAGTCGTCATTGATGGAGG-3’
CYP51B1 1300

R, 5-TTTATGCTTCACTGGGCTCC-3’

F, 5-GAGGAGGGCAATCATCATGT-3
CYP51B2 1255

R, 5-CGTCAGGGTCTGGCGCAATT-3’

F, 5-CTTGTCCCAACGATGCGGAT-3
CYP51C 1000

R, 5’-CCTCAATGGCAAGCATGCAG-3

A la fin de la réaction, 5uL de chaque produit d’amplification a été migré en électrophorése
sur gel d’agarose a 2 % en présence d’'un agent intercalant (GelRed, Interchim) et visualisée
sous UV. Les amplicons présentant un signal suffisamment important ont été transmis a la
société GenoScreen pour étre séquences.
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ANALYSE DES POLYMORPHISMES EN ACIDES
AMINES

Les chromatogrammes des séquences d’ADN sens et anti-sens ont été analysés en utilisant le
logiciel BioEdit [Tippmann 2004](194). Pour tous les isolats étudiés, les sites de
polymorphismes nucléotidiques ont ensuite été identifiés par alignement multiple sur BioEdit

[Tippmann 2004](194) et vérifies a nouveau sur les chromatogrammes.

La traduction protéique a également été obtenue sur BioEdit et un alignement entre toutes les
séquences et la séquence de référence a été utilisé pour mettre en évidence des mutations en
acides aminés. Toutes les modifications observées par rapport a la protéine de référence ont
été consignées dans un tableau en fonction des isolats et de la position de I'acide aminé pour

chaque isoforme.
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Détermination des CMI du complexe d’especes

Fusarium solaniau voriconazole et a I'amphotéricine E

Pour chacun des 48 isolats d’origine clinique ou environnementale, la CMI a été déterminée
par la méthode de référence CLSI M38-A2 et la technique E-test utilisée en routine. Ces deux
techniques ont ensuite été comparées. Enfin, une analyse des CMI a été réalisée en fonction

de l'origine des souches et de leur haplotype au sein du complexe d’espéces Fusarium solani

METHODE CLSI M38-A2

Dans la population des 48 isolats du complexe d’esgessarium solaniles moyennes des

CMI obtenues par la méthode de microdilution CLSI M38-A2 sont pour 'amphotéricine B de
1.2 pg/mL [0.125 — 2 pg/mL] et pour le voriconazole de 4.6 pg/mL [1 — 16 pg/mL]. La
répartition des souches en fonction de la CMI, présentée en figure 33, est uni-modale. Pour la
souche de contréle FSSC ATCC MYA3636, la CMI moyenne est respectivement de 1.7
pg/mL et 4.4 pg/mL pour I'amphotéricine B et le voriconazole. Entre chaque série, les
différences de CMI pour cet isolat contrble n’ont jamais dépassé une dilution.
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Figure 33 : Répartition des CMI de 48 isolats de FSSC déterminées par la technique CLSI pour
I'amphotéricine B et le voriconazole

METHODE E-TEST

Pour la méme population du complexe d’espéaesarium solanila répartition des CMI est

plus large et moins uni-modale (figure 34) que celle obtenue par la méthode CLSI avec des
CMI moyennes de 1,9 pug/mL [0.064 — 32 pg/mL] et 2 pg/mL [0.25 — 32 pg/mL]
respectivement pour 'amphotéricine B et le voriconazole.
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Figure 34 : Répartition des CMI de 48 isolats de FSSC déterminées par la technique E-test pour
I'amphotéricine B et le voriconazole

CONCORDANCE DES DEUX METHODES

Pour les deux molécules : I'amphotéricine B et le voriconazole, testées par les deux méthodes
CLSI et E-test, les CMI moyennes, les intervalles de répartition et les; GMIété reportées

dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Caractéristiques des CMI d’une population de 48 isolats de FSSC déterminées par
2 méthodes : CLSI M38-A2 et E-test

Intervalle

Moyenne| Intervalle Moyenne

1,2 0,125-2 2 4,6 1-16 8

19 0,064 - 32 16 2 0,25-32 8

Pour comparer les résultats obtenus par les deux techniques, le nombre de dilutions
divergentes entre les valeurs de CMI des deux méthodes a été déterminé pour chaque souche
et répertoriée dans le tableau 15. Le pourcentage de concordance calculé pour la population
du complexe d’especdausarium solaniétudiée est de 73 % pour I'amphotéricine B alors

gu'’il est de 92 % pour le voriconazole.

Tableau 15 : Distribution des divergences de dilutions entre les CMI pour les deux techniques
utilisées : CLSI M38-A2 et E-test
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ANALYSE DES CMI SELON LES CARACTERISTIQUES
DES ISOLATS

En premier lieu, les CMI obtenues pour une souche donnée avec les deux antifongiques
apparaissent indépendantes, c'est-a-dire qu’'une souche peut présenter une CMI tres basse a

'amphotéricine B mais trés élevée au voriconazole.

La population du complexe d’espédessarium solaniétudiée est composée de 28 isolats

d’origine clinigue et de 17 souches végeétales. Pour trois isolats, I'origine n’est pas connue.

Pour 'amphotéricine B, la distribution des CMI obtenues par la technique CLSI M38-A2 en
fonction de l'origine des isolats montre une répartition unimodale équivalente avec un

décalage du mode et de la médiane d’'une dilution pour les souches cliniques (figure 35).

10
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Figure 35 : Distribution des CMI en fonction de l'origine des isolats pour
I'amphotéricine B (médiane en trait plein et mode en pointillé)

Ces observations sont également décrites pour le voriconazole (figure 36).
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Figure 36 : Distribution des CMI en fonction de l'origine des isolats pour le

voriconazole (médiane en trait plein et mode en pointill€)

Suite a l'analyse par distribution, les moyennes des CMI ont été déterminées en fonction de
I'origine des isolats et synthétisées dans le tableau 16, une différence est observée en fonction
de la technique de détermination des CMI.

Tableau 16 : Moyenne des CMI en fonction de I'origine des isolats et de la technique utilisée
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Aucune tendance n'a été mise en évidence en fonction des haplotypes des souches du
complexe d’espécdausarium solaniCependant, le groupe 5 de F§8€&sente une majorité
d’isolats avec une CMI a I'amphotéricine B de 0.5 pg/mL (6/9) et FSSC 1 a 1 ug/mL (7/8).

Pour les souches présentant un profil moléculaire équivalent, des variations de CMI d’'une
dilution sont observées.
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Résistance au Voriconazole

Les CMI obtenues en présence des agents bloqueurs d’efflux sont identiques a celles obtenues

en leur absence, quelles que soient les souches, les molécules ou les concentrations (tableau

17).

Tableau 17 : Détermination des CMI au voriconazole en présence d'agents bloqueurs d'efflux

Vérapamil Ibuprofene CCCP

0O | 10100 1 0 10 100 1 0 50 | 500 5

UM | UM | pM | mM | mg/L | mg/L | mg/L | g/L | pg/L | pg/L | pg/L | mg/L
CBS 124890 16 | 16| 16| 16 16 16 16 16 16 16 16 1
CBS 124892 16 | 16| 16| 16 16 16 16 16 16 16 16 1
CBS 124900 16 | 16| 16| 16 16 16 16 16 16 16 16 1
CBS 224.34| 16| 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
MYA3636 4 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
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Résistance par mutation de la cible CYP51

Le complexe d’espéceBusarium solaniprésentant trois isoformes de I'enzyme 14 alpha
stérol déméthylase, I'analyse des mutations en acides aminés sur chaque protéine a été

réalisée de maniére indépendante.

CYP51 A

En considérant comme référence CYP51A EEU 39491.1, la zone d’analyse de la protéine se
situe entre les acides aminés 66 et 480 et 44 isolats du complexe d’d3ssrasn solani

ont été analysés avec succes.

Le tableau 18 présente les polymorphismes en acides aminés observés. Sur un total de 414

résidus, 51 mutations ponctuelles ont été décrites.

Dans la majorité des cas, les modifications interviennent entre deux acides aminés présentant
des caractéristiques physico-chimiques proches. Par exemple, en position 339, la Leucine est
modifiée en Isoleucine, deux acides aminés apolaires avec une chaine aliphatique ou en 403
ou deux acides aminés basiques, I'Histidine et I'Arginine, se partagent cette position dans la

population étudiée.

Aucun de ces polymorphismes n’est corrélé aux CMI des isolats vis-a-vis du voriconazole

guelle que soit la technique considérée CLSI M38-A2 ou E-test.

Les polymorphismes sont par contre majoritairement dépendants de I'espéce étudiée, par
exemple, tous les isolats du complexe d’espé&cssirium solan21l présentent les mutations
A372P et N401D, absentes chez les autres espéces. Ainsi les mutations dépendantes de
l'isolat sont V69F, N100S, K131R, A232T/V, D340G et T465I.
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Tableau 18 : Polymorphismes en acides aminés de leofgine CYP51A

Polymorphismes acides aminés CYP51 A

8lglqdl g5 gl sle|yglalgls gl sl glsglaeglasiere g e g elslagl sl ylalzeglggls sl
N° CBS Al A | A | A A A A A| A A A A| A N[ N[ N| N N NN NI N N OO[O] O O[OOO| O OO || | ] ] [ [ ) | 9] ] | S
124633 S E s P
124894 g E [ [ s
124901 g E s
124631 S 3 H|G|s H P
124630 S 1 3 s P
124629 S 3 H|G|s H P
124895 g E c|s s
124896
124628 S 3 H|G|s H P
124623 S 3 H s H P
124889 g E [ [ s
124627 S g 3 s P

124890

W

124897

Iz
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124891 S E s
124898 S E [ [ s
124892 k E N|s
124899 S E [ [ s
124803 S E c|s s
124900 k E c|s s
124626 S e Hlcls
124625 S E H s
124624 S E H s
102824 S E D H s
208,29 S E D H s
181,29

119996 S E c|s s
119223 5 E s
118931 k E s
165,87 S E c|s s
231,31

121450 k E c s |
115660 5 E F
115658 5 E s
115045 k E H s
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166,87 9 E C |S S

109028 § E | H S M
108942 S E Cc S

490,63 § E | | S

224,34 9 E H G| S

112100 9 E Cc|s S

117608 E E S

116746 K E S

MYA3636 S E S|
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CYP51 B

Lors de I'analyse des séquences nucléotidiquestieés1Bissues des différents isolats et en

comparaison de la séquence de référence, différentes zones de délétion ont été observeées.

Ainsi en se référant a la séquence de référence EEU 48523.1 seulement deux courts fragments
situés entre les acides aminés 84 et 149 d’'une part et 323 et 527 (fin) d’autre part ont été

obtenus.

Le premier fragment est totalement conservé pour les 40 isolats étudiés et le second présente

10 zones de polymorphismes en acides aminés pour 204 résidus (tableau 19).
Une seule mutation indépendante des haplotypes a été identifiée : C118S.

Aucune liaison n’a été mise en évidence entre les mutations et les valeurs de CMI.

Tableau 19 : Polymorphismes en acides aminés de la protéine CYP51B

Polymorphismes acides aminés CYP51 B

N° CBS o BodNL~Qo I I Ro Quw [~
124633 H A H
124894 H A

124901 H A H
124630 H \% D A

124629 H \% D A

124895 H \% D A

124896

124889 H A H
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CYP51 C

L’analyse de la protéine CYP51C a été réalisée en se référant a la région comprise entre les
acides aminés 142 et 400 de la séquence EEU 45708.1 pour 44 isolats du complexe d’espéces

Fusarium solani

Quinze zones de polymorphismes ont été identifiees pour 258 acides aminés et sont décrites

dans le tableau 20.

Comme pour les autres isoformes de CYP51, aucun lien n'a été mis en évidence entre les

mutations et les valeurs de CMI (quelle que soit la technique d’évaluation des CMI utilisée).

Tableau 20 : Polymorphismes en acides aminés de la protéine CYP51C

Polymorphismes acides aminés CYP51 C

So Qo (80 [So (8« [be [bo [8o 8o [8w [3= [0 [I= [~ 9o
N° CBS
124633
124894
124901 G
124631 H D P Q
124630 K

124629

124896

124628

124623

124889

124627

124890
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124891

124898

124892

124899

124893

124900

124626

124625

124624

102824

115695

208,29

181,29

119996

119223

118931

117481

115659

165,87

231,31

121450

115660

115658

166,87

109028

108942

490,63

224,34

117608

116746

MYA3636
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Au sein du complexe d’espécesisarium solani I'interprétation de la sensibilité ou de la
résistance a I'amphotéricine B et au voriconazole est rendue difficile par I'absence de seuils
reconnus dans la littérature. Dans notre étude, les données obtenues ont donc été comparées a
celles des études de sensibilité utilisant également la méthode CLSI. Pour le voriconazole, la
moyenne et l'intervalle de distribution des CMI (1 — 16 pg/mL) sont similaires a ceux des
autres études [Arikaat al., 1999](210) [Paphitoat al., 2002](157) [Alastruey-lzquierdet

al.,, 2008](141) [Espinel-Ingrofet al., 2008](155). Ces valeurs, supérieures ou égales a 1
pg/mL, sont élevées en comparaison des seuils définisAspargillus fumigatusDans le

cas de I'amphotéricine B, la gamme des valeurs de CMI (0.125 — 2 pg/mL) est plus basse que
dans les autres études, ou la CMI maximale peut atteindre 16 pg/mL [Paphitdy
2002](157) [Cordobat al., 2008](152). Cependant, I'équipe de Tortorano [Tortoedrad.,
2008](211) ainsi que d'autres auteurs [Iglealal., 2008](156) [Xieet al., 2008](40) ont

rapportés des données similaires aux notres.

Pour I'étude de sensibilité a 'amphotéricine B, le milieu RPMI a été utilisé conformément
aux recommandations de la méthode CLSI. Bien que selon certains auteurs, I'utilisation de ce
milieu ne permette pas de détecter les souches résistantes de fagon optimale, et notamment
pour Aspergillus fumigatusles différences de CMI obtenues dans la littérature pour le
complexe d’espécdausarium solaniavec les milieux RPMI et AM3 sont minimes [Arikah

al., 1999](210).

Dans cette étude d’évaluation de la sensibilité aux antifongiques, la méthode en microdilution

CLSI M38-A2 qui est la technique de référence a été comparée a la technique E-test, utilisée
en pratique clinique quotidienne. Cette derniére sur-estime les CMI de I'amphotéricine B mais

sous-estime celles du voriconazole, par rapport a la méthode CLSI. A notre connaissance, il
s'agit des premieres données de CMI déterminées par les bandelettes E-test pour le
voriconazole pour une population du complexe d’espeEesarium solani Pour
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'amphotéricine B, le pourcentage de concordance entre les deux techniques a déja été calculé
dans d’autres études et était de 40 % [Espinel-Ingroff et al., 2001](206) et de 80 % [Szekely et
al., 1999](212) ; cependant les discordances entre les valeurs de CMI ont été évaluées a partir
d’'une divergence de deux dilutions au lieu de trois pour la seconde étude [SaekEly
1999](212). La concordance entre ces deux méthodes a été décrite pour d’autres moisissures
et elle est plus faible pour le complexe d’espdegsarium solanique pour les espéces du

genre AspergillugEspinel-Ingroff et al., 2001](206) [Szekedy al., 1999](212).

D’apres les données produites dans notre étude, une interrogation se pose sur la valeur a
accorder aux résultats de la technique E-test dans la pratique quotidienne des laboratoires
d’analyses médicales. Par exemple, un isolat clinique issu de notre population testée présente
pour I'amphotéricine B une CMI a 0,5 pg/mL par la méthode CLSI M38-A2 et a 12 ug/mL en
utilisant les bandelettes E-test. En utilisant la méthode de référence, le mycologue
considérerait que I'antifongique pourrait étre actif, alors qu’une interprétation contraire aurait
éte réalisée avec la technique E-test. En complément des caractéristiques pharmacocinétiques
de la molécule antifongique chez I'Homme, quelle valeur est la plus prédictive de I'activité de

I'amphotéricine in vivo et de I'évolution clinique de la mycose ?

L’amphotéricine B est la molécule la plus active contre le complexe d’espésasium

solani Cette observation est cohérente avec les évolutions cliniques favorables décrites chez
les patients traités avec les formulations lipidiques d’amphotéricine B [Canpal.,
2010](121). Le voriconazole semble moins aicti¥itro, cependant une étude récente montre
I'efficacité de cette molécule dans le traitement de la fusariose [Lorthetlay, 2010](43).

Ces éléments montrent donc les difficultés de la corrélationtro entre les méthodes de
détection de la sensibilité aux antifongiques, particulierement pour le complexe d’espéces
Fusarium solanicomparé aux autres champignons filamenteux, tels que le Aspeegillus

Les corrélations entre les données de sensihilitétro et les résultats d’essais cliniques ou
I'évolution de cas cliniques est encore plus difficile a établir. En effet, plusieurs facteurs sont
impliqués, tels que le nombre de patients inclus dans les études cliniques, le role de la

reconstitution immunitaire, le délai d'initiation d’'un traitement antifongique.
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La multirésistance du complexe d’espéces a été montrée [Cuenca-Estet]|2006](153).
Cependant, en raison de la diversité d’espéeces et de biotopes de ce complexe, les données de
sensibilité ont été analysées dans notre étude en fonction de la homenclature et de l'origine
des souches. L'équipe de O’'Donnell avait initié cette démarche en testant la sensibilité a
différents antifongiques sur 18 espéces différentes du complexe d’'espesagaim solani

mais la distribution des CMI s’est révelée aléatoire au sein du clade 3 [O’Detrell

2008](6). Dans la présente étude, cette observation a été confirmée et, pour la premiere fois,
I'origine des isolats a été considérée comme facteur de variation. Néanmoins, la formulation

d’hypotheses conséquentes a cette analyse nécessite un échantillonage plus important.

Devant cette sensibilité diminuée au voriconazole, différents mécanismes de résistance ont été
explorés tels que la présence d’'un phénomene d'efflux. Malgré l'utilisation de trois agents
bloqueurs (vérapamil, ibuprofene, CCCP) a trois concentrations différentes, aucune variation
des CMI n’a été observée en présence de ces molécules. Ainsi, le role des pompes a efflux
n'est pas démontré dans la résistance au voriconazole des souches du complexe d'especes
Fusarium solanisélectionnées. Cependant, les molécules utilisées pour bloquer les pompes a
efflux ont précédemment été utilisées pour le g&ardida[Pinto et al., 2009](208), mais

jamais pour le genre Fusarium

De ce fait, les résultats de cette premiére approche sur les pompes a efflux pourront étre
ultérieurement complétés et vérifiés par I'exploration de ce phénomene par des techniques
plus complexes, telles que la recherche de génes codant pour des protéines de la famille de
transporteurs ABC [Nascimeng&t al., 2003](213), ou des analyses par cytométrie en flux
avec FUN-1 [Pina-Vaz et al., 2005](207) ou la rhodamine [Pinto et al., 2009](208).

Un autre mécanisme de résistance fréquemment rencontré chez les champignons est la
mutation de la cible des azolés, la 14 alpha stérol déméthylase. De maniere originale, le genre

Fusariumprésente trois isoformes de cette enzyme [Becher et al., 2011](201).
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La protéine CYP51C, additionnelle par rapport aux autres champignons, est relativement
conservée dans la zone que nous avons étudiée avec 15 mutations pour 258 acides aminés,

réparties sur un ou deux isolats.

L'analyse de CYP51B a posé des difficultés lors de la phase de traduction puisque de
nombreux isolats présentaient des zones d’insertion dans le gene par rapport a la séquence de
référence. Ces insertions sont composées de zones répétées avec un méme motif de deux ou
trois nucléotides répétés un nombre de fois différents entre les souches. De ce fait, I'analyse
protéigue n’a pu étre réalisée que sur deux fragments, peu polymorphes (10 mutations pour
269 résidus). La protéine n’a été retrouvée dans sa totalité que chez trois isolats de la méme
espéce FSSC 11, il est donc légitime de s’interroger sur la fonction de cette protéine dans la
cellule et son réle. La présence inconstante de CYP51B pourrait étre en lien avec la présence
de CYP51C. Une hypothése a considérer serait qu'au cours de I'évolution, CYP51C se
substitue progressivement a CYP51B. CAspergillus fumigatysde rares mutations ont été

mises en évidence sur CYP51B, cependant aucune n’a jamais été liée a une résistance aux
azolés [Campst al., 2012](204) mais un phénoméne de sur-expression a été décrit §Buied

al., 2012](214).

CYP51A est la protéine la plus touchée par les mutations non silencieuses (51 pour 414 acides
aminés observés). Cependant, les polymorphismes sont pour la plupart liés a I'espéce de
Fusarium solaniconsidérée, mais six mutations semblent isolats dépendantes. Les acides
aminés interchangés sont majoritairement de méme nature physico-chimique sauf en position
340 ou la glycine remplace l'acide aspartique. En effet, ces caractéristigues sont tres
importantes puisqu’elles ont une répercussion directe sur la conformation de la protéine et
donc dans l'interaction entre I'antifongique et I'enzyme si la mutation a lieu au niveau du site
actif par exemple [Alcazar-Fuoét al., 2011](215). Une des souches étudiées présente trois
des six mutations observées, mais les CMI au voriconazole déterminées par les techniques
CLSI M38-A2 et E-test sont respectivement de 4 et 1.5 pg/mL. Donc le lien entre ces

mutations et une résistance au voriconazole ne peut étre établi.

Chez Aspergillus fumigatysles mutations associées a une résistance aux azolés sont
présentes sur CYP51A, la pression de sélection est elle donc plus forte sur le gene

correspondant ? Bien que la séquence protéique soit peu conservée entre les genres
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Aspergillus et Fusarium les points de mutations L98H et M220T n’ont pas été mis en

évidence pour les souches du complexe d’esgeessrium solanétudiées.
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CONCLUSIONS& PERSPECTIVES

Le complexe d’especdausarium solanregroupe des champignons phytopathogenes dont les
implications sont majeures en agriculture. De plus, il est également représenté en pathologie
humaine dans des infections parfois profondes et souvent de mauvais pronostic. De ce fait,

une meilleure connaissance de ces pathogenes est indispensable.

Dans un premier temps, un schéma de MLST a été développé et validé pour le complexe
d’especes-usarium solanen sélectionnant des génes de ménage habituellement utilisés dans
cette technique de typage moléculaire développée pour d'autres champignons. Aprés
comparaison a la technique de référence utilisée en phylogénie et pour clarifier la
nomenclature, un schéma consensus a été proposé combinant les complémentarités de

chacune des techniques.

Dans un second temps, une étude de la sensibilité de ce pathogene aux molécules
antifongiques utilisées en clinique : amphotéricine B et voriconazole a été menée. Deux
techniques de détermination des CMI, par microdilution CLSI M38-A2 et par bandelettes E-

test, ont été mises en ceuvre et la concordance de celles-ci a été évaluée.

Devant le paradoxe entre une sensibilité dimirinéétro de ce pathogéne au voriconazole et

la recommandation de cette molécule pour le traitement curatif de la fusariose humaine, une
exploration des mécanismes de résistance a été conduite. L’hypothese d’'un phénomene
d’efflux n’a pas été retenue alors que celle d’'une modification de la cible, la 14 alpha stérol

déméthylase, sera approfondie lors de de travaux complémentaires.

Le mécanisme de résistance aux azolés est connu pour le Gemieda et est en cours
d’investigation depuis ces derniéres années pspergillus fumigatusen revanche, aucune
donnée n’est disponible pour le complexe d’espé&aesarium solani De par cette dualité
entre 'impact du genrEBusariumen agriculture et sa présence en clinique humaine, quelques
données émergent sur le mécanisme de résistancd-udarium graminearumau

tebuconazole, un fongicide utilisé en agriculture [Liu et al., 2011](203).
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Les perspectives de ce travail seront donc de déterminer le réle respectif de chacune des
protéines CYP51 sur la cellule fongique, sa survie, sa croissance mais aussi sur la résistance
du champignon aux azolés et de comprendre comment ces protéines interagissent entre elles.
Une délétion indépendante de chacun des g&¥RB51 permettrait de répondre a ces

guestions.

La technique de mutagénése choisie est 'ATMAgrobacterium tumefacienmediated
transformation. Cette technique exploite la capacité naturelle de cette bactérie phytopathogéne

a transférer une partie de son ADN a d'autres cellules, initialement de plantes. L’ADN
transféré se situe sur un long plasmide et est encadré par deux séquences répétées a droite et a
gauche. Ces derniéeres constituent des sites de reconnissance d’'une endonucléase, qui associée
a une hélicase, permet le transfert de 'ADN cible dans la cellule héte [Fraetsen
2012](216).

Cette méthode présente plusieurs avantages [Framdseh, 2012](216) [Frandseet al.,
2011](217):

- elle est applicable a de nombreux champignons et notamment au-geargim

et devient par conséquent la technique de référence de transformation en mycologie ;

- le rendement de la transformation est supérieur a celui des autres techniques, par

exemple de I'ordre de 100 fois par rapport a I'électroporation ;

l'intégration de 'ADN est stable ;

- elle respecte [lintégrité de la paroi du champignon, contrairement a

I'électroporation.
Les différentes étapes de cette technique ATMT sont :

- le dessin des amorces pour les zones de recombinaisons homologues situées de
part et d'autre du gene d’intérét, comprenant des extensions spécifiques du plasmide

utilisé ;

- la préparation du vecteur pRF-HU2, comprenant une linéarisation avec des

enzymes de restriction et une purification ;
- le clonage avec le systéme USER, un kit de clonage ;
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- la vérification du plasmide construit ;

- la préparation des cellulesAtjrobacterium tumefacier&ectro-compétentes ;

- I'électroporation dAgrobacterium tumefaciens ;

- la préparation des spores de Fusarium sglani

- la transformation ATMT ;

- le screening et la validation des transformants [Frandsen et al., 2012](216).

Une fois ces cellules mutantes obtenues, différents critéres tels que leur vitesse de croissance,
leur structure microscopique et les concentrations minimales inhibitrices aux azolés seront
déterminés par rapport au méme isolat sauvage. L'effet de cette délétion sera également
observé sur les autres ger@sP51 comme par exemple par une éventuelle compensation par

surexpression.

L’ensemble des travaux menés lors de cette thése d'Université a permis d’apporter de
nouveaux outils de typage moléculaire et de nouvelles connaissances et pistes d’études quant
a la résistance du complexe d’especes Fusarium salaworiconazole.

Ceci a été valorisé par trois publications présentées en intégralité en annexes.

La synthéese bibliographique fait I'objet de deux articles didactiques en cours de soumission

dans I'Encyclopédie Médico Chirurgicale.
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Annexe 1. Référence GenBank des loci séquencés lors du développement du schéma de

MLST

Locus
Référence CBS
ACC ICL GDP MDP SOD
124633 HM804644| HM804695| HM804593| HM804746| HM804797
124894 HM804645 HM804696| HM804594| HM804747| HM804798
124632 HM804646| HM804697| HM804595| HM804748| HM804799
124901 HM80464 1 HM804698| HM804596| HM804749| HM804800
124631 HM804648| HM804699| HM804597| HM804750| HM804801
124630 HM804649| HM804700| HM804598| HM804751| HM804802
124629 HM804650| HM804701| HM804599| HM804752| HM804803
124895 HM804651 HM804702| HM804600| HM804753| HM804804
124896 HM804652 HM804703| HM804601| HM804754| HM804805
124628 HM804653| HM804704| HM804602| HM804755| HM804806
124623 HM804654| HM804705| HM804603| HM804756| HM804807
124889 HM804655 HM804706| HM804604| HM804757| HM804808

197



124627 HM804656| HM804707 | HM804605| HM804758| HM804809
124890 HM804657 HM804708| HM804606| HM804759| HM804810
124897 HM804658 HM804709| HM804607| HM804760| HM804811
124891 HM804659 HM804710| HM804608| HM804761| HM804812
124898 HM804660 HM804711| HM804609| HM804762| HM804813
124892 HM804661 HM804712| HM804610| HM804763| HM804814
124899 HM804662 HM804713| HM804611| HM804764| HM804815
124893 HM804663 HM804714| HM804612| HM804765| HM804816
124900 HM804664 HM804715| HM804613| HM804766| HM804817
124626 HM804665| HM804716| HM804614| HM804767| HM804818
125013 HM804666 HM804717| HM804615| HM804768| HM804819
124625 HM804667| HM804718| HM804616| HM804769| HM804820
124624 HM804668 HM804719| HM804617| HM804770| HM804821
102824 HM804669 HM804720| HM804618| HM804771| HM804822
241.93 HM804670 HM804721| HM804619| HM804772| HM804823
115695 HM804671 HM804722| HM804620| HM804773| HM804824

198



208.29 HM804672 HM804723| HM804621| HM804774| HM804825
181.29 HM804673 HM804724| HM804622| HM804775| HM804826
119996 HM804674 HM804725| HM804623| HM804776| HM804827
119223 HM80467% HM804726| HM804624| HM804777| HM804828
118931 HM804676 HM804727| HM804625| HM804778| HM804829
117481 HM804671 HM804728| HM804626| HM804779| HM804830
115659 HM804678 HM804729| HM804627| HM804780| HM804831
165.87 HM804679 HM804730| HM804628| HM804781| HM804832
318.73 HM804680 HM804731| HM804629| HM804782| HM804833
222.49 HM804681 HM804732| HM804630| HM804783| HM804834
231.31 HM804682 HM804733| HM804631| HM804784| HM804835
121450 HM804683 HM804734| HM804632| HM804785| HM804836
115660 HM804684 HM804735| HM804633| HM804786| HM804837
115658 HM80468% HM804736| HM804634| HM804787| HM804838
115045 HM804686 HM804737| HM804635| HM804788| HM804839
166.87 HM804681 HM804738| HM804636| HM804789| HM804840

199



109028 HM804688 HM804739| HM804637| HM804790| HM804841
108942 HM804689 HM804740| HM804638| HM804791| HM804842
490.63 HM804690 HM804741| HM804639| HM804792| HM804843
224.34 HM804691 HM804742| HM804640| HM804793| HM804844
112100 HM804692 HM804743| HM804641| HM804794| HM804845
117608 HM804693 HM804744| HM804642| HM804795| HM804846
116746 HM804694 HM804745| HM804643| HM804796| HM804847
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Annexe 2: Référence GenBank des loci utilisés en phylogénie ou séquencés (en gras) lors de

la comparaison des schémas de typage

Especes | Référence EFla ITS-nuLSU RPB2
FSSC NRRL 20438AF178332| AF178397 - AF178366 EU329487
FSSC NRRL 22090AF178326| AF178393 - AF178362EU329488
FSSC NRRL 22098AF178327| DQ094301 - DQ236343EU329489
FSSC NRRL 22101AF178333| AF178398 - AF178367EU329490
FSSC NRRL 22158AF178346| DQ094302 - DQ236344EU329492
FSSC NRRL 22157 AF178359| DQ094306 - DQ236348EU329493
FSSC NRRL 22161 AF178330| DQ094311 - DQ236353EU329494
FSSC NRRL 221683AF178328| AF178394 - AF178363EU329496
FSSC NRRL 22166AF178350| DQ094319 - DQ23636(1EU329497
FSSC NRRL 22178AF178334| AF178399 - AF178368 EU329498
FSSC NRRL 22230AF178358| AF178420 - AF178389EU329499
FSSC NRRL 22278AF178337|DQ094309 - DQ236351EU329501
FSSC NRRL 22346 FJ240350 EU329669 EU329503
FSSC NRRL 22354AF178338| AF178402 - AF178371EU329504
FSSC NRRL 22387 AF178339| AF178403 - AF178372EU329505
FSSC NRRL 22389AF178340| AF178404 - AF178373EU329506
FSSC NRRL 22395AF178341| AF178405 - AF178374EU329507
FSSC NRRL 22396AF178342| AF178406 - AF17837%EU329508
FSSC NRRL 22400AF178343| AF178407 - AF178376 EU329509
FSSC NRRL 22412AF178351| AF178414 - AF178383EU329510
FSSC NRRL 22436AF178348| AF178412 - AF178381 EU329511
FSSC NRRL 22570AF178360| AF178422 - AF178391 EU329513
FSSC NRRL 22574AF178345| AF178409 - AF178378EU329514
FSSC NRRL 22579AF178352| AF178415 - AF178384 EU329515
FSSC NRRL 22608DQ246838 DQ094323 - DQ236365EU329517
FSSC NRRL 22632AF178354| AF178417 - AF178386 EU329519
FSSC NRRL 22661DQ246846 DQ094331 - DQ236373FEU329524
FSSC NRRL 22781DQ246849 DQ094334 - DQ236376EU329527
FSSC NRRL 22782DQ246850 EU329670 EU329528
FSSC NRRL 22825AF178357| AF178419 - AF178388 EU329533
FSSC NRRL 25388DQ246858 DQ094341 - DQ236383EU329535
FSSC NRRL 25726DQ246863 DQ094345 - DQ236387/EU329539
FSSC NRRL 28000DQ246865 DQ094347 - DQ236380EF470128
FSSC NRRL 28008DQ246868 DQ094350 - DQ23639PEF470135
FSSC NRRL 28009DQ246869 DQ094351 - DQ236393EF470136
FSSC NRRL 28016DQ246873 EU329673 EF470140
FSSC NRRL 28030DQ246877 DQ094355 - DQ236397/EF470146
FSSC NRRL 28541DQ246882 EU329674 EU32954p
FSSC NRRL 28546DQ246887 DQ094361 - DQ236403EU329544
FSSC NRRL 28548DQ246889 DQ094363 - DQ236405EU329545
FSSC NRRL 28679DQ246912 DQ094385 - DQ23642[/EU329556
FSSC NRRL 31096 EF408418 GU170656 EU329557

201



FSSC NRRL 31158DQ246916| DQ094389 - DQ236431EU329559
FSSC NRRL 32301DQ246929 EU329677 EU32956
FSSC NRRL 31165DQ246921 DQ094394 - DQ236436EU329562
FSSC NRRL 31168DQ246922 DQ094395 - DQ23643[/EU329563
FSSC NRRL 31169DQ246923 DQ094396 - DQ236438EU329564
FSSC NRRL 32304DQ246932 DQ094402 - DQ236444EU329568
FSSC NRRL 32317DQ246945 DQ094414 - DQ236456EU329575
FSSC NRRL 32323DQ246951 DQ094420 - DQ236462EU329576
FSSC NRRL 32437DQ246979 DQ094446 - DQ236488EU329581
FSSC NRRL 32710DQ247030 DQ094492 - DQ236534EU329596
FSSC NRRL 32711DQ247031 DQ094493 - DQ236535EU329597
FSSC NRRL 32721DQ247041 DQ094503 - DQ236545EU329602
FSSC NRRL 32736DQ247056| DQ094517 - DQ23655%EU329605
FSSC NRRL 32741DQ247061 DQ094522 - DQ236564EU329608
FSSC NRRL 32743DQ247062 DQ094523 - DQ236565EU329609
FSSC NRRL 32755DQ247073 DQ094534 - DQ236576EU329613
FSSC NRRL 32790DQ247099 DQ094559 - DQ236601EU329619
FSSC NRRL 32791DQ247100 DQ094560 - DQ236602EU329620
FSSC NRRL 32792DQ247101 DQ094561 - DQ236603EU329621
FSSC NRRL 32810DQ247118 DQ094577 - DQ23661%EU329624
FSSC NRRL 32821DQ247128 DQ094587 - DQ236620EU329625
FSSC NRRL 32849DQ247155 EU329682 EU329628
FSSC NRRL 32928DQ247176/ DQ094630 - DQ236672EU329633
FSSC NRRL 34123DQ247192 DQ094645 - DQ23668/EU329635
FSSC NRRL 34174AY381145| AY381139 - AY381151 EU329636
FSSC NRRL 37625 FJ240353 EU329684 EU329637
FSSC NRRL 37640 FJ240355 EU329685 EU3296388
FSSC NRRL 43438DQ790473 DQ790517 DQ79056[1
FSSC NRRL 43490DQ790485 DQ790529 DQ7905738
FSSC NRRL 43502DQ790488 DQ790532 DQ790576
FSSC NRRL 4371F FJ240356 EU329688 EF470283
FSSC NRRL 43812 EF453054 EF453205 EF470093
FSSC NRRL 4670/HM347127 EU329716 EU32966b
FSSC CBS 124633JX435123 JX435173 JX435223
FSSC CBS 124894JX435124 JX435174 JX435224
FSSC CBS 1249001JX435125 JX435175 JX435225
FSSC CBS 12463[1JX435126 JX435176 JX435224
FSSC CBS 124630JX435127 JX435177 JX435221
FSSC CBS 12462pJX435128 JX435178 JX43522§
FSSC CBS 124896JX435129 JX435179 JX435229
FSSC CBS 124896JX435130 JX435180 JX43523(
FSSC CBS 124628JX435131 JX435181 JX43523]
FSSC CBS 124623JX435132 JX435182 JX435237
FSSC CBS 12488pJX435133 JX435183 JX435233
FSSC CBS 12462[7JX435134 JX435184 JX435234
FSSC CBS 124890JX435135 JX435185 JX435231
FSSC CBS 12489[7JX435136 JX435186 JX435234
FSSC CBS 1248901JX435137 JX435187 JX4352371
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FSSC CBS 124898JX435138 JX435188 JX43523§
FSSC CBS 124892JX435139 JX435189 JX435239
FSSC CBS 12489pJX435140 JX435190 JX43524(
FSSC CBS 124898JX435141 JX435191 JX435241]
FSSC CBS 124900JX435142 JX435192 JX435247
FSSC CBS 124626JX435143 JX435193 JX435243
FSSC CBS 125018JX435144 JX435194 JX435244
FSSC CBS 124625JX435145 JX435195 JX435245
FSSC CBS 1246243X435146 JX435196 JX435244
FSSC CBS 102824JX435147 JX435197 JX435241
FSSC CBS 241.98JX435148 JX435198 JX43524§
FSSC CBS 115695JX435149 JX435199 JX435244
FSSC CBS 208.29 JX435150 JX435200 JX43525(
FSSC CBS 181.29 JX435151 JX435201 JX43525]
FSSC CBS 119996JX435152 JX435202 JX435257
FSSC CBS 119228JX435153 JX435203 JX435253
FSSC CBS 11893[1JX435154 JX435204 JX435254
FSSC CBS 117481JX435155 JX435205 JX435255
FSSC CBS 11565pJX435156 JX435206 JX435254
FSSC CBS 165.87 JX435157 JX435207 JX435251
FSSC CBS 318.78JX435158 JX435208 JX435254
FSSC CBS 222.49 JX435159 JX435209 JX435259
FSSC CBS 231.3]1 JX435160 JX435210 JX43526(
FSSC CBS 12145pJX435161 JX435211 JX435261
FSSC CBS 115660JX435162 JX435212 JX435267
FSSC CBS 115658JX435163 JX435213 JX4352643
FSSC CBS 11504bJX435164 JX435214 JX435264
FSSC CBS 166.87 JX435165 JX435215 JX435261
FSSC CBS 109028JX435166 JX435216 JX435264
FSSC CBS 10894PJX435167 JX435217 JX435261
FSSC CBS 490.68 JX435168 JX435218 JX435264
FSSC CBS 224.34 JX435169 JX435219 JX435269
FSSC CBS 112100JX435170 JX435220 JX43527(
FSSC CBS 117608JX435171 JX435221 JX435271
FSSC CBS 116746JX435172 JX435222 JX435277
F. staphyleagNRRL 22316 AF178361| AF178423 - AF178392 EU329502
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