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ABREVIATIONS

#

°C : Degre Celsius

A

ABC : ATP binding cassette

ACC : Acétylcoenzyme A carboxylase
ADN : Acide désoxyribonucléique
AMB : Amphotéricine B

ARN : Acide ribonucléique

Asn : Asparagine

Asp : Acide aspartique

ATCC : American type culture collection
ATP: Adénosine Tri Phosphate

C

CBS-KNAW : Fungal Biodiversity Center

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CYP : Cytochrome P450

D

DMSO : Diméthyl Sulfoxyde
DO : Densité Optique

E

ECIL : European Conference on Infections in Leukaemia

ECMM : European Confederation of Medical Mycology

EF1 alpha : Translation elongation factor 1 alpha

EF1-a : Elongation factor 1-a

EORTC : European Organization for Research and Treatment of Cancer
ESCMID : European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
EUCAST : EUropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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F

F : Sens (forward)

FFSC : Fusarium fujikuroi Species Complex

FIESC : Fusarium incarnatum equiseti Species Complex
FOSC : Fusarium oxysporum Species Complex
FSAMSC : Fusarium sambucinum Species Complex

FSSC : Fusarium solani Species Complex

G

GADRP : Glycéraldéhyde 3P déshydrogénase
Glu : Acide glutamique

Gly : Glycine

GPD : Glycéraldéhyde 3P déshydrogénase

H

HE : Hématéine éosine
His : Histidine

ICL : Isocitrate lyase

IFI : Infection Fongique Invasive
Ile : Isoleucine

ITS : Internal Transcribed Spacer
ITZ : Itraconazole

IVZ : Isavuconazole

K

K : Lysine
Kb : kilobases
L

Leu : Leucine
Lys : Lysine

VIl



M

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight

Mb : Mégabase

MDP : Mannitol 1P déshydrogénase
Met : Méthionine

MFS : Major Facilitator Superfamily
MLST : MultiLocus Sequence Typing

P

PAS : Periodic Acid Schiff
PBS : Phosphate Buffer Saline
PCR : Réaction de polymérisation en chaine

PSZ : Posaconazole

R

R : Anti-sens (reverse)

RPMI : Roswell Park Memoarial Institute medium

S

SBD : Sabouraud Dextrose Broth
SOD : Superoxyde dismutase

T

Taq : Thermophilus aquaticus
TEF : Facteur d’¢longation
Thr : Thréonine

\

Val : Valine
VIH : Virus de I’lmmunodéficience Humaine

VVRZ : Voriconazole

W

WT : Wild Type
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Introduction Générale

Les maladies infectieuses sont I’une des principales causes de décés a travers le monde. Parmi
les agents impliqués, les champignons microscopiques ou micromycetes occupent une place
importante a considérer. Il s’agit d’organismes eucaryotes ubiquitaires dans 1’environnement.
Présentant deux modes de vie distincts, parasites ou saprophytes, ils sont capables d’obtenir les
nutriments nécessaires a leur développement, respectivement a partir d’hotes vivants ou de
matiéres organiques en décomposition. Les micromycetes ont un pouvoir pathogéne pouvant
toucher les plantes mais également I’ Homme. Ainsi, les conséquences sur la santé humaine sont

importantes.

Cependant, les infections fongiques sont dites majoritairement opportunistes. En effet, le
champignon nécessite la présence de conditions spécifiques chez 1’hdte pour se développer et
induire une infection. Il existe un nombre trés important d’espeéces de micromycetes dans le
monde. En pathologie humaine, seulement quelques centaines especes sont associees a des
infections. Les micromycétes peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires et se présenter, en
clinique, sous formes levures ou filamenteuses. Au sein de cette forme filamenteuse, deux
groupes se distinguent : les dermatophytes et les moisissures, comme celles appartenant au

genre Fusarium.

Le genre Fusarium est décrit depuis quelques décennies comme agent d’infections fongiques
chez ’'Homme. La sévérité de celles-ci varie selon leur localisation, pouvant étre bénignes
(atteintes superficielles ou des mugueuses) ou graves. Dans ce cas, elles sont dites « invasives »,
responsables d’infections systémiques et profondes, et peuvent engager le pronostic vital. Le
nombre de cas d’infections fongiques invasives (IFI) n’a cessé de croitre ces 20 dernieres

années.

L’arsenal thérapeutique pour le traitement des infections a Fusarium ou fusarioses est trés
limité. En effet, le genre Fusarium présente une sensibilité diminuée a la plupart des
antifongiques. Emises par ’ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) et ’ECMM (European Confederation of Medical Mycology), les
recommandations de traitement des fusarioses sont I’utilisation du voriconazole, un
antifongique de la classe des azolés. Malgré cela, de nombreuses études ont montré une grande

variabilité de sensibilité a celui-ci.
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La caractérisation des mécanismes de résistance impliqués dans la diminution de sensibilité aux
azolés chez le genre Fusarium, et plus particulierement au niveau du complexe d’especes F.

solani, est essentielle pour la prise en charge de la fusariose.

L’objectif du projet RAFU (Résistance aux Azolés chez Fusarium) est d’étudier les différents
acteurs de la résistance aux azolés. Une premiére partie s’attardera sur 1’étude du co(t liée a la
résistance du champignon aux antifongiques. La caractérisation des mécanismes de résistance
débutera par 1’étude des modifications qualitatives par mutation de la cible des azolés, CYP51.
Ce travail se poursuivra par 1’étude des phénomeénes d’efflux chez Fusarium solani, pour
ensuite se conclure par la recherche de modifications quantitatives par variation de 1’expression
CYP51, cible des azolés, mais celle également d’une protéine impliquée dans I’efflux des
azolés, ABC1.



PREMIERE PARTIE

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
SUR LES INFECTIONS A

FUSARIUM CHEZ L’HOMME







Premiere Partie : Revue Bibliographique

1. GENRE FUSARIUM ET FOCUS SUR LE COMPLEXE

D’ESPECES FUSARIUM SOLANI

1.1. Ecologie

Fusarium est un genre de champignon filamenteux que 1’on retrouve dans différentes sphéres
écologiques. Isolé dans le sol, I’eau, les plantes et méme dans 1’espace, les champignons du
genre Fusarium sont capables de coloniser un grand nombre de substrats, dans des
environnements et des zones climatiques variés. Fusarium est principalement décrit comme
phytopathogéne : il est responsable de la destruction de cultures agricoles et céréalieres [1]. Au
sein du genre Fusarium, il existe différents complexes d’especes. Les plus décrits et répandus
a travers le monde sont les complexe d’especes Fusarium solani (FSSC), Fusarium oxysporum
(FOSC), Fusarium fujikuroi (FFSC) et Fusarium incarnatum equiseti (FIESC) [1,2].

Fusarium est également retrouvé depuis quelques décennies comme agent d’infections
fongiques chez ’Homme. Les infections causées par le genre Fusarium peuvent étre
superficielles, comme des atteintes unguéales, mais également plus profondes, avec une
dissémination hématogene pouvant étre mortelle. Les premiers cas d’infections & Fusarium
isolés chez des patients dans la littérature correspondaient a une infection vésicale et une

kératite fongique [3,4].

1.2. Taxinomie

Le genre Fusarium appartient aux champignons ascomycetes. Il a été décrit pour la premiere
fois par Link, médecin, botaniste et naturaliste allemand en 1809 sous le nom de Fusisporium
[5]. L’identification des membres du genre Fusarium a été assez difficile depuis cette premiere
description. En 1935, Wollenweber et Reinking ont apporté une approche taxinomique pour
classer les différentes espéces décrites jusqu’alors [6]. Cependant, les nombreux débats sur
I'importance relative des caracteres morphologiques existants, comme la morphologie des

spores, et d’autres nouvellement identifies, par exemple les cellules conidiogenes, ont entraine
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des changements constants de classification des différentes espéces. Dans les années 70,
I’approche morphologique unique a été remplacée par la description d’espéces biologiques ou
populations de reproduction, ainsi que par le concept d’especes phylogénétiques [5,7]. La
taxinomie du genre Fusarium est encore en constante évolution. Actuellement, 1’identification
et la classification des espéeces par leurs caractéristiques morphologiques, biologiques et
phylogénétiques sont les plus robustes.

Ainsi, le complexe d’espéces Fusarium solani suit la classification taxinomique suivante
(Tableau 1) :

Tableau 1 : Classification taxinomique du genre Fusarium (d’aprés O’Donnell et al., 2020 [8])

Régne Fungi
Division Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae
Genre Fusarium

Récemment, la classification du complexe d’espéces Fusarium solani (FSSC) est soumise a
controverse. Il est proposé de reclasser le FSSC dans un nouveau genre, Neocosmospora. En
revanche, le point de vue opposé soutient que ce complexe doit rester inclus dans le genre
Fusarium, comme option scientifique la plus pratique, étant définie et adoptée depuis
longtemps [8-10]. Par souci de simplification, la dénomination Fusarium sera choisie pour

I’ensemble de ce travail.
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1.3. Caractéristiques morphologiques

Les cultures de Fusarium présentent des colonies avec des nuances de couleurs variées (du
blanc créme au violet, en passant par le jaune et I’orange) selon les espéces (Figure 1). Le

mycelium de Fusarium est souvent duveteux et cotonneux.

L’approche microscopique met en évidence un champignon appartenant aux hyalo-
hyphomycétes. Il s’agit d’un micromycéte composé d’un mycélium incolore et présentant des
cloisons (septa). Au niveau des hyphes aériens se forment les cellules productrices de conidies
ou cellules conidiogeénes. Il est possible de les retrouver également sur des conidiophores plus
ou moins courts selon 1’espéce. Les conidies formées sont de deux types : macroconidies et

microconidies (Figure 2).

Caractéristiques du genre Fusarium, les macroconidies correspondent a des conidies de grande
taille, fusiformes et cloisonnées. Les cloisons sont uniquement transversales (phragmospores).
D’aspect courbées et présentant une extrémité apicale et une base pédicellée (forme de talon),
les macroconidies sont produites en basipétale au niveau des monophialides et souvent

regroupées en masse.

Les microconidies ne sont pas systématiquement produites par toutes les espéces de Fusarium.
Elles sont de structures plus petites, de formes variables, fusiformes, ovoides, piriformes ou
ellipsoides. Elles peuvent étre unicellulaires ou bicellulaires. Les cellules conidiogenes des
microconidies peuvent étre monophialidiques ou polyphialidiques et le mode de production est
basipétale. Les microconidies sur les phialides peuvent étre isolées, regroupées en chaine ou

s’agréger pour former de fausses tétes.

Il est possible d’observer également des chlamydospores. Il s’agit de structures hyalines a paroi
lisse ou rugueuse. Leur production peut étre terminale ou intercalaire. Elles peuvent étre
simples, doubles, en amas ou arrangées en chaine. Leur apparition est souvent tardive dans la

croissance du champignon [11,12].
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Figure 1 : Morphologie des colonies des différentes espéces de Fusarium sur gélose dextrose de
pomme de terre.

Aspects recto et verso des cultures en boites de Pétri. A, F. poae. B, F. oxysporum. C, F.
acuminatum. D, F. nelsonii. E, F. subglutinans. F, F. nygamai. G, F. pseudonygamai. H, F. lateritium.
I, F. thapsinum. J, F. decemcellulare. K, F. verticillioides. L, F. culmorum. (d’aprés Summerell et al.
2003 [13])
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Figure 2 : Caractéres morphologiques des spores et leur production (d’aprés Leslie et Summerell,
2006 [12])

A. macroconidie (apicale a gauche, basale a droite), B. microconidie unicellulaire, C.
microconidie bicellulaire, D. monophialide, E. polyphialide, F. microconidies en chaine

Dans le cas du complexe d’espéces Fusarium solani, la croissance fongique est rapide et donne
un mycélium aérien duveteux de couleur blanche a creme, et pour certaines souches de couleur

orange et violette. Le revers de la culture est incolore ou Iégérement pale (Figure 3A).

L’observation microscopique montre des conidiophores disposés de maniére perpendiculaire
au niveau des filaments aériens. Ils sont longs et de type monophialide (Figure 3B-D). Les
macroconidies produites sont falciformes et généralement peu incurvées. La partie apicale est
courte et il n’est généralement pas possible de distinguer la cellule basale. La majorité des
macroconidies présentent des septas au nombre de 3 voire 5 occasionnellement. Elles mesurent

environ 28-42 um de long pour 4-6 um de large (Figure 3E-F).
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Contrairement & d’autres espéces de Fusarium, les microconidies sont souvent abondantes et
produites quant a elles sur des conidiophores plus longs et verticillés. Leur taille varie entre 8

et 16 um de long pour 2 a 4,5 um de large (Figure 3C-D).

La présence de chlamydospores est souvent rapportée pour le complexe d’espéces Fusarium
solani. Leur morphologie est tres variable, lisse ou rugueuse, unique ou par paire. Elles peuvent
étre observées en position terminale ou intercalaire au niveau du filament mycélien. Elles

mesurent entre 6 et 10 um de diametre (Figure 4).
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Figure 3 : Description morphologique de Fusarium solani (CBS 142372) (d’aprés Sii¢ et al., 2018
(14])

(A : Croissance sur milieu a I'extrait de malt, B-D : Monophialides de grande taille avec fausses tétes
et microconidies, E-F : Macroconidies. Barre d'échelle = 10 um)
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Figure 4 : Description morphologique de chlamydospores de Fusarium solani f. sp. cucurbitae (d’aprés
Pérez-Hernandez et al., 2020 [15])

(A-B : Longues chaines de chlamydospores intercalaires, C : Chlamydospores terminales. Barres
d'échelle : A etB : 50 um, C: 20 um)
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1.4. Génome

Le genre Fusarium présente un nombre plus important de chromosomes et une structure
génomique plus complexe que les autres champignons plus simples tels que les levures. Les
premieres observations du génome de Fusarium ont permis de mettre en évidence un
polymorphisme chromosomique important au niveau de la longueur des chromosomes mais
également vis-a-vis de leur nombre apparent. Ce polymorphisme est particulierement marqué
chez les complexes d’espéces Fusarium solani et Fusarium oxysporum [5]. Il a été démontré
que ce polymorphisme avait pour origine d’une part I’insertion, la délétion ou la translocation
non réciproque de séquences répétées [16,17], mais également la présence de chromosomes
surnuméraires. Ces derniers peuvent contenir des génes codant des facteurs de virulence pour
divers hétes mais également des éléments transposables de longueur importante,

potentiellement actifs, preuve de 1’adaptation du champignon a son environnement [18-20].

Dans le cas du complexe d’espéces Fusarium solani, le génome a été obtenu a partir de la forme
téleomorphe de Fusarium solani, la souche Nectria haematococca 77-13-44 en 2007 par the
Joint Genome Institute, accessible sur le site http://genome.jgi-
psf.org/Necha2/Necha2.home.html [21]. La souche présente 17 chromosomes de taille variable
(530 kb a 6,52 Mb) avec un génome total mesurant 54,43 Mb et un nombre de génes de 15 707.

Les chromosomes 14, 15 et 17 appartiennent a la catégorie des chromosomes surnumeéraires (ils
sont absents pour certaines souches apres observation d’électrophoréses & champ pulsé). Ces
chromosomes sont pauvres en résidus G et C en comparaison des autres chromosomes. Ils
présentent de nombreuses séquences répétées et sont riches en génes dupliqués ainsi qu’en

génes sans homologues chez les autres complexes de Fusarium [21].

Il a été montré que certains déterminants génétiques de virulence vis-a-vis d’un hote spécifique
étaient retrouvés dans les chromosomes surnuméraires, comme le locus pea pathogenicity
(PEP) codant plusieurs facteurs influencant les lésions des épicotyles du pois, Pisum sativum
[22].

15



Premiere Partie : Revue Bibliographique

2. EPIDEMIOLOGIE

Les champignons du genre Fusarium sont retrouvés partout dans le monde, que ce soit au
niveau des régions tempérées ou tropicales. Certaines especes ont été isolées dans des
conditions climatiques extrémes telles que des régions polaires, montagneuses ou désertiques
[23]. Fusarium sp. est isolé de différentes matrices, comme l'air, I'eau, le sol, les plantes et les
matieres organiques [24,25]. Cette large distribution s’explique par sa capacité de se développer
sur une gamme de substrats importante, sa résistance a des conditions de croissance variées,
ainsi que par son mode de dispersion efficace [26]. Ces champignons filamenteux font partie
des pathogénes les plus virulents affectant des hotes de plusieurs régnes (transkingdom
pathogen) [27].

Connu pour étre colonisateur des parties aériennes des plantes, Fusarium sp. appartient a la
mycoflore normale. Il est également décrit en tant que pathogéne au niveau des cultures
horticoles et céréaliéres. Les cultures infectées sont impropres a la consommation, entrainant
de grandes pertes économiques dans le secteur de 1’industrie agricole [23,28]. En 2012, les
travaux de Dean et al. présentaient deux espéces de Fusarium, F. graminearum et F.
oxysporum, parmi les 10 champignons décrits comme étant les plus pathogénes pour les plantes
[29]. Fusarium sp. est responsable du flétrissement fusarien ou maladie incurable de Panama.
Cette pathologie, touchant la banane, a causé la perte de la variété Gros Michel de la banane
Cavendish dans les années 50 [30].

La prévalence des cas de fusariose signalés chez divers types d'animaux a augmenté au cours
des dernieres décennies. Il s’agissait principalement d’infections touchant des animaux
aquatiques (tortues de mer, raies a taches noires, phoques gris, dauphins et requins) mais
également des animaux domestiques comme le chien. L’agent pathogéne mis en cause était le
plus souvent un isolat appartenant au complexe d’espéces Fusarium solani [31-34]. Les
infections vétérinaires a Fusarium sont considérées maintenant comme une menace émergente,

pouvant entrainer I'extinction des populations hotes [35].

Pendant longtemps, le genre Fusarium était d’avantage catégorisé comme menace agronomique
que médicale vis-a-vis de I’'Homme. Cependant, suite a différents facteurs décrits
précédemment, ce schéma de pensée a été revu et corrigé au cours des trois derniéres décennies.

En effet, Fusarium fait partie des pathogenes opportunistes majeurs chez I’humain. Constituant
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une menace pour la santé chez certains patients, il est responsable d’un large éventail
d'infections superficielles et systémiques, entrainant une morbidité élevée dans le premier cas
et une mortalité importante dans le second [36,37]. Le genre Fusarium est classe en différents
complexes d'espéces, et certains d'entre eux ont été décrits comme pathogenes humains, tels
que les complexes d'espéces Fusarium solani, Fusarium oxysporum ou Fusarium fujikuroi.
Parmi eux, le complexe d'espéces Fusarium solani est le plus représenté. Une étude de 2011 a
montré que FSSC représentait 60 % des isolats de Fusarium retrouves dans des prélevements

cliniques divers (Figure 5) [38,39].

FSSC
60%

FOSC
18%

Figure 5 : Fréquences des complexes d'especes de Fusarium issus de prélévements cliniques
(n=717) (d’aprés Short et al., 2011 [39])

(FDSC, complexe d'espéces de Fusarium dimerum ; FIESC, complexe d'especes de Fusarium
incarnatum-equiseti ; FOSC, complexe d'espéces de Fusarium oxysporum ; FSSC, complexe
d'espéces de Fusarium solani. GFSC, complexe d'espéces Gibberella fujikuroi ; FCSC, complexe
d'espéces Fusarium chlamydosporum)
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3. PHYSIOPATHOLOGIE

Certains facteurs favorisent 1’apparition d’infections fongiques du genre Fusarium. Il peut
s’agir d’une exposition massive au champignon, d’une altération de la barriére cutanéo-
muqueuse ou d’un déficit immunitaire [40]. Le genre Fusarium possede des facteurs de
virulence lui conférant un pouvoir pathogene vis-a-vis des végétaux mais aussi de I’Homme
[36].

Fusarium produit un grand nombre de composés chimiques appelés mycotoxines ou plus
spécifiqguement fusariotoxines. Les plus toxiques et ayant un impact significatif sur la santé
humaine sont les trichothécenes, les fumonisines et la zéaralénone [41]. L’ingestion d’aliments
contaminés par ces mycotoxines entraine des manifestations variables pouvant aller d’une
symptomatologie aigué a chronique. Les effets peuvent étre cancérigenes, tératogenes,

hépatotoxiques et immunosuppresseurs [42,43].

En outre, les especes de Fusarium ont la capacité de produire un biofilm leur permettant
d'adhérer aux matériaux prothétiques, cathéters, mais également au niveau des lentilles de
contact. La formation de biofilm correspond a la synthése d’une matrice extracellulaire
endogene constituée principalement par des polysaccharides, des protéines et du matériel
génétique [44]. Le champignon devient ainsi plus résistant aux différentes molécules

antifongiques [45,46].

Peu d’études se sont intéressées a la virulence de chaque espéce. Cependant, il a été montré
dans une étude avec modeéle murin de fusariose chez des souris immunocompétentes que le
complexe d’espéces Fusarium solani présentait la plus forte virulence par rapport aux autres
espéces étudiées (FOSC, FFSC, ...) [47]. Ces données ont également été observées dans un

modéle d’infection in vivo utilisant les larves de Galleria mellonella [48].
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4. PRINCIPALES FORMES CLINIQUES

4.1. Onychomycoses

Une onychomycose est définie comme une infection fongique de 1’appareil unguéal et sa
fréquence de survenue est d’environ 6 a 9 % dans la population générale [49]. L’atteinte d’un
ongle ou onychopathie n’est pas synonyme d’onychomycose. Selon les études, I’onychomycose
représente 18 a 50 % des onychopathies, les autres causes pouvant étre des traumatismes ou
d’autres affections dermatologiques [49]. La prévalence de I'onychomycose a augmenté au
cours des dernieres décennies. Les causes sont nombreuses, comme 1’urbanisation ou
I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés [50]. L’onychomycose peut étre
provoquee par divers champignons. Les plus fréquents sont les dermatophytes (65 a 90 % des
cas), ensuite les levures du genre Candida et enfin les moisissures [51,52]. Ces dernieres
représentent entre 4 et 22 % des infections fongiques de 1’ongle, en fonction des zones
géographiques et de la population étudiées [52]. Les principaux genres fongiques décrits
comme agents d’onychomycose non dermatophytes sont Scopulariopsis, Aspergillus, Fusarium
et Scytalidium [53]. L’implication réelle du champignon dans I’infection est parfois difficile &

affirmer.

Il a d¢ja été démontré que I’onychomycose comme les atteintes cutanées peuvent étre un facteur
de risque de conduire a une fusariose invasive chez les patients immunodéficients [54]. Ainsi
de nombreuses études se sont intéressees a la prévalence du genre Fusarium dans les atteintes
unguéales. 1l s’est avéré que la répartition mondiale des onychomycoses a Fusarium est
dépendante des zones climatiques et des habitudes de vie de la population. La majorité des
atteintes est diagnostiquée en Asie puis en Europe avec respectivement 39,5 % et 29,07 % des
cas selon la revue de Uemura et al.[55]. Selon cette méme étude, I'ongle de I'orteil est le
principal site d'infection (46,5 % des cas). Cela s’explique par le fait que les espéces du genre
Fusarium sont principalement retrouvées dans I’environnement, comme 1’cau et la terre. Les
activités avec un contact rapproche avec la terre et le déplacement pieds nus sont des facteurs

favorisant la survenue d’onychomycose a Fusarium [55,56].

La forme clinique la plus fréquente induite par Fusarium est I’onychomycose sous-unguéale
distolatérale, puis celle proximale suivie par la leuconychomycose superficielle (Figure 6).

L’onychomycose sous-ungueéale distolatérale peut étre partielle ou totale. Le champignon
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pénétre le plus souvent au niveau du sillon latéral de I’hyponychium. 1l se développe et entraine
par la suite une hyperkératose sous-unguéale et un détachement de la tablette unguéale. Cette
derniere est ensuite colonisée et I’extension du champignon peut atteindre la zone matricielle
proximale (Figure 7). L’onychomycose sous-unguéale proximale est favorisée par un terrain
immunodéprimé. Elle peut entrainer des atteintes profondes plus ou moins associees a des
formes superficielles (Figure 8). La leuconychomycose superficielle est due a la pénétration du
champignon au niveau de la tablette unguéale de 1’extérieur vers l’intérieur, suite a un

traumatisme local ou une macération par chevauchement d’orteils (Figure 9) [49,55,57].

Figure 6 : Différentes infections de la plaque unguéale (d’aprés Baran et al. 2007 [57])

A. Onychomycose sous-unguéale proximale, B. Leuconychomycose superficielle, C. Onychomycose
sous-unguéale distolatérale
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Figure 7 : Onychomycose sous-unguéale distolatérale (Leung et al. 2020 [58])

Figure 8 : Onychomycose sous-unguéale proximale (Leung et al. 2020 [58])

Figure 9 : Leuconychomycose superficielle (Baran et al. 2007 [57])
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4.2. Kératites

La keratite correspond a un ensemble de troubles inflammatoires aigus ou chroniques au niveau
de la cornée, suite a des perturbations de la protection de la couche externe de I’ceil. L’origine
de I’inflammation peut étre diverse, allergique, physique, chimique ou infectieuse [59]. La
kératite infectieuse d’origine bactérienne, fongique, parasitaire ou virale, est connue comme
¢étant I’une des maladies oculaires les plus graves. Elle est la principale cause de déficience
visuelle et de cécité dans le monde [60]. L’incidence des kératites infectieuses, tout pathogéne
confondu, varie en fonction de la situation géographique et est estimée selon les études entre
2,5 et 800 cas pour 100 000 habitants/an. Ce type d’infections ne semble pas étre li¢ a 1’age ni
au genre [61]. La kératite bactérienne représente la catégorie de kératites infectieuses la plus
répandue dans le monde (79-93 %) [62-66].

Cependant, I’incidence de la kératite fongique, documentée pour la premiére fois en 1879,
augmente progressivement depuis les 30 dernieres années. Selon les études, elle représente
actuellement environ 40 a 50 % de tous les cas de kératites infectieuses. Il a été montré que la
prévalence des kératites fongiques était souvent associée a la localisation géographique. Les
variations observées peuvent méme apparaitre au sein d’un méme pays selon la région étudiée
[67]. Les zones a climat humide et a forte activité agricole présentent un taux de prévalence
allant de 20 a 60 % [68]. La kératite fongique peut étre due a un champignon levuriforme,
majoritairement retrouvé dans les régions tempérées, ou a un filamenteux, comme Aspergillus

spp. ou Fusarium spp. [69].

Le genre Fusarium est le principal agent fongique retrouvé dans ce type d’infection, avec une
prévalence de 40 a 88,5 % des cas [60]. De plus, I’identification morphologique et moléculaire
a rapporté qu’il s’agissait majoritairement d’especes appartenant au complexe d’especes
Fusarium solani [60]. Un des facteurs de risque majeur de la kératite microbienne est une
utilisation inadaptée et un mauvais entretien des lentilles de contact, comme le port de celles-ci
pendant la nuit ou leur lavage avec de I'eau du robinet. Entre 2005 et 2006, une importante
épidémie de kératites & Fusarium est apparue aux Etats-Unis et & travers le monde. L origine
de I’infection a été attribuée a un défaut de stabilité d’une solution désinfectante pour lentilles
de contact [70,71].
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La cornée, organe avasculaire, joue un role de barriére et présente un systeme de défense
immunitaire restreint. Ainsi, la colonisation fongique est facilitée, car les champignons
sécretent diverses molécules et enzymes favorisant I’invasion et la croissance fongique au
niveau de la cornée [72]. La kératite fongique correspond a I’infiltration du champignon dans
le stroma cornéen suite a une perte d’intégrité de 1’épithélium cornéen (traumatisme, corps
étranger, ...). Une fois dans le tissu, le champignon se développe de maniere circonférentielle
avec des lésions satellites (Figure 10). Par la suite, il pénétre plus profondément le stroma pour
atteindre au final la chambre antérieure. Les premiers symptomes apparaissent généralement
plusieurs heures voire jours apres le contact avec Fusarium (traumatisme avec matériel végétal
ou lentille de contact souillée). La progression de I’infection peut étre rapide et entrainer une
perforation de la cornée et une endophtalmie, a fortiori en présence de corticoides (Figure 11)
[69,73-75].

Figure 10 : Kératite a Fusarium oxysporum (présence d’un infiltrat blanc opaque avec une marge
trouble) chez un patient de 57 ans, porteur de lentilles de contact (d’aprés Szalinski et al. 2021 [75])
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Figure 11 : Kératite sévére a Fusarium spp., suite a une mauvaise utilisation des lentilles de contact et
a un traitement initial prolongé et inadéquat (d’aprés Szalinski et al. 2021 [75])

4.3. Mycétomes

Les mycétomes sont des infections sous-cutanées chroniques qui peuvent étre dues a des
champignons (eumycétomes) ou des bactéries du genre Actinomycetes (actinomycétomes).
Elles sont principalement retrouvées dans les régions tropicales et arides. Elles font partie des
maladies tropicales oubliées [76]. Selon une revue et méta-analyse de 2013, les pays a forte
prévalence sont la Mauritanie (3,49 cas pour 100 000 habitants) et le Soudan (1,81 cas pour 100
000 habitants). De maniére générale, les actinomycétomes sont plus fréquents (51-60 % des
cas) que les mycétomes fongiques, bien que la répartition varie selon la région géographique
étudiée [76,77]. Nenoff et al. ont recensé 25 agents fongiques identifiés comme étant

responsables d’eumycétomes, dont le genre Fusarium [78].

Les mycétomes a Fusarium sont trés minoritaires, une étude a rapporté seulement 20 cas publiés
entre 1964 et 2016 [79]. Cependant, 1’épidémiologie des mycétomes fongiques est mal connue
et la prévalence certainement sous-estimée. En effet, la pathologie est vraisemblablement sous-

déclarée dans les milieux ruraux des régions tropicales.

Touchant les populations rurales des régions a faible revenu, la principale atteinte est le pied,

mais elle peut s’étendre a la partie osseuse entrainant des complications [80,81]. Apreés
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inoculation du champignon suite a un traumatisme (épine, plaie...), I'infection fongique sous-
cutanée se developpe et évolue lentement pendant des mois ou des années. La forme de
développement du champignon in vivo au sein du tissu est appelé grain. Il s’agit d’éléments
fongiques au niveau du tissu adipeux sous-cutané. lIls forment des conglomérats denses
d’hyphes enfermés dans une substance matricielle. Visibles au microscope optique, voire a 1’ ceil
nu, ils peuvent mesurer entre 0,3 et 1 mm de diamétre. La couleur des grains varie en fonction
de I’espéce en cause. Elle peut étre noire, rouge, jaune ou blanche (pale), comme c’est le cas

des grains dus a Fusarium spp. [78,79].

L’aspect typique du mycétome correspond & une tumeéfaction unilatérale avec des fistules
contenant plus ou moins de grains (Figure 12). La tuméfaction est un gonflement indolore du
tissu sous-cutané. Au stade tardif de l'infection, des déformations sont observees avec un
élargissement des extrémités du pied, historiquement appelé « pied de Madura » (Figure 13),
entrainant des douleurs et un handicap a la marche. La distinction entre mycétome fongique et
actinomycétome est pratiqguement impossible sur leurs aspects cliniques. Il n’a pas été rapporté

de terrain immunodéprimé favorisant la survenue de 1I’eumycétome [76].

Figure 12 : Eumycétome a Fusarium solani var keratoplasticum présentant de multiples nodules sous-
cutanés avec écoulements de grains (d’aprés Correia et al., 2022 [82])
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Figure 13 : Mycétome du pied a grains noirs (stade de « pied de Madura ») (d’aprés Develoux, 2016
[76])

4.4, Infections cutanées

Le genre Fusarium est également impliqué dans des infections cutanées autres que les
mycétomes. Les formes cliniques peuvent étre variables. Ces lésions cutanées d’aspects tres
variables peuvent étre pustuleuses et entrainer des ulcéres purulents voire des nécroses (Figure
14). Selon le terrain immunitaire, il a été décrit une invasion vasculaire avec des images de type
vasculites. L’atteinte cutanée ou sous cutanée donne lieu a des nodules avec des granulomes ou
des inflammations de type panniculite. Il est important de distinguer ces lésions, issues de sites
primaires d’infection, de métastases cutanées observées dans les formes disséminées [83,84].
Bien qu’observables chez les patients immunocompétents, les fusarioses cutanées touchent
principalement des patients a risques, comme ceux présentant une hémopathie, les transplantés,
les brilés et les diabétiques [85-87]. L’atteinte cutanée est connue pour étre une des principales
portes d’entrée de Fusarium dans les cas d’infections fongiques invasives soit 70 % des cas

selon I’étude de Nucci et al. [85].
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La présence de lésions multiples est plus en faveur d’une dissémination fongique par voie
sanguine, surtout chez les patients a risque. Il peut s’agir des premicres manifestations cliniques

tangibles d'une infection septique a Fusarium [83,85].

Figure 14 : Lésions ulcéreuses a Fusarium sp. au niveau de la face antérieure de la jambe gauche
(d’apres Pérez-Pérez et al., 2007 [87])

4.5. Sinusites

La sinusite est I'une des pathologies humaines la plus courante dans le milieu médical a travers
le monde. L’étiologie repose sur un ensemble de facteurs liés a I’hote et de facteurs
environnementaux. L’agent pathogéne est principalement viral pour la sinusite aigué, mais il
peut s’agir de bactéries ou de champignons [88]. L’incidence des sinusites fongiques varie entre
2 et 7% ; cette atteinte est majoritairement décrite chez les personnes immunodéprimées et

I’agent fongique en cause le plus fréquent est le champignon du genre Aspergillus [89].

Selon le degré d’invasion des sinus, la sinusite fongique sera dite non invasive ou invasive. La
sinusite  fongique non invasive est principalement décrite chez les individus
immunocompétents. A I’inverse, la sinusite invasive est plus fréquente en cas
d'immunodéficience. Du fait de sa localisation, l'infection peut se propager dans l'espace
intracérébral, augmentant la morbidité et la mortalité des patients infectés [90,91]. La
contamination se fait par 1’inhalation de conidies ou spores de champignons présentes dans
’air. La colonisation fongique des sinus n’est donc pas rare et n’entraine pas systématiquement

une infection, les champignons étant omniprésents dans I’environnement. Le systéme
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immunitaire joue un réle important dans la pathogénicité des micromycetes environnementaux.
Les facteurs de risque sont le diabéte, I’immunodépression induite ou non par des molécules

thérapeutiques (immunosuppresseurs, corticostéroides, ...) [92].

Les principaux agents responsables de 90 a 95 % des cas de sinusite fongique sont le genre
Aspergillus et les mucorales [93,94]. Dans une moindre mesure, le genre Fusarium a également
été décrit comme responsable de sinusites fongiques allergiques, non invasives, et invasives
surtout chez les patients immunodéprimés. Les manifestations cliniques ne se distinguent pas
des autres sinusites fongiques invasives, comme celles causées par Aspergillus. Il est
caractéristique d’observer une nécrose de la muqueuse due a I’angioinvasion par le
champignon. Dans un contexte d’immunodépression, Fusarium est capable d’atteindre plus
facilement les muqueuses et d’envahir les structures orbitales et intracraniennes par

dissémination hématogene [95].

4.6. Fusarioses invasives

Les cas d’infections fongiques invasives a Fusarium sont dits fusarioses. En dehors de
I’ Australie, la fusariose est la deuxiéme infection a moisissures la plus frequente chez 'Homme
apres ’aspergillose [96]. Jusque dans les années 1980, le genre Fusarium était principalement
incriminé dans des atteintes superficielles, comme les kératites et les onychomycoses, ou plus
rarement dans des infections invasives localisées. Cependant les infections profondes a
Fusarium. chez ’Homme ont vu leur nombre augmenter depuis les quatre derniéres décennies
[2,54,97].

Les infections invasives sont systémiques et peuvent entrainer également des atteintes au niveau
cutané, cérébral, pulmonaire, oculaire et osseux [97-99]. Elles touchent principalement les
patients immunodéficients, tels que ceux souffrant de neutropénie sévére et prolongée, en
particulier lors d'hémopathies malignes et les receveurs de greffes de cellules hématopoiétiques.
L’étude de Nucci et al. a montré que 92 % des fusarioses étaient associées a une hémopathie,
dont la leucémie aigué représentant 58 % de celles-ci, suivi par les cas post-allogreffes de
cellules hématopoiétiques (38 %) [36,100-103].
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Selon les études, le complexe d’espéces Fusarium solani représente 50 & 60 % des infections
systémiques a Fusarium, suivi par le complexe d'especes Fusarium oxysporum (20 %) [2,36].
Comme pour l'aspergillose pulmonaire invasive, la principale porte d’entrée des fusarioses
disséminées est I’inhalation de microconidies en suspension dans l'air. Ces données sont
confirmées par le fait que les sites anatomiques principalement touchés sont les sinus et les
poumons [104]. Des études ont montré que 1’onychomycose ainsi que ’infection cutanée via

une bréche de 1’épiderme seraient impliquées et a I’origine de cas de fusarioses invasives

[54,86,96,105].

L’infection disséminée est la manifestation la plus courante d’une fusariose invasive. Elle fait
généralement suite a une fongémie. Cette derniere est fréquente, car le genre Fusarium a la
capacité de produire des structures ressemblant a des levures, appelées aleuroconidies. La taille
et la forme de ces éléments favorisent 1’envahissement et la dissémination du champignon par
la circulation sanguine [36]. Les patients présentent une fiévre persistante réfractaire aux
antibiotiques et aux antifongiques, associée a des lésions cutanées métastatiques, une
pneumonie, une sinusite et parfois une endophtalmie (Figure 15 et Figure 16). Les lésions
cutanées sont fréquentes dans la fusariose invasive et retrouvées chez 72 % des patients
immunodéprimés atteints de fusariose invasive selon 1I’étude de Nucci et al. [85]. Ces Iésions
pouvant étre précoces, la peau est souvent le premier point d’appel voire dans certains cas la

seule source de diagnostic de I’infection [104,106].

L’atteinte pulmonaire est caractérisée par des douleurs thoraciques, une toux et des
hémoptysies. Chez les patients a risque, la physiopathologie de la pneumopathie a Fusarium
est similaire a celle de I'aspergillose invasive, ne permettant pas de distinguer cliniquement les
deux pathologies. Cependant, l'atteinte pulmonaire a Fusarium est souvent ultérieure a une
dissémination hématogene, avec des manifestations cutanées et la présence d’hémocultures
positives [104,107].
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Figure 15 : Lésions cutanées a F. solani chez une patiente atteinte de leucémie aigué
lymphoblastique (d’aprés Yu et al., 2019 [108])

Figure 16 : Nodules cutanés a Fusarium, chez un patient greffé de cellules souches hématopoiétiques
(d’apres Nucci et al., 2015 [109])

Le pronostic de la fusariose invasive chez les patients immunodéprimés est trés sombre, avec
des taux de survie a 90 jours entre 13 et 21 % [101,110]. Cependant, une étude de 2015 a montré
une amélioration du taux de survie avec une augmentation de 21 points (22 % versus 43 %), en
minimisant et/ou réduisant la période d’immunosuppression. Il a été montré que le pronostic
était dépendant des facteurs liés a I’hote, comme la durée de la neutropénie et ’utilisation de

corticostéroides [102].
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5. DIAGNOSTIC EN CLINIQUE

En raison de I’absence de caractéres discriminants forts et de biomarqueurs spécifiques, le
diagnostic clinique de la fusariose, pourtant essentiel, est souvent difficile. Il repose
principalement sur le diagnostic direct et la mise en évidence de Fusarium. En fonction de la
localisation de la fusariose, les échantillons biologiques utiles pour le diagnostic peuvent étre
des fragments et poudres d’ongles dans les onychomycoses, des produits de grattage cornéen
dans le cas de kératites, des biopsies tissulaires dans les localisations cutanées ou profondes,

voire des hémocultures dans le cas des fusarioses disséminées.

5.1. Examen direct

L’observation microscopique du prélevement est réalisée afin de rechercher des éléments
fongiques. Elle peut étre mycologique grace a des colorants spécifiques pour les champignons
tels que le noir de chlorazol ou le calcofluor white. L’examen direct peut également étre
anatomopathologique avec I’utilisation de colorations comme I’HE (hématéine éosine), le PAS

(perodic acid Schiff), ou le Grocott (Figure 17) [111].

Figure 17 : Hyphes de Fusarium solani a la coloration acide périodique de Schiff (d’aprés Banerji et
Singh J, 2011 [111]
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Lorsqu’il est positif, I’examen direct montre des filaments mycéliens septés similaires a ceux
du genre Aspergillus. Ce dernier et le genre Fusarium présentent des filamenteux hyalins, septés
et ramifiés. Une différence de ramification peut étre observée entre le genre Aspergillus
(ramification dichotomique) et Fusarium (ramification aléatoire). Cependant, cette particularité
est trés difficile a identifier dans les coupes de tissus (Figure 18) [112]. Le diagnostic formel
du genre fongique a 1’étape de I’examen direct peut étre réalisé a 1’aide d’anticorps

monoclonaux spécifiques, mais rarement utilisés en anatomopathologie de routine [113].

Figure 18 : A-Hyphes fongiques d'Aspergillus fumigatus confirmés par culture (coloration HE) ; B-
Hyphes fongiques de Fusarium sp. (coloration HE) (d’aprés Montone, 2009 [112])

L’examen direct est un élément important et essentiel du diagnostic, malgré le manque de

sensibilité et spécificité. Tout examen direct est associé a une culture.

5.2. Culture

La culture consiste en un ensemencement du prélévement du patient sur un ou des milieux de

culture. L’utilisation de milieux comprenant des antibiotiques (Sabouraud avec
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chloramphénicol plus ou moins gentamicine) limite la prolifération bactérienne et favorise
I’isolement des colonies fongiques pour les prélévements plurimicrobiens [114]. Pour les
prélévements a visée diagnostique d’une fusariose disséminée, 1’utilisation de flacons
d’hémocultures est a privilégier, car ils permettent de réduire le délai de croissance [115]. Sur
milieu classique de mycologie (milieu de Sabouraud par exemple), le genre Fusarium présente
une croissance fongique en 48 & 72 heures a 37°C.

Le résultat de la culture doit toutefois étre interprétée en fonction du contexte clinique. En effet,
le genre Fusarium reste encore un contaminant de laboratoire. De méme que la colonisation de
I’arbre respiratoire, 1a possibilité d’une contamination aérienne des prélevements doit toujours
étre évoquée. Les éléments en faveur d’une infection sont un examen direct positif sur matériel
biologique associé a une culture positive. Néanmoins, en I’absence d’examen direct positif,
I’isolement de plusieurs colonies sur un préléevement ou la répétition de cultures positives a
Fusarium a partir d’un ou de plusieurs sites anatomiques doivent étre interprétés et considérés
comme marqueurs de fusariose, surtout chez les patients a risque, notamment ceux atteints
d’hémopathie [36].

5.3. Immunodiagnostic

La surveillance des patients a risque de développer des mycoses invasives est primordiale. Le
développement des techniques d’immunodiagnostic a permis I’utilisation d’analyseS peu
invasives réalisées sur un simple préléevement veineux. Les biomarqueurs tels que le béta-D-
glucane ou le galactomannane sont une aide précieuse au diagnostic pour les infections
fongiques invasives telles que les candidoses ou les aspergilloses. Cependant, aucune
recommandation n’existe a ce jour sur ’utilisation de biomarqueurs spécifiques de la détection
de Fusarium [114]. Une étude rétrospective de 2020 sur des fusarioses invasives a montré que
le galactomannane et le béta-D-glucane étaient positifs dans respectivement 37,5 et 100 % des
cas [116].

L’antigene galactomannane est un polysaccharide libéré par certains champignons lors de leur
croissance. La détection d’antigéne galactomannane sérique, mise au point pour le diagnostic

des aspergilloses pulmonaires invasives, peut également présenter une reaction croisee avec les
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infections a Fusarium [117]. Les deux genres fongiques présentent une structure de paroi
cellulaire similaire. Ainsi, ce biomarqueur pourrait étre un indicateur de fusariose disséminée.
Dans une étude de 18 cas et témoins, la détection de galactomannane pour le diagnostic de

fusariose présente une sensibilité de 83 % et une spécificité de 67 % [118].

L’autre biomarqueur utilisé dans le diagnostic des IFI est le 1,3-béta-D-glucane, constituant
ubiquiste des parois fongiques a I’exception du genre Cryptococcus et des Zygomycetes. Libéré
dans le sang, il peut ainsi étre détecté en cas d’infections a Aspergillus, Candida, et a Fusarium.
Ce test fait partie des criteres biologiques de ’EORTC (European Organisation for Research
and Treatment of Cancer) [119]. Cependant, le nombre important de situations engendrant des
faux positifs lui confere une valeur prédictive positive relativement faible (bactériémie,
traitement par amoxicilline, nutrition parentérale, ...) [120]. Dans une étude rétrospective,
I’utilisation de 2 tests consécutifs a montré une sensibilité, une spécificité et des valeurs
prédictives positives et négatives respectivement de 85 %, 69 %, 7 % et 99 %. Le 1,3-béta-D-
glucane était généralement positif avant le diagnostic, mais la faible valeur prédictive positive

limite son utilisation [121].

Une étude a montré également qu’un autre test immunoenzymatique dirigé contre les mannanes
(antigenes du genre Candida) présentait des réactions croisées avec le genre Fusarium, plus
particulierement F. verticillioides. Aucune réaction n’a pu étre observée chez le complexe

d’espéces Fusarium solani [122].

5.4. Identification phénotypique

L’examen des caractéres macroscopiques et microscopiques des colonies de champignons
permet I’identification de premiere intention. Le diagnostic de genre repose principalement sur
la présence de macroconidies incurvées, hyalines et multicellulaires [11]. Cependant, le
diagnostic du complexe d’espéces est plus compliqué et requiert une expertise particuliére, les
différences culturales étant parfois subtiles et inconstamment présentes selon le milieu de

culture utilisé.

L’identification précise du complexe d’espéces est indispensable en clinique. En plus de

I’aspect épidémiologique pour connaitre le spectre des espéces responsables d’infections, le
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diagnostic du complexe d’espéces est essentiel pour la prise en charge du patient afin d’adapter

les stratégies thérapeutiques en fonction des profils de résistance de chacune des espeéces.

Une proposition de clé d’identification des espéces du genre Fusarium est présente dans Atlas
of Clinical Fungi (Tableau 2) [11].

Tableau 2 : Algorithme d'identification phénotypique des Fusarium (d’aprés de Hoog GS, et al. 2020

[11])

Colonies de moins de 2 cm de diamétre en 7 a 10 jours ;

la Ll N — 2
macroconidies avec 1 a 2 septa
Colonies de plus de 2 cm de diamétre, habituellement 4 & 8

1.b . . —5
cmen 7 a 10 jours

22 Macroconidies de plus de 55 um de long ; chlamydospores Fusarium aquaeductuum
absentes

2b Macroconidies courtes généralement moins de 25 ym de long 3

: ; chlamydospores absentes ou présentes

Macroconidies trés incurvées avec une pointe a l'apex ;

3.a . — 4
chlamydospores présentes

3b l}/lacrO(':onldles Iégérement incurvées avec une faible pointe a Plectosporium tabacinum
I'apex ; chlamydospores absentes

4.a | Cellules conidiogénes longues, étroites, souvent septées Fusarium falciforme

4.b | Cellules conidiogénes courtes, gonflées, unicellulaires Fusarium dimerum
Microconidies rares ou absentes ; colonies ocres a brunes ; L

5.a L . Fusarium incarnatum
cellules conidiogenes polyblastiques abondantes

5.b | Microconidies nombreuses — 6

6.a | Microconidies en chaines -7

6.b | Microconidies non en chaines — 10

7.a | Microconidies uniquement portées sur des monophialides — 8
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Microconidies portées sur des monophialides ou des

gL polyphialides — Y
8.a | Microconidies napiformes ou en forme de citrons présentes Fusarium napiforme
8.b | Microconidies napiformes ou en forme de citrons absentes Fusarium verticilloides
9.a | Chlamydospores absentes Fusarium proliferatum
9.b | Chlamydospores abondantes Fusarium nygamai
10.a | Cellules conidiogénes polyblastiques fréquentes — 11
10.b | Cellules conidiogénes polyblastiques absentes — 14
11.a Colonies rouges ;,chlar'nydospores abondantes ; Fusarium chlamydosporum
blastoconidies prédominantes
Colonies roses-violettes ; chlamydospores absentes ;
11.b - s 512
blastoconidies moins abondantes
Microconidies produites par un conidiophore prolongé sur les
12.a hyphes poussant horlzo,ntalement a la surface dg Ia_l gelose, Fusarium sacchari
généralement non septé, obovale avec une extrémité plus
étroite ellipsoidale
12.b | Microconidies produites par un conidiophore érigé — 13
13.a | Microconidies pyriformes présentes Fusarium anthophilum
13.b | Microconidies pyriformes absentes Fusarium subglutinans
Microconidies sur des monophialides courtes souvent
latérales ; macroconidies orange en masses, sans cellule de « .
l4.a | " ) : . N Fusarium oxysporum
pied » distinctes ; colonies blanches a violettes, ou ocres a
oranges lorsque les sporodochia sont présentes
Microconidies sur des monophialides longues ; macroconidies
avec cellules de « pied » indistinctes ; colonies blanches : .
14.b Fusarium solani

cremes ou bleues a bleues-vertes lorsque les sporodochia
sont présentes
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En suivant cet algorithme, la clé d’identification de Fusarium solani suit le schéma suivant :
I.b—5b— 6.b — 10.b — 14.b. Les caractéristiques morphologiques sont présentées par la

Figure 19.

Figure 19 : Caractéristiques macroscopiques (A) et microscopiques de F. solani (B, D :
macroconidies, C : monophialides, E : microconidies, F : chlamydospores) (d’aprés de Hoog GS, et al.
2020 [11])

5.5. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time
Of Flight) est une technique d’identification rapide, simple et peu colteuse. Ces dernieres
années, elle est devenue un outil de premier plan pour l'identification des micro-organismes, y
compris des champignons pathogénes. Réalisable aprés culture, elle nécessite une co-
cristallisation de 1’agent biologique a identifier avec une matrice. Un laser vient irradier le
complexe entrainant une ionisation en phase gazeuse des molécules constituant 1’échantillon.
Les ions formés sont accélérés et vont transiter dans un tube de « vol » sous vide. lls seront
séparés en fonction de leur vitesse et donc caractérisés par un rapport masse/charge (m/z). La
détection des ions permet d’obtenir un spectre qui sera comparé a une base de données (Figure
20) [123,124]. Ainsi pour I’identification d’espéces fongiques, une base de données robuste et

exhaustive est indispensable pour une identification correcte.
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L’identification par spectrométriec de masse a été appliquée aux 9 principaux complexes
d’espéces de Fusarium responsables d’infections chez I’Homme en comparant avec
I’identification obtenue apres séquengage du locus TEF, analyse la plus discriminante a ’heure
actuelle [125]. Une base de données des spectres a eté créée. Le principal avantage de cette
méthode est le délai court d’obtention du résultat, avec 1’identification d’une souche en moins

d’une heure [126].

En 2017, une base de données en ligne ouverte et gratuite a vu le jour pour l'identification des
agents fongiques, la Mass Spectrometer Identification database (MSI), utilisée actuellement par
plus de 200 laboratoires dans le monde [127]. Actuellement, la base MSI et les bases de données
mises a disposition pour les fournisseurs de technologie MALDI-TOF permettent une

identification de certaines espéces au sein méme du complexe.
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Figure 20 : Spectres de masse MALDI-TOF des différentes souches de Fusarium (d’aprés Marinach-
Patrice et al., 2009 [126])

(A : Fusarium dimerum ; B : Fusarium oxysporum ; C : Fusarium proliferatum ; D : Fusarium solani ;
E : Fusarium verticillioides)
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5.6. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire se sont trés rapidement développées et imposées dans
le quotidien des laboratoires suite & la découverte de la PCR dans les années 1980. En biologie
médicale, il est possible de réaliser de la biologie moléculaire soit directement sur un
prélevement soit aprés mise en culture de celui-ci. Cette deuxiéme option permet d’isoler un
micro-organisme en vue de son identification. Il a été démontré que la biologie moléculaire
pouvait étre un atout majeur dans la prise en charge des infections fongiques invasives. En effet,
le délai de diagnostic et par conséquence I’instauration d’une thérapeutique adaptée
conditionnent 1’évolution et le pronostic de la pathologie [128]. En diagnostic moléculaire
fongique, la cible la plus utilisée actuellement est le gene codant la région ITS (Internal
Transcribed Spacer)[129].

Appliquees au genre Fusarium, les techniques de biologie moléculaire utilisant les régions ITS
ne sont pas suffisamment discriminantes. En effet, la région ITS est trop conservée et la
détection par ces loci sous-estime le polymorphisme et la diversité d’espéces phylogéniques
[130]. Plusieurs études se sont intéressées aux genes alternatifs permettant la distinction inter-
espéces de Fusarium. Ainsi, le géne EFla (translation elongation factor 1 alpha) est apparu
comme un marqueur de choix d’identification. Il s’agit d’un locus monocopie, doté d’un haut
niveau de polymorphisme [131-133]. L’équipe de O’Donnell a proposé un schéma
d’identification se basant sur le séquengage non pas d’un locus mais de 3 loci : EFla, RPB1
(largest subunit of RNA polymerase) et RPB2 (second largest subunit of RNA polymerase)
[130,134,135].

Dans le cas du diagnostic de fusariose invasive, le schéma proposé par O’Donnell peut s’ avérer
difficilement applicable d’un point de vue économique mais également technique avec un long
délai de rendu de résultat. Une étude recente a propose des stratégies d'identification alliant
performance analytique et efficacité technique. Ainsi, pour I’identification d’une culture
fongique appartenant au genre Fusarium, les auteurs recommandent de réaliser un séquencgage
du géne EFla, qui sera ensuite analysé a partir de la base de données spécifique Fusarium
MLST. Dans le cas d’un prélévement primaire avec suspicion de fusariose (biopsie cutanée,

prélevement ophtalmologique dans le cas d'une kératite), la réalisation d’une PCR pan-fongique
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(ITS) peut étre suffisante. En effet, I'analyse de la séquence obtenue avec cette méme base de
données améliore les performances d’identification et peut permettre un diagnostic du

complexe d'espéces [125].

L’identification d’une souche de Fusarium peut étre réalisée par le séquencage d’un des trois
loci cités précédemment. Puis la détermination de I’espéce phylogénique au sein du complexe
sera réalisée par une identification multilocus. D’autres schémas de typage par séquengage
MLST (Multilocus Sequence Typing) ont été proposés et comparés entre eux [136,137]. En
augmentant les données phylogénétiques informatives supplémentaires par de nouveaux loci, il
serait possible de mettre en évidence des espéces cryptiques insoupgonnées pour le complexe
d’especes Fusarium solani [138].

Récemment, une PCR quantitative (JPCR) ciblant un locus conservé au niveau du gene ADNr
28S codant I’ARN ribosomal 28S a été publié par Delliere et al. [139]. Capable de détecter
I’ADN de Fusarium spp. dans le cadre du diagnostic précoce d'une infection invasive, elle
permet d’identifier la majorité des complexes d'espéces de Fusarium a partir dun prélévement
sanguin. L’analyse présente une sensibilité de 93 % et permet la détection d’ADN circulant
jusqu’a 18 jours, avec une médiane a 6 jours, avant que le diagnostic ne soit confirmé par une
hémoculture ou une biopsie positive. La gPCR n’a montré aucune réaction croisée avec d’autres
champignons opportunistes. Cette analyse faciliterait le diagnostic précoce de la fusariose
invasive chez les populations a risque, mais également serait un marqueur pronostique. En effet,
I’étude montre que des charges fongiques élevées associées ou non a une détection persistante

sont liées & un mauvais pronostic.
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6. TRAITEMENT ET ANTIFONGIQUES

6.1. Profil de sensibilité

Le genre Fusarium est résistant in vitro a la majorité des antifongiques utilisés en clinique
humaine, comme la flucytosine, les triazolés de premiere géenération (fluconazole, itraconazole)
et aux échinocandines [114,140,141]. Les molécules les plus actives sur Fusarium sont
I’amphotéricine B et le voriconazole. En général, les CMI sont plus élevées pour le voriconazole
que pour l'amphotéricine B (4-8 ug/mL pour le voriconazole et 0,5-1 pg/mL pour
I’amphotéricine B). Ces deux molécules pourraient étre classées en « intermeédiaires » voire
« résistantes » en se référant aux valeurs seuils d’Aspergillus fumigatus définies par le Comité
européen des tests de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST, European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing).

A T’heure actuelle, le genre Fusarium ne bénéficie pas de bornes permettant une interprétation
de profil de sensibilité. Cependant, il existe une grande variabilité dans les CMI obtenues en
fonction des complexes d’espéces. En effet, le complexe d’especes Fusarium solani (FSSC) est
décrit comme le moins sensible [104]. Une étude multicentrique de 2016 a testé 1150 isolats
appartenant a différents complexes d'espéces de Fusarium vis-a-vis de divers antifongiques.
Pour les FSSC (608 isolats), les valeurs de CMI etaient de < 0,25 a 16 pg/mL pour
I'amphotéricine B, 0,5 a > 16 pg/mL pour le voriconazole. Ces données ont permis de proposer
des ECOFFs, ECVs (epidemiological cut-off values) ou valeurs limites épidémiologiques pour
le complexe FSSC, mais également pour d’autres complexes. Elles sont déterminés uniquement
sur la base de la distribution des CMI et définis comme la valeur de CMI la plus élevée pour
les isolats de type sauvage, soit sans mécanismes de résistance acquise et mutationnelle
phénotypiquement détectables) [142,143].
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Tableau 3 : Distribution des CMI de différents antifongiques pour les complexes FOSC et FSSC,
déterminées par la méthode de microdilution CLSI (d’aprés Espinel-Ingroff et al., 2016 [142]

(CMI : concentration minimale inhibitrice ; AMB : amphotéricine B; ITR : itraconazole; POS :
posaconazole; VOR : voriconazole).

Valeurs limites
Complexe . . CMI (ng/ml) épidémiologiques estimées
d’espéces A gV Etendue de | Valeur la plus >97,5
B >95% | =, >99 %
valeur fréquente %
AMB <0.25-16 2 4 8 8
Fusarium |ITR 1>16 16 32 32 32
oxysporum |POS 0.5-16 2 8 8 8
VOR 0.5—>16 4 8 16 16
AMB <0.25-16 2 4 8 8
Fusarium |ITR 0.5—=>16 16 16 32 32
solani POS 1->16 8 32 32 32
VOR 0.5>16 8 16 32 32

L’isavuconazole, nouvel antifongique azolé, montre également des CMI hautes et variables
selon les especes. Une premiére étude a testé cette molécule sur 14 isolats d'espéces de
Fusarium, dont FSSC. La CMI50 était supérieure a 4 ug/mL avec un intervalle de 2 a >8 pg/mL.
Dans une seconde étude, 75 isolats cliniques dont 22 isolats FSSC ont été évalués. La CMI50

était supérieure a 16 pg/mL avec un intervalle de 4 a > 16 pg/mL pour FSSC [144,145].

Les deux nouvelles molécules antifongiques, olorofim et fosmanogepix, ont également été
testées sur le genre Fusarium. L’olorofim est un composé appartenant a la classe des
orotomides. Sur les 16 isolats de FSSC évalués, il en est ressorti une CMI50 supérieure a 4
pg/mL (intervalle de 1 a > 4 pg/mL). L’autre molécule, le fosmanogepix, quant a lui, a présenté
des valeurs de CMI allant de < 0,015 a 0,25 pg/mL [146,147].

Dans un modéle murin in vivo de fusariose invasive, aucune corrélation entre la survie et la
CMI n'a été observée [148]. D’autres études cliniques ont également montré qu’il n’existait pas
de corrélation entre CMI et évolution clinique. En effet, les CMI50 des souches isolées chez les
patients ayant survécu et traités par voriconazole en monothérapie et celles de ceux décédés
étaient respectivement de 4 pg/mL et de 8 pg/mL (p = 0,68). Les mémes résultats ont été
obtenus pour I'amphotéricine B seule ou en association avec le voriconazole [149]. Par ailleurs,
I’équipe de Nucci en 2014 avait montré des taux de réponse au traitement similaires entre le
voriconazole et I'amphotéricine B, et ce malgré des valeurs de CMI plus élevées pour le
voriconazole [102]. L’ensemble des données de la littérature suggére que, dans le cas de la

fusariose invasive, les résultats des antifongigrammes in vitro ne doivent pas étre utilisés pour
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guider le choix du traitement. Par conséquent, les tests de sensibilité aux antifongiques seraient
plus utilisables a visée épidémiologique, et non pour définir le traitement primaire de la

fusariose invasive [104].

6.2. Recommandations et stratégies thérapeutiques

6.2.1. Onychomycoses

Les options de traitement sont limitées et les échecs thérapeutiques sont fréquents. Les facteurs
favorisant ces échecs et/ou réinfections sont la prédisposition génétique, un diagnostic incorrect
(moisissure non dermatophyte, infection mixte), les comorbidités (diabete, VIH,...), la
résistance aux antifongiques, ou la mauvaise compliance du patient en raison de la durée longue
de traitement [150-153]. Il a été montré que les antifongiques systémiques présentaient la plus
grande efficacité. Par ailleurs, ’association a des agents topiques permet également d’améliorer
les chances de guérison. Le taux de guérison par traitement systémique comme la terbinafine
ou I’itraconazole était respectivement de 76 % et 63 %. Les traitements topiques présentaient
quant a eux des taux de guérison plus faibles, comme 1’éfinaconazole avec 55 % ou le ciclopirox

avec 36 % [154].

Tres peu d’études se sont intéressées au traitement de 1I’onychomycose due au genre Fusarium.
Le traitement intermittent par itraconazole (400 mg/jour pendant 1 semaine avec 3 semaines
d'arrét, pendant 4 mois) ainsi que d’autres schémas de traitement par itraconazole ont montré
des résultats variables voire minimes dans I'élimination de Fusarium au niveau des ongles de
pied. Dans une étude japonaise, I'éfinaconazole en topique, l'itraconazole oral et le
fosravuconazole par voie orale ont donné de bons résultats dans le traitement de
I'onychomycose a Fusarium. Un patient atteint d'onychomycose a Fusarium falciforme,
résistant a l'itraconazole et a la terbinafine a été traité avec succes par posaconazole (800
mg/jour pendant 1 semaine avec 3 semaines d'interruption du traitement, pendant 4 mois). Chez
des patients présentant une onychomycose a Fusarium réfractaire, certains auteurs
recommandent un traitement par amphotéricine B topique associé a I’avulsion de 1’ongle infecté

[155-158].
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6.2.2. Kératites

Tout comme les onychomycoses, il n’existe pas de recommandations de traitement pour les
kératites a Fusarium. Cette pathologie est difficile a traiter et son évolution varie selon le délai
du diagnostic, la virulence des souches et leur sensibilité aux antifongiques. En plus d’une
résistance fréquente des isolats, le traitement des kératites a Fusarium est freiné par la faible
pénétration des antifongiques dans les tissus oculaires. Les quelques molécules efficaces sont
colteuses et souvent difficiles a obtenir dans les pays a faible revenu et a revenu intermédiaire,
ou la prévalence est la plus élevee. Selon les études, I’utilisation de la natamycine en topique a
5 % serait le traitement de premicre intention. En I’absence de natamycine, le choix est plus
compliqué par manque de preuves d’efficacité. La thérapie de premiére ligne comprend
I'amphoteéricine B en topique & 0,15 % et le voriconazole en topique a 1% entre autres
[159,160].

La natamycine présente un large spectre antifongique, couvrant la majorité des espéces de
Fusarium. Selon une méta-analyse, la natamycine serait treés efficace dans le traitement de la
kératite initiale a Fusarium comparée a d'autres antifongiques [161]. L’amphotéricine B montre
des CMI similaires voire inférieures a celle de la natamycine dans les essais de sensibilité in
vitro sur le genre Fusarium. De ce fait, I’amphotéricine B semble étre I’antifongique de choix
dans le traitement des kératites lorsque la natamycine n’est pas accessible en premiére intention

[162,163].

Les données concernant le voriconazole sont variables en fonction de 1’évaluation in vitro et in
vivo. En effet, la natamycine est plus sensible in vitro que le voriconazole, particulierement
pour le complexe d’espéces Fusarium solani, connu pour son pronostic plus défavorable que
les autres complexes [159,164]. A I’inverse, un modéle animal expérimental de kératite a
Fusarium solani a montré que le voriconazole était plus efficace que la natamycine et

I’amphotéricine B [165].

Des études se sont intéressées également aux potentiels effets synergiques de ces 3 molécules.
Aucun effet n’a été mis en évidence pour la natamycine et 1’amphotéricine B, ceci est
probablement lié a leur mode d’action similaire. De maniére intéressante, 1’association en
topique de natamycine et de voriconazole a montré une synergie entre 23 et 70 % dans
I’inhibition des isolats de Fusarium. Cette combinaison pourrait étre bénéfique dans le

traitement des keratites dues a ce champignon [166-168]. Il est intéressant de noter une
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association atypique d’amphotéricine B et de rifampicine. Cette derniére molécule ne présente
aucun effet antifongique. Cependant, il a été montré pour le complexe d’espéces Fusarium
solani, une synergie allant de 12 a 94 % pour différentes concentrations de rifampicine (entre 4
et 32 pg/mL). Des recherches supplémentaires permettraient de confirmer I'utilisation de cette

combinaison en clinique [169].

6.2.3. Mycétomes

Les agents antifongiques décrits dans la littérature pour traiter les mycétomes a Fusarium sont
I'amphotéricine B sous forme désoxycholate ou lipidique, les azolés (kétoconazole,
itraconazole), la terbinafine et la flucytosine (5FC). Cependant il n’existe pas de
recommandations dans le traitement antifongique du mycétome. Les données sur ce type
d’infection et son traitement montrent que 1’itraconazole est I’antifongique le plus fréquemment

prescrit, puis le kétoconazole suivi par I'amphotéricine B [79].

Bien que présentant une activité modérée en fonction du complexe d'especes de Fusarium, le
voriconazole et le posaconazole présenteraient une efficacité dans le traitement du mycétome
dd a ce type de champignon. Au vu de leur pénétration tissulaire et de leur biodisponibilité, ils
pourraient réduire la nécessité d'interventions chirurgicales [79,170]. Gardant toujours une
place importante dans le traitement des mycétomes fongiques, la chirurgie est évaluée aprés un
traitement antifongique préalable de plusieurs mois. Elle est complexe car elle doit étre la plus
efficace en éliminant la totalité des grains mais également la moins mutilante possible. La
présence de grains restants entrainerait une reprise du processus infectieux. Le risque a long

terme en cas de récidives répétées est I’amputation [76].

6.2.4. Infections cutanées

Tout comme les précédentes formes cliniques, il n'existe actuellement aucun traitement de

référence pour le traitement des infections cutanées a Fusarium.
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De maniére générale, une intervention chirurgicale est nécessaire par débridement ou détersion
afin de retirer les tissus l1ésés autant que possible. Un traitement en topique peut étre administré
par la suite. Les 2 molécules d’intérét thérapeutique sont la ciclopiroxolamine [83] et
I'amphotéricine B. Il est a noter que I’amphotéricine B se présente sous forme de suspension
buvable et est utilisée dans le traitement des muqueuses. Il n’existe pas de forme galénique pour
usage externe cutané [84]. De maniere isolée, une étude a montre un effet bénéfique dans le
traitement de la fusariose cutanée a Fusarium solani par I’application locale de chaleur [171].
Le traitement par voie systémique est possible avec I'amphotéricine B, le voriconazole ou le

posaconazole [84].

6.2.5. Fusarioses invasives

Le traitement des fusarioses invasives affectant I’immunodéprimé est complexe. En effet, il
n’existe pas dans la littérature d’études cliniques randomisées ayant comparé les différentes
stratégies thérapeutiques possibles. La restauration de I’immunité est fortement recommandée
dans la mesure du possible. Le traitement précoce d’une infection localisée est également un
point important a prendre en compte afin de prévenir I’évolution vers une infection plus
agressive voire disséminée. Selon la société européenne de microbiologie clinique et des
maladies infectieuses, ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases) et la confédération européenne de mycologie médicale, ECMM (European
Confederation of Medical Mycology), ces deux critéres sont fortement recommandés dans la

prise en charge des fusarioses invasives (respectivement grades Alll et All) [102,172].

Chez les patients immunodéprimés, le voriconazole, I’amphotéricine B sous différentes
formulations (désoxycholate ou forme lipidique), et diverses combinaisons ont été étudiées,
rapportant des succes variables. L’utilisation du voriconazole en premiére ligne de traitement
nécessite une surveillance thérapeutique. Le taux de réponse dépend du site d’infection et des
conditions du patient [173,174]. Concernant I’amphotéricine B, les données littéraires sont
diverses selon la formulation de la molécule. 1l a été montré que les isolats pouvaient étre
résistants a la molécule. De plus, le traitement présente en lui-méme une toxicité importante
[101,175].
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Quelques études se sont intéressées a la combinaison d’antifongiques dans le traitement des
fusarioses invasives. Les résultats ne montrent pas de bénéfice significatif par rapport a un
traitement par voriconazole seul [173,174,176-179]. Les recommandations de ’ESCMID et de
I’ECMM portent sur 1’utilisation privilégiée du voriconazole et de I'amphotéricine B sous forme
lipidique, présentant moins d'effets secondaires que I'amphotéricine B désoxycholate [172].
Néanmoins, les données récentes publiées donnent le méme niveau de recommandation a la
monothérapie et a la combinaison thérapeutique. Une thérapie combinée est a envisager selon
la gravité de la fusariose invasive, les concentrations sériques incertaines de voriconazole et les

CMI élevees de I’isolat de Fusarium aux deux molécules d’intérét [180].

D'autres molécules antifongiques, comme le posaconazole, I'isavuconazole et la terbinafine, en
monothérapie ou en association, ont été évaluées dans le traitement primaire de la fusariose
invasive. Cependant, au vu des données limitées, leur implication dans le traitement de cette

pathologie reste a établir [37,181].

L’équipe de Varon a évalué I’intérét d’une prophylaxie antifongique primaire par voriconazole
et posaconazole dans une étude cas témoins chez des patients a risque. L’étude conclut a
plusieurs recommandations soit un examen dermatologique approfondi des extrémités a
I'admission, une culture de toute Iésion cutanée ou unguéale suspecte, et enfin une prophylaxie

primaire par azolé (voriconazole ou posaconazole) en cas de culture positive a Fusarium [86].

Il est reconnu que les patients avec antécédents d’infections fongiques invasives sont a risque
de présenter une récurrence de l'infection fongique lors d’une nouvelle période
d’immunodépression. Déja bien établie pour I’aspergillose invasive [182], I'utilisation d'une
prophylaxie secondaire dans le cas des fusarioses invasives a été évaluée dans une étude
rétrospective multicentrique de 40 patients. Il s’agissait de patients exposés a des périodes
ultérieures d'immunosuppression et ayant déja été traités avec succeés pour une fusariose
invasive. L’équipe de Nucci a montré que 25 % des patients sans prophylaxie ont présenté une
rechute, contre seulement 10 % des patients ayant recu une prophylaxie secondaire par
voriconazole. Ces données suggeérent fortement la mise en place de prophylaxie secondaire chez

des patients ayant des antécédents de fusariose invasive [183]
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Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

1.1. Résistance aux antifongiques azolés

L’arsenal thérapeutique est limité en antifongiques et comprend la flucytosine, les
échinocandines, les polyénes, les allylamines et les azolés [184]. La flucytosine (5-
fluorocytosine) inhibe le métabolisme de la pyrimidine et par conséquent la synthese de I'ADN.
Le mécanisme d’action des échinocandines (caspofungine, anidulafungine et micafungine) se
fait par inhibition de la biosynthese du béta-1,3-D-glucane, un composant structurel majeur de
la paroi cellulaire. Les polyénes comme I'amphotéricine B se lient a l'ergostérol, composé
essentiel de la membrane plasmique, et forment des pores perturbant le fonctionnement de la
cellule fongique. Enfin, les allylamines (terbinafine) et les azolés (par exemple, le fluconazole,

le voriconazole et le posaconazole) ont un impact sur la biosynthése de I'ergostérol [185].

Il est reconnu que l'utilisation généralisée et importante d'agents antimicrobiens favorise
I’apparition de la résistance a ces médicaments [186]. Cette résistance n’est pas sans
conséquence sur la morbidité, la mortalité et les codts des soins de santé dans les hopitaux.
Suite & des observations de 'EUCAST et du CLSI, il a été signalé I’apparition de résistance
acquise aux antifongiques chez les principales espéces de Candida. Une étude de surveillance
de la candidémie a C. glabrata basée sur la population a montré une augmentation d'isolats non
sensibles aux échinocandines de 4,2 % & 7,8 % entre 2008 et 2014 aux Etats-Unis [187]. Par
ailleurs, I’augmentation de la résistance aux échinocandines chez C glabrata semble
s’accompagner d'une résistance aux azolés. Une augmentation de la résistance au fluconazole,
de 9 % a 14 %, au cours des périodes 1992-2001 et 2001-2007 a été signalée par le programme
de surveillance antifongique ARTEMIS (Etats-Unis) [188,189]. Une méta-analyse sur 79
études conduites en Amérique, Asie, Europe et Afrique a montré que 11,6 % des cas de
fongémies a Candida parapsilosis avant 2016 présentaient une résistance au fluconazole contre
36,7 % entre 2016 et 2022 [190].

Chez les filamenteux, le pourcentage de patients présentant une souche d’Aspergillus fumigatus
résistant aux azolés est passe a 12 % entre 1998 et 2002 aux Pays-Bas [191]. Dans une étude
située aux Pays-Bas, la résistance aux azolés a augmenté de 6 % par an entre 2000 et 2009. De
maniere générale, ce type de résistance est variable selon le pays en Europe [192]. L'émergence

de résistance acquise aux médicaments parmi les agents pathogenes fongiques a limité dans

51



Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

certains cas les options thérapeutiques. Il s’agit actuellement d’une préoccupation majeure des

cliniciens en charge de patients a risque élevé de mycoses invasives.

La résistance a un antifongique peut étre de deux types, naturelle ou acquise. La résistance
naturelle concerne certaines espéces fongiques présentant une resistance intrinseque a certains
médicaments voire a tous les antifongiques disponibles. De nombreuses études
épidémiologiques signalent les especes de Scedosporium et Lomentospora (anciennement
Scedosporium) prolificans comme étant a 1'origine d’infections fongiques invasives chez les
patients immunodéprimés. Bien que I’activité antifongique soit variable vis-a-vis de ces espéces
pour différents antifongiques, L. prolificans, quant a lui, est présenté comme résistant a toutes
les thérapeutiques disponibles en clinique [193-195].

A D’inverse, la résistance a un antifongique ou a une classe thérapeutique, peut se développer et
étre acquise apres exposition a ces médicaments. Comme énoncé précédemment, il est apparu
une résistance acquise accrue aux azolés chez différents champignons au cours des dernieres
décennies. Chez Aspergillus fumigatus, le phénoméne de résistance aux azolés est largement
répandu et a été signalé pratiquement dans le monde entier. La résistance a pu se développer
selon deux schémas. L’exposition de souches de 1’environnement d’A. fumigatus a des
composés azolés utilisés comme fongicides et chimiquement similaires aux médicaments
utilisés en clinique est responsable du développement de la résistance aux azolés. De plus,
I'utilisation en clinique d’azolés au long cours chez les patients peut entrainer I’apparition de
résistances et favoriser la survie du champignon. Il est a noter que, selon les données de la
littérature, environ 70 % des patients atteints d'aspergillose résistante aux azolés n'avaient recu
aucun traitement azolé au préalable [196,197]. Les deux principaux mécanismes de la résistance
chez A. fumigatus sont les mutations de la cible, la 14a-stérol déméthylase, et la présence de

zones répétées en tandem au niveau du promoteur du géne codant I’enzyme cible [198].

Chez les champignons, la résistance aux azolés implique de multiples mécanismes. Il peut s’ agir
de (i) modifications qualitatives ou quantitatives de la cible, de (ii) phénomeénes de régulation
du transport de la molécule a travers la membrane (efflux et imperméabilité) ou de (iii)
modifications cellulaires permettant aux champignons une meilleure tolérance de
I’antifongique (diminution de la toxicité, résistance au stress induit par la molécule) (Figure 21)
[184,185,193]. Il a été montré que 1’exposition d’un champignon a un antifongique induit un
stress au niveau des cellules fongiques. Ces derniéres développent alors des mécanismes

d’adaptation immédiate (maintien de I’intégrité cellulaire, mécanismes d’efflux) ou sur le long
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terme (instabilité génomique et diversité génétique), favorisant I’apparition de mutants
résistants [199].
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Figure 21 : Mécanismes de résistance aux azolés chez les champignons

La synthése de 'ergostérol est assurée par une enzyme, la 14a-déméthylase. L’antifongique de la
classe des azolés diminue la synthése de ce composé en inhibant 'enzyme. La résistance aux azolés
implique de multiples mécanismes : (i) modifications qualitatives ou altération de la cible, (ii)
modifications quantitatives ou surexpression de la cible, et (iii) phénomeénes de régulation du transport
de la molécule a travers la membrane (efflux)

1.2. Mutation de CYP51, cible des azolés

Le mécanisme d’action des antifongiques azolés réside dans 1’inhibition de la synthése de
I’ergostérol, constituant majeur de la membrane, I’enzyme cible de ces molécules étant la 14a-
stérol déméthylase [200,201]. La déplétion en ergostérol et 1’accumulation de métabolites
toxiques entrainent la mort cellulaire (Figure 22). Des mécanismes de résistance ont été décrits

pour les genres Candida ou Aspergillus.

Chez Aspergillus fumigatus, le principal mécanisme de résistance aux azolés est la mutation du
gene CYP51 codant pour I’enzyme cible de cette classe d’antifongiques, la 14a-stérol
déméthylase. Il existe deux genes différents, CYP51A et CYP51B, chacun codant des protéines

distinctes. Les principales mutations induisant une résistance aux azolés ont été décrites pour
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CYP51A, au niveau des codons 54, 220 et 98 [202]. Par ailleurs, il a également été décrit des
souches résistantes aux azolés par la présence de zones répétées en tandem de 34, 46 ou 53
paires de bases. Ces zones se situent au niveau de la région promotrice du géne CYP51A. Leur
présence induit une surexpression du géne a 1’origine de la résistance. Il est trés souvent observeé

I’association de ces différents mécanismes de résistance entre eux, altération et surexpression

de la cible [203,204].

La multirésistance du complexe d’espéces Fusarium solani est connue, cependant, il n’existe
actuellement pas de données expliquant la faible sensibilité au voriconazole. Chez le complexe
d’espéces Fusarium solani, la 14a-stérol déméthylase est codée par le géne CYP51 et est

présente sous trois isoformes A, B et C [205].

Peu d'études se sont concentrées sur les complexes d'espéces de Fusarium, et leur résistance
aux azolés utilisés en clinique. Le genre Fusarium étant un phytopathogéne, des études en
biologie végétale sur Fusarium graminearum, un membre du complexe d’espéces Fusarium
sambucinum (FSAMSC), et le complexe FOSC ont montré que le gene CYP51A code une 14-
déméthylase inductible, déterminant la sensibilité aux azolés. Au contraire, CYP51B est une
14-deméthylase impliquée dans la formation des ascospores, mais peu impactée par les
antifongiques. La protéine CYP51C est retrouvée chez Fusarium. Cependant, son réle n'est pas
clairement établi. Des études montrent que CYP51C n'est pas impliquée dans la 14-
déméthylation du stérol, cependant la délétion du gene augmente la sensibilité a certains
inhibiteurs de la déméthylase [206,207].
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Figure 22 : Mécanisme d'action des azolés

Les azolés ciblent I'enzyme de biosynthése de I'ergostérol, la 14a-déméthylase, codée par les genes
CYP51A, B et C chez Fusarium solani. L’inhibition de 'enzyme entraine un arrét de la production
d'ergostérol et 'accumulation de stérols intermédiaires toxiques produits par voie dérivée. Ce stérol
déstabilise la membrane plasmique, inhibant la croissance des champignons (adapté d’aprés Revie
et al., 2018 [208])

1.3. Efflux et transporteurs

Les champignons sont constamment en contact avec des composés toxiques. Il peut s’agir de
molécules synthétisées par d'autres micro-organismes pour limiter la croissance du champignon
sur des ressources partagées et peu abondantes. Ces molécules peuvent également étre produites
comme mécanisme de défense par les hotes, ou il s’agit de substances utilisées en thérapeutique

comme les antifongiques.

Afin de survivre, le champignon développe des mécanismes comme l'efflux actif. Celui-ci
empéche 1’accumulation intracellulaire du composé et, par conséquent, induit une tolérance
voire une résistance du champignon a la molécule. La littérature décrit plusieurs transporteurs
impliqués dans la pathogénicité des champignons et la résistance aux antifongiques. Les deux
categories principalement responsables de ces mécanismes sont les transporteurs de la famille
ABC (ATP-Binding Cassette) et MFS (Major Facilitator Superfamily) [209]. Ensemble, ils
représentent environ la moitié des génes présents codant des transporteurs au niveau des

génomes fongiques.
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Selon la littérature, il existe 9 superfamilles de protéines ABC, ABCA a ABCI [210]. Les
protéines appartenant aux catégories ABCE, ABCF et "ABCG other" sont solubles, tandis que
les autres familles ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCH et ABCI sont des transporteurs
transmembranaires. La quantité de transporteurs ABC chez les champignons filamenteux est
généralement deux a trois fois plus importante que chez les levures [211-213]. Cependant, pour
la plupart d’entre eux, la fonction biologique des transporteurs ABC reste inconnue. De plus,
aucune corrélation entre la quantité de ces transporteurs dans les génomes fongiques et la

pathogénicité du champignon n’a été mise en évidence [209].

Un grand nombre d’études se sont intéressées a la résistance aux azolés chez le genre Candida
[214-216]. L’utilisation d’inhibiteurs de pompes d’efflux entrainerait une diminution de la
valeur des CMI a I’antifongique pris en charge par ce mécanisme de transport. La délétion du
géne codant la protéine d’efflux a permis également de restaurer un profil de sensibilité de type
sauvage Vis-a-vis de la molécule antifongique. Des transporteurs et d’autres protéines d’efflux

pourraient jouer un réle dans la résistance aux antifongiques chez le genre Fusarium [217-220].

1.4. Coiit d’adaptation ou « Fitness cost »

Pendant longtemps, il était admis que la résistance aux antimicrobiens entrainait un co(t
d’adaptation pour le germe au moment de I’apparition de la résistance. Le maintien de la
résistance en I’absence d’antimicrobien était également dépendant de ce colt. La résistance
implique généralement ce qui est appelé un « fitness cost », I’acquisition d’une résistance se
faisant au dépend du développement du microorganisme ou de sa virulence. 1l a été montré que
I’altération d’une cible antibactérienne chez Escherichia coli pouvait avoir un effet négatif sur

sa fonction primaire.

Bien que les connaissances sur les cofits d’adaptation de la résistance aux antifongiques soient
encore incomplétes, 1’évolution permettrait de compenser certains cotts d’adaptation par des
mutations ultérieures. Certaines résistances apporteraient un avantage en terme d’adaptation
pour le champignon [221-223]. Le maintien de la résistance chez les champignons peut
s’expliquer par la diploidie de certaines espéces. En effet, le colt de 1’adaptation par mutation

sur un chromosome réduisant la sensibilité a un antifongique peut étre diminué par la
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conservation du géne non muté sur I’autre chromosome, maintenant la fonction originale du
géne [224].

Plusieurs éetudes sur les levures du genre Candida ont fait état d’une augmentation et d'une
diminution de la capacité d'adaptation, mais également de disparités entre les modeles in vitro
et in vivo [225-228].

Chez certains filamenteux, le «fitness cost » a été décrit comme minime voire totalement
absent. En effet, chez Aspergillus fumigatus porteur de la mutation G54W ou M220K dans
CYP51A, les capacités de croissance et de conidiogénese étaient similaires a celles des souches
non mutées. Les mémes constatations ont été faites sur les études de compétition en I'absence
d'azolés, il n’y avait aucun cott d’adaptation in vitro ou in vivo par rapport a la souche parentale
[229].

Les modeles murins sont souvent utilisés dans la recherche sur 1’aspergillose invasive.
Cependant, devant I'impact bioéthique de I'expérimentation animale classique, de nouveaux
mode¢les d’hotes invertébrés ont vu le jour, comme Galleria mellonella, communément appelé
la fausse teigne de la cire ou teigne de ruches. De plus, les données de la littérature suggérent
que les réponses immunitaires sont communes et anciennes phylogénétiquement parlant et donc
présentes dans 1’ensemble du régne animal, vertébrés et invertébrés [230]. La forme larvaire de
G. mellonella présente de nombreux avantages dans 1’étude de la virulence fongique (facilité
de manipulation, co(t faible, entretien simple) et elle a déja été utilisée pour étudier la virulence

du genre Aspergillus et Fusarium [48,231-233].
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2. PROBLEMATIQUE

Agent étiologique de mycoses invasives, le complexe d’espéces Fusarium solani est redouté en
pathologie humaine de par son mauvais pronostic. L’arsenal thérapeutique pour le traitement
des fusarioses est trés limité, ces champignons étant de sensibilité diminuée a la plupart des
antifongiques. A ce jour, le traitement de référence des fusarioses est le voriconazole, plus ou
moins associé a I’amphotéricine B [234,235]. Malgré ces recommandations, de nombreuses
études ont montré une grande variabilité de sensibilité au voriconazole [142,236,237]. La prise
en charge thérapeutique est complexe du fait de la variabilité des CMI au voriconazole au sein
du complexe mais également de I’absence de corrélation entre les effets observés in vitro et

ceux in vivo.

La caractérisation des mécanismes de résistance impliqués dans la diminution de sensibilité du
complexe d’espéces F. solani aux azolés est essentielle pour la prise en charge de la fusariose.
Leur compréhension permettrait d’adapter le traitement de ce pathogéne multi-résistant, voire

de proposer de nouvelles alternatives thérapeutiques.

Le projet RAFU (Résistance aux Azolés chez Fusarium) s’est articulé autour de différentes
approches. Il conviendra tout d’abord de caractériser les souches de F. solani utilisées pour
cette étude, en évaluant la concentration minimale inhibitrice (CMI) aux différents
antifongiques azolés. Une étude de potentiels cotits d’adaptation a été ensuite réalisée avec une
approche in vitro par 1’étude de courbes de croissance et une approche in vivo en utilisant le
modéle invertébré Galleria mellonella. L’impact d’un traitement par voriconazole sur la survie
des larves a également éte évalué sur différentes souches de CMI variables. Suite a ces
premieres étapes, I’étude des mécanismes de diminution de sensibilité a été organisée autour de
trois axes : (i) modification qualitative par mutation de CYP51, (ii) modification quantitative

par variation d’expression de CYP51, et (iii) phénomeénes d’efflux.
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3. DETERMINATION DES CMI

3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Souches étudiées

Dix-sept souches du complexe d’espeéces Fusarium solani ont été étudiées. Le Tableau 4

récapitule les différentes informations de ces souches (hnuméros de référencement, origines et

génotypes).

Tableau 4 : Souches utilisées pour le projet RAFU (caractéristiques et génotypes)

Origine
{:;::;ﬁf;gon rNélf:lc?rl:rl;:ecrlnient Génotype! Localisation Géographie
FSSC20 CBS 124901 2-w Peau France
FSSC21 CBS 124631 1-b Ongle France
FSCC25 CBS 124895 5-0 Peau France
FSSC29 CBS 124889 2-d Ongle France
FSSC36 CBS 124890 5-v Ongle France
FSSC45 CBS 124898 2-d Peau Gabon
FSSC47 CBS 124892 20-f Ongle Gabon
FSSC86 CBS 102824 25-d Fragment de plaque Colombie
FSSC90 CBS 208,29 25-d Plante (jacinthe) Allemagne
FSSC98 CBS 119996 5-kk Plante (carotte) Hollande
FSSC99 CBS 119223 21-f Plante (carotte) Espagne
FSSC102 CBS 115659 21-c Plante (pomme de terre) Allemagne
FSSC111 CBS 115660 21-d Plante (pomme de terre) Egypte
FSSC112 CBS 115658 21-e Plante (pomme de terre) Israél
FSSC115 CBS 109028 28-c Nodule sous cutané Suisse
FSSC118 CBS 224,34 1-b Ongle Cuba
FS5C121 CBS 117608 6-f Peau Turquie

1 Génotypes selon la classification de O’Donnell et al. [138]

Les souches ont été cultivées sur milieu de Sabouraud gélosé (Sigma Aldrich) a 30°C. Elles ont

été stockées et conservées dans un mélange contenant 1 mL de glycérol et 1 mL d’eau

physiologique a -20°C.
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3.1.2. Préparation des solutions antifongiques

Les antifongiques étudiés sont le voriconazole (VRZ), I’itraconazole (ITZ), le posaconazole
(PSZ) et I’isavuconazole (IVZ), solubilisés dans du diméthylsulfoxide et conservés a - 20°C,
selon le protocole CLSI M38-A2 [238].

La gamme de concentrations s’étend de 0,03 a 16 ug/mL. Une seconde gamme de
concentrations pour 1IVZ allant de 2 & 128 pug/mL a également été réalisée afin de mesurer plus
précisement les CMI précédemment trouvees supérieures a 16 pg/mL pour certaines souches.
Il n’a pas pu étre réalisé de gammes de concentrations supérieures a 16 pug/mL pour PSZ et ITZ

du fait de leur faible solubilité en solution aqueuse.

3.1.3. Préparation de 1’inoculum

Les souches fongiques ont été mises en culture sur milieu de Sabouraud dextrose bouillon
(SBD) gélose, afin de favoriser la conidiogénéese. Les cultures ont été incubées a 30°C pendant
48 a 72 h. Une suspension de la souche a été préparée dans une solution NaCl 0,9 % par grattage
de la culture. Apres filtration sur papier Miracloth pour éliminer les filaments et autres grosses
particules, la suspension de conidies a été transférée dans un tube stérile, et homogénéisée par
agitation au vortex. La concentration de 1’inoculum a été ajustée afin d’obtenir une densité

optique (DO) (A =530 nm) entre 0,15 et 0,17.

Une dilution au 1:50éme de cette suspension a été réalisée afin d’obtenir la solution de travail,
avec un inoculum compris entre 0,4 et 5.10* unités formant-colonie par millilitre (UFC/mL).
L’inoculation de la plaque se fait par ajout de 100 uL de cette suspension diluée dans chaque
puits, excepté le puits controle négatif (remplacé par 100 uL d’eau stérile). La plaque est
incubée a 35°C pendant 48 h. Selon les recommandations du CLSI M38-A2, pour chaque
plaque 96 puits, une souche contrdle (Fusarium falciforme ATCC MYA3636) est testée en
parallele de celles etudiées.
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La densité de I’inoculum est vérifiée par ensemencement au rateau de 10 pL d’une dilution au
1:10eme de la solution de travail sur un milieu gélosé SBD. Les colonies sont dénombrées a 24
h et 48 h d’incubation a 30°C. L’inoculum est considéré comme conforme pour une valeur

comprise entre 4 et 50 UFC/mL.

3.1.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et

effectrices en microdilution

La détermination de la CMI, effectuée selon la méthode de référence CLSI M38-A2 [238], se
fait par lecture du fond de la plaque grace a un miroir et correspond a la concentration pour

laquelle il est observe 100 % d’inhibition de croissance fongique.

Chaque souche a été testée en triplicat (réplicat biologique) et pour chaque détermination de

CMI, les souches ont été testées en duplicat (réplicat technique).

La concentration minimale effectrice (CME) est la plus faible concentration d’antifongique qui
entraine des changements macroscopiques au niveau de la croissance filamenteuse par rapport
a la croissance dans le puits contréle. Les CME pour chaque souche ont été évaluées en méme
temps que les CMI, par observation microscopique des puits de la microplaque au microscope

inversé.

Les représentations graphiques de ces données ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad

Prism version 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California USA).

3.2. Résultats

Le voriconazole est I'antifongique avec des variabilités de CMI les plus importantes entre les
souches allant de 2 et 16 pg/mL et présentant une médiane de 8 pg/mL (Figure 23). Huit
souches parmi 17 (47 %) ont une valeur de CMI au VRZ a 8 pug/mL.
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Toutes les souches présentent des CMI élevées pour l'itraconazole et le posaconazole avec des
valeurs supérieures a 16 pg/mL, sauf FSSC20, avec une CMI au PSZ de 8 pg/mL. La
détermination de la valeur exacte des CMI supérieures a 16 ug/mL pour ITZ et PSZ n’a pas pu

étre réalisée en raison du manque de solubilité des agents azolés.

Comme le voriconazole, l'isavuconazole présente une variabilité de sensibilité au sein des
différentes souches. Sa médiane de CMI est de 16 pg/mL (intervalle de valeur de 4 a 64 pg/mL)
(Tableau 5). Les CMI pour la souche de contréle de qualité sont dans la plage attendue pour

chaque expérience.

L’observation au microscope inversé des puits de la plaque montre que les CME des 17 souches

correspondent aux valeurs de CMI retrouvées précédemment.
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Figure 23 : Distribution des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) (ug/mL) aux différents
antifongiques pour les 17 souches de FSSC (VRZ : voriconazole, ITS : itraconazole, PSZ :
posaconazole, IVZ : isavuconazole, * : valeurs de CMI supérieures a 16 pg/mL, axe des ordonnés en
échelle logarithmique de 2 (log2))

Tableau 5 : Médiane et intervalles des CMI aux antifongiques

. . CMI (pg/mL)
Antifongiques Médiane Intervalle
Voriconazole 8 2-16
Itraconazole >16 /
Posaconazole >16 /
Isavuconazole 16 4-64
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3.3. Discussion

La détermination des CMI dans notre panel de souches FSSC a montré une faible sensibilité
aux azolés utilisés en pratique clinique et une grande variabilité de sensibilité au voriconazole
et a l'isavuconazole (les valeurs de CMI variant respectivement de 2 & 16 et de 4 a 64 pg/mL).
Les valeurs de CMI retrouvées étaient proches de celles décrites dans la littérature avec un

intervalle allant de 1 & 16 pg/mL pour les espéces du complexe Fusarium solani [36,133,239].

Ces résultats ont également révélé que toutes les souches FSSC présentaient des CMI a
I”'itraconazole et au posaconazole supérieures a 16 pg/mL, a I'exception de la souche FSSC20
qui avait une CMlpsz de 8 pg/mL. Cette observation a également été rapportée dans d'autres
études [133,234]. Tortorano et al. ont montré des résultats comparables pour le posaconazole
puisque la majorité de leurs souches FSSC présentaient des CMI de 16 pg/mL, a I'exception

d'une souche pour laquelle la CMI était de 1 pg/mL [235].

Concernant l'isavuconazole, les résultats ont montré un intervalle de valeurs de CMI plus large,
de 4 2 64 pg/mL. La plupart des essais évaluant 1’activité antifongique de 1’isavuconazole Vis-
a-vis de Fusarium spp. ont montré des valeurs de CMI souvent supérieures a 16 voire a 32
pg/mL [145,181,234,240]. Les résultats de notre étude confirment les valeurs de CMI élevées
précédemment rapportées et ont révélé que 64 % des souches FSSC présentaient des CMI

supérieures ou égales a 16 pg/mL.
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4. ANALYSE DU FITNESS COST

4.1. Matériels et méthodes

4.1.1. Courbe de croissance

Sept souches de FSSC ont été étudiées (Tableau 6, souches soulignées). Pour chaque souche,
une suspension a 10° conidies/mL a été préparée dans une solution de RPMI (Sigma-Aldrich®,
Merck, Allemagne). Sur une plaque de 96 puits, un inoculum de 200 pL a été déposé par puits.
Pour une souche, 8 puits sont inoculés. Le témoin négatif correspond a 8 puits témoin contenant

uniquement du milieu de culture RPMI.

La plaque a été ensuite incubée dans un lecteur d’absorbance thermostaté a 30°C. Une lecture
de I’absorbance a 530 nm a été réalisée automatiquement toutes les heures pendant 72 heures.
La valeur retranscrite pour les résultats correspond a la moyenne des 8 puits par lecture soustrait

de la moyenne de 1’absorbance des 8 puits témoin avec du RPMI seul.

Pour chaque souche, 1’étude a été faite sur 2 réplicats biologiques dont 8 réplicats techniques a

chaque expérience.

4.1.2. Etude de la virulence des souches FSSC par le modeéle

Galleria mellonella

Afin d'évaluer la virulence des différentes souches, une détermination de la survie de 1’hote
aprés infection a été effectuée a I'aide du modele invertébré Galleria mellonella (Figure 24A).
Les larves de G. mellonella (Kreca Ento-Feed BV, Pays-Bas) ont été conservées a 1’obscurité

atempérature ambiante dans des boites adaptées contenant de la nourriture avant d'étre utilisées.

La sélection des larves s’est faite sur la base (i) d'une mobilité normale avec la capacité de se
retourner sur la face ventrale, (ii) d'une couleur uniforme et (iii) d'un poids compris entre 200
et 400 mg. Les larves ont été réparties au hasard par groupe de 8 ou 10, pour chaque série

d'expériences.
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Concernant les souches de FSSC, une suspension de 107 conidies par mL a été préparée dans
du PBS (Sigma-Aldrich®, Merck, Allemagne). L’infection a été reproduite par I’injection de 10
pL de la suspension préecédemment préparée, a I’aide d’une aiguille, au niveau d’une ventouse
ou «proleg » du dernier métameére (Figure 24B). Le champignon, se retrouvant alors dans
I’hémolymphe de la larve, qui constitue un environnement stérile, va provoquer une infection

fongique invasive. Aprés inoculation, les larves ont été incubées dans I'obscurité & 37°C.

La mortalité a été évaluée quotidiennement pendant quatre jours avec comme critéres
d’observation I'absence de capacité de retournement associé ou non a une mélanisation (Figure
24C). Pour chaque expérience, deux groupes de contrble ont été réalisés : un groupe ne recevant
aucune injection et un autre groupe subissant une injection contenant seulement le milieu de la

suspension fongique (PBS).

Les expériences ont été réalisées sur 13 souches différentes et les résultats ont été regroupés
pour l'analyse statistique par valeurs de CMI (CMI basses de VRZ a 2-4 pg/mL et CMI hautes
de VRZ a 8-16 pg/mL) et par origine de la souche (clinique versus environnement) (Tableau
6). Chaque souche a été évaluée 2 fois sur un groupe de 8 ou 10 larves. Une analyse de Kaplan-
Meier a été réalisée a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 5.01 (GraphPad Software, San

Diego, California USA) avec calcul du log-rank (risque alpha 0,05).
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Figure 24 : Modéle invertébré in vivo : Galleria mellonella

A. Photographie d’'une larve de Galleria mellonella, face dorsale et face ventrale. B. Injection d’'un
inoculum a une larve : l'aiguille est insérée a I'intérieur d’'une ventouse ou « proleg ». C. Photos de
différents stades de mélanisation d’'une larve (diminution de viabilité de la larve de gauche a droite).
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Tableau 6 : Souches utilisées pour I'étude de survie in vivo (13 souches) et pour I'étude de croissance
(7 souches soulignées) (références et CMI au voriconazole (CMIvrz), bleu : groupe CMI 2-4 pg/mL,
orange : groupe CMI 8-16 pg/mL)

Identification laboratoire Numéro de référencement CMIvrz (ug/mL)  Origine
FSSC20 CBS 124901 2 Clinique
FSSC102 CBS 115659 2 Environnement
ESSC111 CBS 115660 2 Environnement
FSSC26 CBS 124896 4 Clinique
FSSC45 CBS 124898 4 Clinique
FSSC98 CBS 119996 4 Environnement
FSSC21 CBS 124631 8 Clinique
FSCC25 CBS 124895 8 Clinique
FSSC29 CBS 124889 8 Clinique
FSSC86 CBS 102824 8 Environnement
FSSC118 CBS 224,34 8 Clinique
FSSC121 CBS 117608 8 Clinique
FSSC47 CBS 124892 16 Clinique

4.1.3. Examen anatomopathologique d’une larve de Galleria

mellonella infectée par FSSC

Des larves de G. mellonella ont été infectées par inoculation d’une suspension de 10°

conidies/mL de la souche FSSC86. Les larves ont été euthanasiées et conservées dans du

formol, apres 24 heures d'incubation a 37°C a I’obscurité.

Une coupe sagittale suivie de colorations de Gomori-Gorcott (GG) et d’Hémalun-Eosine-

Safran (HES) ont été réalisées par le laboratoire d'anatomopathologie afin de procéder a un

examen microscopique.

4.1.4. Etude de la sensibilité des souches FSSC aux antifongiques

in vivo dans le modéle Galleria mellonella

Différentes doses de solutions commerciales de voriconazole VFEND® (8, 16, 32 et 64 ug) ont

été utilisées pour déterminer la dose efficace d'antifongiques a utiliser. Les solutions meres

d’antifongique aux différentes concentrations ont été préparées dans du NaCl 0,9 %. Un volume
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de 10 pL de solution antifongique a été injecté deux heures apres I'infection par la souche FSSC
au niveau du « proleg » opposé a celui utilisé pour I’injection de I’inoculum. La dose la plus
efficace, présentant une meilleure survie associée a une absence de toxicité, a été retenue pour

les étapes suivantes de I'étude.

L'activité antifongique in vivo a été déterminée sur les souches FSSC20, FSSC29, FSSC47,
FSSC86, FSSC98, FSSC102, FSSC118, FSSC121. Une premiere étape consistait a inoculer 10
uL d’une suspension de 107 conidies/mL de la souche d’intérét chez les larves de G. mellonella
(groupes de 8 a 10 individus). La solution antifongique a la dose efficace précédemment

déterminée était ensuite injectée 2 heures apres ’infection.

Le controle de la survie a été effectué quotidiennement pendant quatre jours. L’analyse des
résultats a été réalisée sur 2 groupes (avec et sans voriconazole). Pour chaque expérience, deux
groupes de contrble ont été réalisés : un groupe recevant une injection du milieu de suspension
(PBS) et un autre groupe avec injection d’antifongique a la dose optimale. Chaque souche de
FSSC a été évaluée deux fois (réplicat biologique) sur des groupes d’individus constitués de 8
a 10 larves chacun. Une analyse de Kaplan-Meier a été réalisée a l'aide du logiciel GraphPad
Prism version 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California USA) avec calcul du log-rank

(risque alpha 0,05).

4.2. Résultats

4.2.1. Courbe de croissance

Chague souche montre une courbe de croissance qui lui est spécifique. En effet, la souche
FSSC26 montre un début de croissance tardif, aprés 36 heures de culture, alors que la souche
FSSC121 commence a croitre en tout début de culture (Figure 25).

Il n’a pas été observé de différences entre les courbes de croissance réalisées avec les souches
d’un méme groupe de CMI au voriconazole, soit 2-4 pg/mL et 8-16 pg/mL. De maniére
géneérale, une croissance débutant entre 8 et 12 heures de culture a été observee, puis une phase

réguliére de croissance pour finir par un plateau autour de 60 heures de culture (Figure 26).
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Les souches présentant une faible CMI au voriconazole ne semblent pas se développer plus

rapidement que celles a forte CMI, dans des conditions in vitro.
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Figure 25 : Courbes de croissance des différentes souches FSSC

-- FSSC21

- FSSC26

--- FSSC29

-- FSSC111

-- FSSC118

- FS§SC121
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Figure 26 : Courbes de croissance des souches FSSC évaluées (moyenne : courbe rouge) ou
réparties selon leur concentration minimale inhibitrice au voriconazole (2-4 pg/mL : courbe verte et 8-
16 pg/mL : courbe bleue)

4.2.2. Etude de la virulence des souches FSSC par le modeéle

Galleria mellonella

Aprés inoculation d’une suspension de 107 conidies/mL pour chacune des 13 souches de
Fusarium solani, la mortalité des larves de G. mellonella a été évaluée quotidiennement pendant

4 jours.

Dans le groupe de larves n’ayant subi aucune injection (contrdle) et celui des larves inoculées
avec du PBS, la mortalité était quasi nulle (taux de mortalité de 0 % et 2 % respectivement pour

le groupe contréle et le groupe PBS).

Le taux de mortalité a 1 jour était de 68 % pour le groupe de larves infectées avec des souches
du groupe CMI 2-4 ug/mL, et de 51 % pour le groupe CMI 8-16 pg/mL. Au 4™ jour, le taux
de mortalité était égal a 95 % pour les deux groupes. Les souches de Fusarium solani résistantes
au voriconazole (CMI 8-16 pg/mL) semblent présenter une virulence plus faible a celles
présentant une CMI plus faible au voriconazole (Figure 27). Ces résultats suggerent une
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tendance au « fitness cost » entre virulence et résistance aux antifongiques pour les souches du

complexe d’especes Fusarium solani.

La virulence des souches FSSC a également été évaluée selon 1’origine des souches. Ainsi, le
groupe des larves infectées par des souches cliniques, toute valeur de CMI confondu, présente
un taux de moralité au 2™ jour de 82 %, contre 65 % pour celui correspondant aux souches
environnementales. La virulence des souches cliniques est significativement plus importante

que celle des souches environnementales, selon le test Log-rank (p=0.003) (Figure 28).
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Figure 27 : Courbes de survie de groupes de larves de G. mellonella inoculées avec des souches de
FSSC réparties selon leurs concentrations minimales inhibitrices au voriconazole (CMI)

(contréle : larves non infectées, PBS : larves non infectées avec injection de PBS, CMI 2-4 : larves
infectées par des souches FSSC a CMI faible, CMI 8-16 : larves infectées avec des souches a CMI
élevée). Les données de deux réplicats biologiques ont été regroupées. Nombre de larves =112, 160,
114, 166 respectivement pour les conditions contréle, PBS, CMI 2-4 et CMI 8-16
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Figure 28 : Courbes de survie de groupes de larves de G. mellonella inoculées avec des souches de
FSSC réparties selon leurs origines cliniques ou environnementales

(contréle : larves non infectées, PBS : larves non infectées avec injection de PBS, clinique : larves
infectées par des souches FSSC isolés en clinique, environnement : larves infectées avec des
souches FSSC isolées de I'environnement). Nombre de larves = 112, 160, 184, 95 respectivement
pour les conditions contrdle, PBS, clinique et environnement

4.2.3. Description anatomopathologique de I’infection a Fusarium

chez Galleria mellonella

L'analyse histopathologique a révélé I’infection invasive chez les larves non traitées infectées
par la souche de Fusarium FSSC86. Apres coupe sagittale de la larve infectée, la coloration de
Gomori-Grocott met en évidence dans différentes zones tissulaires de la larve des filaments
septés ainsi que des spores en cours de germination (Figure 29). L'infection est disseminée dans
différentes parties des larves. La coloration a I’Hémalun-Eosine-Safran (HES) permet

également d'observer des éléments fongiques au sein du granulome avec différentes cellules
mononuclées.
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Figure 29 : Histopathologie de larves de Galleria mellonella infectées par la souche FSSC86 24
heures aprés inoculation. Les larves n'ont pas été traitées par du voriconazole. Observation de
filaments septés et spores en cours de germination (coupe sagittale aprés coloration de Gomori-
Grocott (A) et a 'lHémalun-Eosine-Safran HES (B))

73



Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

4.2.4. Etude de la sensibilité aux antifongiques in vivo dans le

modele Galleria mellonella

Pour chaque souche testée, les larves infectées ont été traitées avec 64 g de VRZ, 2 heures
apres l'infection. Dans les groupes témoins de larves non infectées ayant subi une injection de
PBS ou une injection de VRZ, la mortalité était de 6 et 14 % respectivement, sans différence

significative selon le test de Log-rank (risque alpha 0,05).

Les résultats montrent une différence significative (p=0,02) dans la survie moyenne entre les
larves infectées non traitées et celles infectées et traitées par VRZ. Le groupe non traité présente
un taux de survie & 9 % au 4°™ jour, contre 5 % pour le groupe traité (Figure 30). Ces données
sont en opposition avec le principe de traitement, I’utilisation de voriconazole favorisant la mort

des larves infectées.

La comparaison des souches en fonction de leurs CMI n’a pas montré de différence significative
entre les groupes de larves infectées traitées ou non (Figure 31). Le taux de mortalité au 4™
jour était respectivement de 91 % et 94 % pour le groupe de larves infectées par des souches
présentant une CMI entre 2 et 4 pg/mL (p=0,2). Concernant le groupe avec CMI compris entre
8 et 16 pg/mL, la mortalité au 4°™ jour était de 91 % pour le groupe non traité et 96 % pour le

groupe traité (p=0,06).

Les résultats obtenus sur modele in vivo avec G. mellonella ne montrent pas de bénéfice d’un
traitement par voriconazole lors d’une infection a Fusarium, et ce quel que soit le profil de

sensibilité de la souche vis-a-vis de 1’antifongique.
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Figure 30 : Courbes de survie de larves de G. mellonella infectées par les souches de FSSC et
traitées avec 64 ug/larve de voriconazole 2 h apres l'infection

(PBS : larves apreés injection de PBS, VRZ : larves non infectées et traitées par voriconazole (64
pg/larve), FSSC : larves infectées et non traitées, FSSC + VRZ : larves infectées et traitées par
voriconazole (64 ug/larve). Nombre de larves = 48 pour PBS et VRZ, 192 pour FSSC et 182 pour
FSSC + VRZ)
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Figure 31 : Courbes de survie de groupes de larves de G. mellonella infectées par les souches de
FSSC réparties selon leurs concentrations minimales inhibitrices au voriconazole (CMI) et traitées
avec 64 ug/larve de voriconazole 2 h aprés l'infection

(Contréle : larves non infectées, PBS : larves aprés injection de PBS, VRZ : larves apres injection de
voriconazole (64pg/larve), CMI 2-4 : larves infectées par des souches FSSC a CMI faible et non
traitées, CMI 2-4 + VRZ : larves infectées par des souches FSSC a CMI faible et traitées par
voriconazole (64 pg/larve), CMI 8-16 : larves infectées avec des souches a CMI élevée et non traitées,
CMI 8-16 + VRZ : larves infectées par des souches FSSC a CMI élevée et traitées par voriconazole
(64 pg/larve). Nombre de larves = 96 pour les contrdles, 48 pour les groupes PBS et VRZ 76 pour les
2 groupes CMI 2-4, 116 et 106 respectivement pour les groupes CMI 8-16 non traitées et traitées)

4.3. Discussion

Il a été clairement établi que la résistance vis-a-vis d’agents anti-infectieux entrainait un codt
d’adaptation chez les microorganismes comme les bactéries. Ce « fitness cost » peut se traduire
par une croissance plus longue ou des difficultés d’adaptation a certains milieux nutritifs.
Cependant, ces constats ne sont pas toujours observés chez les filamenteux. Les résultats
présentés précédemment montrent qu’en 1’absence d’exposition a un antifongique, les souches
de Fusarium solani possédent un profil de croissance spécifique mais comparables quelle que
soit la valeur de CMI au voriconazole. Les mémes constats ont été observés dans une étude sur
Fusarium graminearum. Bien que certains mutants présentaient un développement mycélien
réduit de 50 %, signe d’un colit d’adaptation du champignon, la plupart des mutants possédait

une pathogénicité identique a celle de leurs isolats parentaux [241].
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Une étude utilisant le modele invertébré G. mellonella a montré que la virulence du genre
Fusarium était dépendante de nombreux facteurs. La température d’incubation des larves
infectées a un impact sur la rapidité de la mortalité, les isolats étant létales plus rapidement a
30°C que celles incubées a 37°C. En plus de la température, la virulence dépend de la souche
de Fusarium en elle-méme, de I’inoculum injecté et de la morphologie des conidies, les

macroconidies étant plus virulentes.

Peu d’études se sont intéressées a 1I’heure actuelle au « fitness cost » chez le complexe d’espéces
Fusarium solani. Cependant, certains travaux sur Aspergillus fumigatus ont rapporté les mémes
observations. Les équipes de Valsecchi et al., et Gomez-Lopez et al., ont montré que les
capacités de croissance et la conidiogénése des souches d’A. fumigatus résistantes aux azolés
étaient similaires a celles des souches parentales ou sensibles aux azolés. Ces données suggérent
I’absence de « fitness cost » négatif in vitro chez des souches d'A. fumigatus résistantes aux
azolés. Valsecchi et al. ont également pu constater les mémes observations dans un modéle
murin in vivo [229,242].

Un modele mimant une fusariose invasive in vivo a été realisé en utilisant la larve de Galleria
mellonella pour évaluer la virulence de Fusarium et 1’efficacité du voriconazole in vivo. Ce
modéle a déja été décrit dans la littérature et utilisé pour I’étude de 1’aspergillose invasive [231—
233,242]. Tout comme les résultats de virulence obtenus avec Fusarium solani, I'acquisition de
mécanismes de résistance aux azolés ne semble pas avoir d'impact sur la virulence chez A.
fumigatus. En effet, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence dans la survie
moyenne entre les larves infectées par la souche de type sauvage et celles infectées par les
souches résistantes, quelles que soient les modifications au niveau du géne CYP51A. Il a
également été montré une augmentation progressive de la charge d'Aspergillus pendant la durée
de l'infection par biologie moléculaire. La charge fongique, aprés 72h d’infection, variait de
27,7 2 53,9 ng d’ADN par gramme de larve, sans différence statistiquement significative entre
les souches mutantes et celle de type sauvage [242]. L’équipe de Jemel a également montré que
la pathogénicité de 3 isolats cliniques d’A. fumigatus de profils de sensibilité différents au

voriconazole était strictement identique pour un méme inoculum infectant [232].

Les résultats de notre étude ont montré qu’une souche FSSC isolée d’un prélévement clinique
présentait une virulence accrue par rapport a une souche issue de I’environnement. Des données
similaires ont été observées dans une étude sur A. fumigatus utilisant un autre modele

d’évaluation de la virulence [243]. Cependant, I’équipe de Coleman a également étudi¢ la
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virulence de Fusarium grace au modele in vivo de Galleria mellonella. Les auteurs concluent
que la virulence des souches de Fusarium spp. étudiées était similaire, quelle que soit l'origine

de Il'isolat, clinique ou environnementale [48].

En plus de 1’étude de la pathogeénicité in vivo, l'utilisation des larves de G. mellonella peut
également étre étendue au suivi des effets des antifongiques lors d’infections [244]. La présente
étude n’a pas montré le bénéfice d’un traitement par voriconazole pour des larves infectées par
Fusarium solani, que I’isolat présente une CMI au voriconazole élevé ou faible. L’analyse
statistique tend & montrer une mortalité plus élevée dans le groupe traité par voriconazole. A
I’opposé, plusieurs études sur A. fumigatus ont confirmé I’effet antifongique des molécules
actuellement utilisées en thérapeutique humaine grace au modeéle G. mellonella. Ainsi,
I'administration de I’amphotéricine B entraine une réduction de la mortalité des larves de
maniere dose-dépendante, avec un taux de survie de 90 % contre moins de 10 % pour les
témoins non traités dans certaines études [232,245]. L’effet du voriconazole a également été
étudié et a montré, pour une dose donnée, une efficacité plus importante chez les larves
infectées par des isolats sensibles au voriconazole. Des doses plus importantes de voriconazole,
parfois supérieures a celles utilisées chez I’homme, devaient étre employées afin d’améliorer le

temps de survie des larves infectées par des souches résistantes a I’antifongique [232,246,247].

Les lésions fongiques observées chez G. mellonella correspondent a une infection de type
granulome. Bien que disséminés sur I’ensemble de la larve, des grains, constitués de matériel
fongique et de cellules nuclées, ont été observes au microscope. Le monitoring de 1’étendue de
I’infection a Fusarium est donc difficilement réalisable par des ponctions d’haemocéle.
L’utilisation de broyats tissulaires de larve permettrait une exploration plus précise. De plus,
I’infection de larve par une souche exprimant une protéine fluorescente pourrait étre une
approche intéressante. En effet, Navaro et al, a utilisé des souches de Fusarium oxysporum
exprimant la protéine fluorescente verte ou GFP (Green Fluorescent Protein). L’infection de
larve de G. mellonella par ces souches a permis de suivre 1’évolution et le développement du
champignon au cours du temps. Une fois la larve morte, une colonisation entiere du corps a été

observeé avec une production d’hyphes aériens émergeant des ouvertures [248].
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5. MODIFICATION QUALITATIVE DE LA CIBLE

5.1. Matériels et méthodes

5.1.1. Amplification et séquencage des genes CYP51A,Bet C

Aprés extraction de I’ADN grace au kit Monarch Genomic DNA Purification (New England
Biolabs® Inc., Ipswich, MA, Etats-Unis), les genes CYP51A, CYP51B et CYP51C ont été
amplifiés grice au kit Taq’Ozyme Purple Mix 2 (Ozyme, Saint-Cyr-1’Ecole, France) en utilisant
des amorces décrites dans I’article de James, et al [249]. Leurs séquences sont présentées dans

le Tableau 7. Le séquencage selon la méthode Sanger a été realise par la société
EurofinsGenomics.

Tableau 7 : Amorces utilisées pour amplifier les génes CYP51A, CYP51B et CYP51C

Désignation Séquence (5'-3")

CYP51A-F1 ATCGCAAACAGCCAACTGGA
CYP51A-F2 TAAAAGCCCTCCGTGTTCCTC
CYP51A-R1 GTGCAACCCATCAAGTTGGC
CYP51A-R2 TCTAGAATGCCAATAGTAGA
CYP51B-F1 GCTCTCAACAGCAACAACCTTCTAC
CYP51B-F2 AGCCCATGATAGTTCATGAAGATCG
CYP51B-R TCCAAGACACACATCATCTCATTCC
CYP51C-F1 AAACGAATGATGCTGACAGTCTGAC
CYP51C-F2 TCACCATCTACACCGCTTCCGGCTC
CYP51C-R CGGCGAGAGGTTCAATTCCGATTAG

5.1.2. Analyse bioinformatique

Les analyses de séquences et leurs alignements ont été réalisés grace au logiciel Geneious
Prime® (Geneious v2021.1) et comparés aux bases de données NCBI BLAST [250]. Les
séquences obtenues ont été comparées a celles décrites pour la souche Fusarium vanettenii
mpV1 77-13-4 (Tableau 8). Les ARNm de différentes souches ont été obtenus par alignement
des sequences SANGER vis-a-vis des séquences ARNm de CYP51A, CYP51B, et CYP51C de
Fusarium vanettenii mpVI 77-13-4 (Tableau 8).
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Une fois I’épissage réalisé, les séquences ARNm des souches sont traduites et les séquences

protéiques obtenues sont alignées et comparées entre elles via le logiciel Geneious Prime®.

Tableau 8 : Références des génes et ARNms de Fusarium vanettenii mpVI 77-13-4 utilisés dans cette

étude
Isoformes Geéne ARNm
CYP51A NECHADRAFT_43488 (1583 bp) XM_003045158.1 (1521 bp)
CYP51B NECHADRAFT_57370 (1965 bp) XM_003054190.1 (1802 bp)
CYP51C NECHADRAFT_41888 (1649 bp) XM_003051375.1 (1551 bp)

Différents profils protéiques ont été identifiés et deux protéines étaient considérees comme

appartenant a un méme profil si le pourcentage de similarité était > 99 %.

5.1.3. Comparaison des mutations des protéines CYP51A, B et C

Les positions des mutations des protéines CYP51A et CYP51B ont été comparées a celles
associées a une résistance aux azolés chez Aspergillus fumigatus NRRL:163 (souche de
référence WT) [204]. A. fumigatus ne possede pas de troisieme isoforme CYP51. Cependant,
CYP51C est présent chez Aspergillus flavus NRRL3357 (souche de référence WT) et des
mutations associées a la résistance aux azolés ont été décrites malgré des données controversées
dans la littérature [251-253]. L’ensemble des informations des souches de référence utilisées

est résumé dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Références des séquences protéiques CYP51A, B et C des souches d’Aspergillus sp.
utilisées dans nos comparaisons

Protéine Génome Référence
CYP51A

Aspergillus fumigatus NRRL:163 AAK73659
CYP51B
CYP51C Aspergillus flavus NRRL3357 QRD94494
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5.1.4. Comparaison avec d’autres complexes d’espéces de

Fusarium

Les séquences protéiques CYP51A de notre panel de souches FSSC ont été comparées a
d'autres complexes d’espéces du genre Fusarium. Des souches environnementales et cliniques
d’autres complexes d’espéeces de Fusarium connues pour étre pathogénes chez I'Homme ou les
plantes ont été sélectionnées (Tableau 10). Cette comparaison a été réalisée afin de mettre en
évidence les mutations ponctuelles partagées qui pourraient expliquer la variabilité de la

sensibilité au voriconazole au niveau du complexe ou du genre.

Tableau 10 : Références des séquences protéiques CYP51A des complexes d’espéce de Fusarium
utilisées pour nos comparaisons

Complexe d’espéces Génome Référence
Fusarium falciforme QGZ00344.1
. ) Fusarium floridanum RSL78044.1
Fusarium solani
Fusarium keratoplasticum QGR26268.1
Fusarium suttonianum QGZ00346.1
. Fusarium odoratissimum NRRL 54006 XP_031067647.1
Fusarium oxysporum ) .
Fusarium oxysporum £. sp. lycopersicum 4287 XP_018249823.1
Fusarium denticulatum KAF5688222.1
, . . Fusarium fujikuroi IMI 58289 XP_023435732.1
Fusarium fujikuroi . ,
Fusarium proliferatum ET1 XP_031088172.1
Fusarium verticillioides 7600 XP_018757407
. . Fusarium graminearum PH-1 XP_011321548.1
Fusarium sambucinum . .
Fusarium pseudograminearum CS3096 XP_009251504.1

5.1.5. Modélisation de la protéine CYP51A

En partenariat avec le Dr A. Gruez (équipe d’Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie
Articulaire (IMoPA), Université de Lorraine), la structure d’homologie tridimensionnelle (3D)
de la protéine FSSC CYP51A a été modélisée grace au serveur I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) [254,255], en utilisant Fusarium vanettenii
mpV1 77-13-4 comme séquence de requéte. La structure cristalline de la lanostérol 14-alpha
déméthylase (PDB ID 5eqb) partageant une séquence identique a 45,1 % et un score TM de 0,
984 (couverture de 99 %) a été utilisée comme modeéle pour la modélisation. Les figures ont été

réalisées a I'aide du systéeme graphique moléculaire PyMOL, v2.5.2.
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5.2. Résultats

5.2.1. Profils protéigues de CYP51A,B et C

L'analyse des sequences protéiques des CYP pour les 17 souches de FSSC révéle
respectivement 54, 23 et 29 mutations pour CYP51A, B et C. La comparaison des sequences
protéiques met en évidence 9 profils pour CYP51A (1a a 9a), 4 profils pour CYP51B (1b a 4b)
et 5 profils pour CYP51C (1c a 5c) (Tableau 11). La distribution des différentes souches de
FSSC selon leurs CMI au VRZ révele un lien entre CMI et séquences protéiques. En effet, les
souches présentant une faible CMI au VRZ partagent le méme profil, a I'exception de FSSC20
et FSSC99 qui présentent une CMI VRZ différente d'une dilution.

Tableau 11 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des souches FSSC pour les antifongiques
azolés

(voriconazole VRZ, itraconazole ITZ, posaconazole PSZ, isavuconazole IVZ) et profils d'homologie
des CYP51A, B et C pour chaque souche FSSC (ND : données non disponibles). Les souches
étudiées sont classées par ordre croissant de CMI VRZ. Chaque séquence protéique de CYP51A, B
et C a été comparée entre les différentes souches FSSC et les homologies observées sont utilisées
pour définir les profils. Deux souches partagent le méme profil lorsque leurs séquences protéiques
présentent plus de 99 % de similarité. Les profils sont notés avec un chiffre et une lettre
correspondant a l'isoforme. Les nombres ont été choisis arbitrairement en fonction de I'ordre des
souches par rapport a la CMI au VRZ. Pour chaque isoforme de CYP51, le gradient de couleur
correspond a la proximité des profils protéiques entre eux (du vert au rouge)

Souches CMI (ug/mL) Profils
VRZ ITZ PSZ |\ W4 CYP51A CYP51B CYP51C
FSSC20 2 >16 8 16 3a 2b 2c
FSSC102 2 >16 >16 8 ND
FSSC111 2 >16 >16 4
FSSC112 2 >16 >16 4
FSSC45 4 >16 >16 16
FSSC98 4 >16 >16 16
FSSC99 4 >16 >16 8
FSSC115 4 >16 >16 4
FSSC21 8 >16 >16 16
FSSC25 8 >16 >16 16
FSSC29 8 >16 >16 16
FSSC36 8 >16 >16 32
FSSC86 8 >16 >16 16
FSSC90 8 >16 >16 8
FSSC118 8 >16 >16 16
FSSC121 8 >16 >16 16
FSSC47 16 >16 >16 64
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5.2.2. Comparaison des mutations des protéines CYP51A, B et C

Seules 5 des 23 mutations (position 22, 172, 220, 255 et 427) décrites chez A. fumigatus comme
étant associées a une résistance aux azolés sont retrouvées dans notre panel de souches de FSSC
(Tableau 12). Les mutations en positions 22, 220, 255 et 427 chez les souches FSSC sont
différentes de celles observées chez la souche A. fumigatus de type sauvage (Af WT) et celle
résistant aux azolés (Af R). A I’opposé, la mutation en position 172 est différente de celle
retrouvée chez Af WT mais identique a celle identifiée chez Af R. Toutes les souches FSSC

partagent ces mutations induisant les mémes changements d'acides aminés.

Tableau 12 : Comparaison des modifications d'acides aminés de CYP51A observés chez nos souches
FSSC avec celles associés a une résistance aux azolés chez A. fumigatus

(vert : mutations ponctuelles différentes d’A. fumigatus type sauvage (WT) et muté (azolé R); orange :
mutation ponctuelle différente de WT mais identique & azolé R)

Aspergillus fumigatus Complexe d’especes Fusarium solani
Position WTAc1de amn;eZOlé R Position Acide aminé Souches
22 N D 22 H Toutes
46 F Y 46 F Toutes
52 S T 52 S Toutes
54 G E KR VW 54 G Toutes
98 L H 98 L Toutes
121 Y F 121 Y Toutes
138 G CR 138 G Toutes
141 Q H 141 Q Toutes
147 H Y 147 H Toutes
172 M v 170 v Toutes
216 P L 214 P Toutes
220 M K IT,V 218 L Toutes
248 N T 246 N Toutes
255 D E 253 G Toutes
289 T A 287 T Toutes
297 S T 295 S Toutes
394 P L 389 P Toutes
427 E G K 422 D Toutes
431 Y C 426 Y Toutes
434 G C 429 G Toutes
440 T A 435 T Toutes
448 G S 443 G Toutes
491 Y H 486 Y Toutes
495 F I 490 F Toutes
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Le méme processus a été appliqué pour le CYP51B. Aucune des 4 mutations décrites chez A.
fumigatus n’est observée dans le panel de souches de FSSC étudiées. A ces positions, les
souches FSSC partagent le méme acide aminé que celui décrit dans la souche de référence A.

fumigatus WT.

Seules deux mutations de CYP51C ont été décrites et associees a la résistance d'Aspergillus
flavus aux azolés. En position 240 (249 pour FSSC), toutes les souches de FSSC présentent un
acide aminé (G) différent de A. flavus de type sauvage WT (S) ou résistant aux azolés (A).
Concernant la deuxieme mutation, les souches FSSC partagent le méme acide aminé que celui

décrit pour la souche de référence A. flavus WT.

5.2.3. Modélisation de la protéine CYP51A

Les cing mutations communes a toutes les souches de FSSC et impliquées dans la résistance
aux azolés d'A. fumigatus ont été mises en évidence dans le modele tridimensionnel de CYP51A
afin d'évaluer leur impact sur la 140-déméthylase (Figure 32). Les acides aminés aux positions
22,170, 253 et 422 ne se situent pas pres du site actif ni prés du canal d’entrée du substrat mais

a la surface de la protéine.

La chaine latérale de H22 interagit avec une crevasse formée par les résidus W41 (tryptophane),
L42 (leucine) et P43 (proline) qui sont localisés dans la boucle avant la courte hélice aA' selon
la nomenclature CYP. Cette hélice se situe au niveau de I'entrée du canal du substrat. En
conséquence, la mutation en position 22 peut influencer le positionnement de I'hélice a A" et
remodeler la surface de I'entrée du canal. Cette modification pourrait induire, selon l'interaction
et la taille de I’azolé, une discrimination de 1’azolé, voire interdire 1’acceés de 1'azolé au site actif

par encombrement stérique. Celui-ci pourrait bloquer I'entrée du site actif contre la membrane.

Concernant les mutations ponctuelles en position 170, 253 et 422, elles sont situées
respectivement au niveau des boucles $31, aG-aH, et aK’-aL. Leurs impacts sur I’interaction

enzyme-azolé est inconnue et nécessite d’autres études plus approfondies.

L'acide amine L218 (leucine) interagit avec l'acide aminé F75 (phénylalanine). Les deux se
situent a l'entrée du canal pour le substrat de CYP51A (soit a proximité immédiate de

84



Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

I'itraconazole modélisé) (Figure 32). En conséquence, la position 218 pourrait étre impliquée

dans l'interaction entre I'enzyme et ses substrats.

Figure 32 : Modéle conformationnel de la protéine CYP51A de FSSC.

Les mutations ponctuelles partagées par toutes les souches FSSC et connues pour étre associées a
une résistance aux azolés chez A. fumigatus sont indiquées par la lettre et la position de l'acide
aminé. L'acide aminé L218 interagit avec F75, les deux sont présents a I'entrée du canal du substrat
( : héme; bleu : itraconazole; violet : F75; rouge : L218)

Les propriétés physicochimiques des acides aminés observées dans les 5 mutations d'intérét
(positions 22, 170, 218, 253 et 422 dans les souches FSSC) ont été comparées a celles décrites
chez A. fumigatus (Tableau 13).

Comme décrit dans la littérature, des mutations de CYP51A en position 220 du résidu M
(méthionine) en autres résidus | (isoleucine), K (lysine), T (thréonine) ou V (valine) sont
associées a une résistance aux azolés chez A. fumigatus. Chez FSSC, I'acide aminé en position
équivalente est une leucine (L218). Ce résidu est structurellement trés proche de l'isoleucine et

est présent chez toutes nos souches FSSC (Figure 33).
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Tableau 13 : Mutations d'intérét de CYP51A observées chez les souches FSSC et les souches
d’Aspergillus fumigatus résistants aux azolés

(A : apolaire; P : polaire non chargé, - : polaire chargé négativement; + : polaire chargé positivement;
VRZ : voriconazole, ITZ : itraconazole, PSZ : posaconazole, ATU (area of technical uncertainty) : zone
d’incertitude technique, R: résistant, ND : données non disponibles, V : variable)

Aspergillus fumigatus Complexe d’espéces Fusarium solani
. Résistance aux azolés? . ) L,
Position WT Mutant Position Acide aminé
VRZ ITZ PSZ
22 Asn (P) Asp (-) ND R ND 22 His (+)
172 Met (A) Val (A) R R \Y 170 Val (A)
Lys (+)
220 Met (A) Ile/ Val (A) ATU/R R R 218 Leu (A)
Thr (P)
255 Asp (-) Glu (-) R R ATU 253 Gly (A)
Gly (A
427 Glu (- y (&) R v 422 Asp ()
Lys (+)

! Résistance aux azolés décrites dans la littérature [204,256]
Asn : asparagine, Asp : acide aspartique, Glu : acide glutamique, Gly : glycine, His : histidine, lle : isoleucine, Leu : leucine,
Lys : lysine, Met : methionine, Thr : thréonine, Val : valine

d

Leucine (L) Isoleucine(l)

2

Figure 33 : Représentation tridimensionnelle des acides aminés leucine (L) et isoleucine (I) (d’aprés
Berntson et Cacioppo, 2012 [257])

Les deux acides aminés sont composés des mémes éléments dans les mémes proportions
(C6H13NO?2). La différence se retrouve au niveau de I'emplacement du groupe méthyle (cercle noir)
(blanc : atome d’hydrogéne, rouge : atome d’oxygéne, noir : atome de carbone, bleu : atome
d’azote).
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Les differentes souches de FSSC étudiées ont été classees precédemment selon leur profil
protéique de CYP51A. Un lien entre CMI et profil protéique semble exister. Afin d’évaluer
I’impact des autres mutations présentes dans le panel de souches évaluées, leurs positions
respectives et leurs situations spatiales au niveau du modele tridimensionnel ont été

répertoriees.

Au total, 54 points de mutation ont été observés entre les différentes souches (Tableau 14). La
majorité des différences d’acides aminés entre souche se situait en périphérie de la protéine. La
position 151 montre une grande disparité au sein des souches. Cependant, 1’acide aminé en
position 151 se situe au niveau de la périphérie de la protéine. Certains points de mutation (6

sur 54) se trouvaient a proximité du canal d’entrée du substrat.

Cependant, la répartition des acides aminés sur ces 6 points de mutation ne semble pas mettre
en évidence une corrélation entre acide aminé et CMI de la souche. En effet, les souches de
CMI faible (2 pg/mL) partagent le méme acide aminé pour les positions 388, 390, 463. Aucune
différence n’a été observée entre les autres souches présentant pourtant des CMI allant de 4 a
16 pg/mL. Les acides aminés des points de mutation situés en position 42, 45 et 385 sont
partagés par I’ensemble des souches, a I’exception de la souche FSSC99 pour les positions 42
et 45. La souche FSSC47 ayant une CMI au voriconazole a 16 pg/mL ne présente aucune
particularité au niveau des différents points de mutation par rapport a d’autres souches plus
sensibles, a I’exception du point de mutation en position 385. Il s’agit de la seule souche avec

une valine (V) au lieu d’une isoleucine (I).
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5.2.4. Comparaison avec d’autres complexes d’especes de

Fusarium

Toutes les souches de FSSC étudiées partagent les mémes mutations d'acides aminés connues
pour étre associées a une résistance aux azolés chez A. fumigatus. Les cing principales
mutations dans les séquences CYP51A décrites précédemment (H22, V170, L218, G253,
D422) ont été comparées avec d'autres souches de FSSC de génotype différent ainsi qu'avec
différents complexes d'especes précédemment décrits dans la littérature (complexe d'espéces
Fusarium oxysporum FOSC, Fusarium fujikuroi FFSC et Fusarium sambucinum FSAMSC)
(Tableau 15).

Les autres génotypes appartenant au FSSC présentent les mémes acides aminés que notre panel.
De maniere intéressante, FSAMSC différe de notre panel avec seulement 2 acides aminés
communs parmi les cinq mutations ponctuelles. L’acide aminé en position 22, une Histidine
(H) semble étre spécifique au FSSC car seules les souches FSSC partagent cette mutation qui
est substituée par une Asparagine (N) dans les autres complexes d'espéces. Concernant la
position 218 située a I'entrée du canal, toutes les souches des différents complexes présentent

le méme acide aminé (Leucine (L)).
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Tableau 15 : Comparaison des 5 mutations d'intérét de CYP51A entre les souches étudiées et
d'autres souches de différents complexes d'espéces

(FSSC, FOSC, FFSC, FSAMSC) (D : acide aspartique ; E : acide glutamique ; G : glycine ; H :
histidine ; | : isoleucine ; L : leucine ; N : asparagine ; V : valine)

Position
Complexes
22 170 218 253 422

Complexe d’espéces Fusarium solani (FFSSC)

Souches de I'étude H \Y L G D

Fusarium falciforme H \% L G D

Fusarium floridanum H \Y% L G D

Fusarium keratoplasticum H \Y% L G D

Fusarium suttonianum H \% L G D
Complexe d’espéces Fusarium oxysporum (FOSC)

Fusarium odoratissimum NRRL 54006 N \Y% L G D

Fusarium oxysporum £. sp. lycopersicum 4287 N \Y L G D
Complexe d’espéces Fusarium fujikuroi (FFSC)

Fusarium denticulatum N \% L G E

Fusarium fujikuroi IMI 58289 N \Y% L G E

Fusarium proliferatum ET1 N \Y% L G E

Fusarium verticillioides 7600 N \Y% L G E
Complexe d’espéces Fusarium sambucinum (FSAMSC)

Fusarium graminearum PH-1 N I L I D

Fusarium pseudograminearum CS3096 N I L I

5.3. Discussion

La variabilité de la sensibilité au voriconazole observée pour les souches FSSC dans notre étude
souléve la question du mécanisme impliqué. Les alignements des séquences protéiques de
CYP51A, CYP51B et CYP51C ont mis en évidence des similitudes entre les souches, mais ont
également permis leur classification en différents profils : 9, 4 et 5 profils respectivement pour
CYP51A, CYP51B et CYP51C. De plus, la classification en profils des séquences a permis de
mettre en évidence un lien entre les CMI au voriconazole et la séquence de la protéine CYP51A.
Cependant I’étude des différentes mutations retrouvées au sein du panel de FSSC étudié n’a pas
permis de mettre en évidence des points de mutation au niveau du site actif de I’enzyme
responsables des variations de CMI au voriconazole. En effet, la plupart des différences

d’acides aminés entre les souches se situait en periphérie de la protéine ou a proximité du canal
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d’entrée du substrat. Aucun motif de mutation n’a été mis en évidence pouvant étre lié au profil
de sensibilité au voriconazole. Des études sur I’impact de ces modifications d’acides aminés

sur la conformation tridimensionnelle seraient intéressantes par la suite.

Jusqu'a présent, aucune mutation du gene de la 14 -déméthylase impliquée dans la résistance
aux azolés n'avait été décrite au sein du complexe d'especes Fusarium solani. En comparant les
séquences protéiques de CYPS51A des souches de FSSC testées avec celle d’Aspergillus
fumigatus, nous avons montré que 5 des 23 mutations décrites dans la littérature comme étant
associees a une modification de la sensibilité a I'azolé chez ce pathogene étaient retrouvées dans
notre panel. La plupart de ces mutations ont été décrites comme responsables de la résistance
au voriconazole chez A. fumigatus [204].

Chez ce champignon, une substitution de la méthionine 220 en lysine, isoleucine, valine ou
thréonine a un impact sur la sensibilité au voriconazole. En effet, les souches cliniques avec la
mutation M220I présentent des CMI au voriconazole augmentées [258]. Cette observation a
également été prouvée en utilisant des levures génétiqguement modifiées exprimant le mutant
CYP51 M2201 d'A. fumigatus [259]. L'isoleucine trouvée chez A. fumigatus est trés proche
structurellement de la leucine en position 218 dans le panel de FSSC étudié. Ces deux acides
aminés appartiennent au groupe des acides aminés apolaires et partagent les mémes propriétés
physicochimiques. Il a été montré que les modifications des acides amines, dues a leurs
propriétés physico-chimiques (polarité, hydrophobicité...), sont responsables de modifications
de la conformation de la protéine et par conséquent de son affinité avec des cibles telles que les
azolés [260].

Fait intéressant, L218, correspondant a M220 pour A. fumigatus, est commun a toutes les
souches. Par modélisation de la structure de CYP51A, avec Fusarium vanettenii mpVI 77-13-
4 comme séquence requéte, nous avons observé que L218 est situé a l'entrée du canal du
substrat. Cette leucine conservée en position 218 et son réle dans la conformation des canaux
protéiques ont également été décrits par James et al. [249]. Ainsi, nous proposons que le résidu
L218 soit directement impliqué dans la discrimination de I'azolé en modifiant la forme de
I'entrée du canal du substrat pour le complexe d'espéces Fusarium solani voire le genre

Fusarium.

Concernant l'influence de la mutation en position 22 sur la discrimination des azolés, une

possibilité pourrait &tre son influence sur l'orientation de I'nélice AO qui fait partie intégrante
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de I'entrée du canal. Une deuxieme possibilité pourrait étre le blocage du CYP51A contre la
membrane, ce qui pourrait influencer I'accessibilité de la longue chaine azolée au site actif. Les
mutations aux positions 170, 253 et 422 ont également conduit a une faible sensibilité a I'azolé
dans notre étude, alors qu'elles sont situees loin du site de liaison de I'azolé. Bien que leur role
précis dans la discrimination des azolés soit difficile a évaluer au niveau moléculaire, on peut
émettre I'nypothése que les acides aminés a ces positions pourraient étre des résidus clés qui
affectent la plasticité du CYP51A au sein du complexe d'espéces Fusarium solani, nécessaire

pour la liaison du ligand.

La littérature rapporte que certaines souches d'A. fumigatus présentent une résistance ou une
sensibilité réduite a un ou plusieurs azolés sans qu'aucune mutation ne soit détectée dans le géne
CYP51A. Ces phénotypes ont été expliqués par la présence de mutations dans le gene CYP51B
[261,262]. Ces mutations ponctuelles n'ont pas été retrouvées dans notre panel. La méme

observation a été faite pour CYP51C en comparaison avec Aspergillus flavus.

Peu d'études se sont concentrées sur les complexes d'especes de Fusarium autre que le FSSC,
et leur résistance aux azolés utilisés en clinique. En effet, le genre Fusarium est également un
phytopathogéne. Des études sur Fusarium graminearum (FSAMSC) et le complexe FOSC ont
montré que le géne CYP51A code une 14-déméthylase inductible, déterminant la sensibilité aux
azolés. Au contraire, CYP51B est une 14-déméthylase impliquée dans la formation des
ascospores, mais peu impactée par les antifongiques. En effet, une augmentation de la
sensibilité aux antifongiques azolés a été décrite dans des souches délétées pour le géne
CYP51A (4CYP51A), mais aucune différence n'a été observée pour les mutants ACYP51B.

La protéine CYP51C est spécifique au genre et se trouve dans le genre Fusarium. Cependant,
son rble n'est pas clairement établi. Des études montrent que CYP51C n'est pas impliqué dans
la 14-déméthylation du stérol, cependant la délétion du gene augmente la sensibilité a certains
inhibiteurs de la déméthylase [206,207].

Récemment, de nouveaux paralogues de CYP51 ont été deécrits. Semblable a CYP51B, un
nouveau paralogue nommeé CYP51D est impliqué dans la résistance aux azoles et se retrouve
dans le génome de champignons appartenant aux Eurotiomycétes. Un nouveau géne partiel de
CYP51A code une forme tronquée de la protéine CYP51A responsable de la résistance aux
azolés [263].
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Pour notre étude, nous nous sommes concentrés sur CYP51A, la protéine la plus impliquée
dans la résistance aux azolés chez le genre Fusarium [206,264—267]. Pour mieux caractériser
nos résultats obtenus sur les modifications d'acides aminés, nous avons comparé la séquence de
la protéine CYP51A de nos souches FSSC avec d'autres souches du méme complexe et avec
des souches d’autres complexes. Toutes les souches des différents complexes présentaient en
position 218 le méme acide aminé (L218) que celui de notre panel. Notre hypothése est que
cette observation pourrait étre un premier indice pour expliquer la faible sensibilité des
antifongiques azolés utilisés en clinique dans le genre Fusarium. D'autres études devraient étre

réalisées pour confirmer et généraliser nos découvertes sur les champignons fusarioides.
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6. EFFLUX ET RESISTANCE

6.1. Matériels et méthodes

6.1.1. Evaluation de I’impact de 1’efflux sur la résistance par

cytométrie en flux

L'évaluation de l'activité des pompes d’efflux a été étudiée sur 5 souches de FSSC (FSSC20,
FSSC29, FSSC47, FSSC86 et FSSC118) en présence d’un inhibiteur, la prométhazine (PMZ).
L’analyse a été réalisée par cytométrie en flux grace a la rhodamine 6G (R6G), selon Li et al.
et Cordeiro et al. [218,219], avec des adaptations. La rhodamine 6G (R6G) est un colorant
fluorescent utilisé pour déterminer I'activité de transport des pompes d'efflux membranaires. En
effet, cette molécule est prise en charge par des transporteurs de type ABC donc dépendants de

I’énergie fournie par I’hydrolyse d’une molécule d’ATP.

Apres culture sur milieu de Sabouraud gélosé, pendant 72 heures a 30°C, une suspension de
conidies a été préparée dans une solution de NaCl a 0,9 %. Le culot de conidies, obtenu apreés
centrifugation, a été lavé avec du PBS a 4°C et remis en suspension dans celui-ci. La suspension
a été ensuite ajustée a 107 conidies/mL et distribuée dans les différents tubes. Une solution de
R6G a été ajoutée a la suspension afin d’obtenir une concentration en R6G a 15 uM. Les cellules
ont été incubées a 37°C pendant 1 heure sous agitation pour favoriser I'accumulation

intracellulaire du composé fluorescent.

Pour évaluer I'effet de I’inhibiteur PMZ, les conidies ont été exposées 5 minutes avant I’ajout
de R6G (15uM) a une concentration de PMZ allant de 4 & 32 ug/mL. Une fois centrifugées,
lavées au PBS a 4°C, les cellules ont été remises en suspension dans du PBS additionné de 2 %
de glucose. Des échantillons de 1 mL ont été prélevés, pour chaque tube, a 0 et 30 min puis
centrifugés. Le culot de conidies a été lavé, remis en suspension dans du PBS sans glucose et
analysé par cytométrie en flux a 533 nm. Un contr6le sans glucose, ainsi qu’un tube témoin
sans R6G afin d’évaluer 1’autofluorescence des conidies (témoin blanc) ont été réalisés pour

chaque expérience.
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6.1.2. Mise en culture avec exposition au voriconazole

Le niveau d’expression d’ABC1, géne codant une protéine d’efflux, a été évalué sur plusieurs
souches en présence d'une concentration sub-inhibitrice de voriconazole. Les différentes
souches ont été cultivées dans 25 mL de milieu de Sabouraud dextrose bouillon (SBD) en
présence ou non de voriconazole a différentes concentrations, CMI %2 et CMI % (Tableau 16).
L’expression génique a été évaluée a différents temps d’exposition : (i) 20 minutes ; (ii) 1

heure ; (iii) 4 heures.

Tableau 16 : Souches de FSSC étudiées dans I'expression génique d’ABC1 en présence de
voriconazole a différentes concentrations (n : réplicat biologique)

Concentration d’exposition

Souches CMlvrz (pg/mL) CMI % (ug/ml) _ CMI % (ug/mD)
FSSC20 (n=2) 2 1 0,5
FSSC102 (n=2) 2 1 0,5
FSSC45 (n=1) 4 2 1
FSSC98 (n=3) 4 2 1
FSSC118 (n=3) 8 4 2
FSSC47 (n=2) 16 8 4

6.1.3. Expression génique en présence d’antifongique

6.1.3.1. Choix du géne de référence

Afin de quantifier I’expression d’un géne cible, il est nécessaire de rapporter les résultats a un
géne de référence dont 1’expression reste stable indépendamment des conditions de culture.
Plusieurs genes de référence decrits dans la littérature [137,138,249,268-270] (Tableau 17) ont
été évalues dans plusieurs conditions (Tableau 18).

Quatre souches de FSSC ont été sélectionnées, FSSC21, FSSC111, FSSC 118 et FSSC121. Les
cultures ont été centrifugées et rincées pour éliminer toute trace de milieu de culture. Les culots
pour I’extraction d’ARN ont subi un prétraitement de broyage par un homogénéiseur de
paillasse a vitesse élevée (MP Biomedicals™ FastPrep-24™ 5G, Fisher Scientific SAS,
France) selon le protocole du fournisseur. L’extraction sur homogénat de I’ARN a éte réalisée
grace au kit Monarch® Total RNA Miniprep (New England Biolabs® Inc., Ipswich, MA, Etats-
unis).

95



Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

Les RT-qPCR ont été réalisées a I'aide du kit SYBR® Green (BioRad, France) dans des volumes

de réaction de 20 pL contenant 1 uL d'ADN complémentaire (ADNCc) obtenu apres élimination
d’ADN génomique résiduel (ADNg) et rétro transcription de I’ ARN total (1uL) (kit QIAGEN
OneStep RT-PCR, QIAGEN, Etats-Unis). Les expériences ont eté réalisées dans un

thermocycleur CFX96 (Biorad, France). Les cycles seuil (Cycle Threshold (Ct)) ont ensuite été

comparés entre eux pour évaluer la stabilité de I’expression génique en fonction des différentes

conditions de culture, en utilisant 1’algorithme NormFinder publié par Andersen et al. [271].

Une approche par comparaison des coefficients de variation a également été réalisée via le

logiciel Excel (Microsoft, Etats-Unis) et les graphiques par le logiciel GraphPad Prism version
5.01 (GraphPad Software, San Diego, California USA).

Tableau 17 : Génes de référence et leurs amorces utilisées pour cette étude

Locus Géne de référence Amorces Séquence (5'-3) Référence
ACC Acétylcoenzyme A FsACC-F CTCGTGAGATCATGATCCAGT Debourgogne et
carboxylase FsACC-R GTTGATAACAGCGGAGAGCT al. 2010
EFl-a  Elongation factor 1-a EF-F AGGTATTAAGCAGTACTTTTCTC O’Donnell et al.
EF-R GGACTAGACTCAAAATTAGTATTTG 2008
GADP  Glycéraldéhyde 3P FsGPD-F CATGAGAGCTCTAGCTCCTGTTTAG  Debourgogne et
déshydrogénase FsGPD-R CTTGAGCGATCTACGCTTACTTGGA  al. 2010
ITS nuLSU Nuclear ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. 1990
ribosomal rRNA ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
MDP  Mannitol 1P FsMDP-F CGTCGAGAACACCATCACAAA Debourgogne et
déshydrogénase FsMDP-R ATGGGGGTTGCCAATTCGCT al. 2010
SOD Superoxyde dismutase FsSOD-F TGGGACATCACCGGTAACGA Debourgogne et
FsSOD-R CAGTCTTGAGAGACTCCTCG al. 2010
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Tableau 18 : Conditions de culture évaluées pour détermination du géne de référence le plus stable
(RPMI : milieu RPMI, SBD : Sabouraud, TA : température ambiante)

Milieu Type Température Conditions

Liquide SBD 30°C -

Liquide SBD 30°C Microgravité

Liquide SBD 30°C Présence de voriconazole a 2 CMI
Liquide SBD 30°C Présence d’amphotéricine B a 2 CMI
Liquide SBD 30°C Présence de calcofluor a 10 %
Solide SBD 30°C -

Solide RPMI 30°C -

Solide Malt 30°C -

Solide SBD TA -

Solide SBD 37°C -

6.1.3.2. Expression génique d’ABC1

Pour chaque souche testée, une culture en présence de voriconazole & ¥2 CMI et ¥4 CMI a été
réalisée en paralleéle d’une culture témoin sans antifongique. L’ARN total a été extrait a
différents temps d’exposition au voriconazole, soit 20 minutes, 1 heure et 4 heures. Les cultures
ont été centrifugées et rincées pour éliminer toute trace de milieu de culture. L’ ARN total a été

extrait selon les modalités decrites précédemment (8 6.1.3.1 Choix du gene de référence).

Les RT-qPCR ont été réalisées a I'aide du kit SYBR® Green (BioRad, France) dans des volumes
de réaction de 20 pL contenant 1 pL d’ADN complémentaire (ADNCc) obtenu apres élimination
d’ADN génomique résiduel (ADNg) et rétro transcription de I’ARN total (kit QIAGEN
OneStep RT-PCR, QIAGEN, Etats-Unis). Apres amplification et quantification en temps réel,
la spécificité des amplicons a été vérifiée par courbe de fusion (65°C a 95°C, mesure de la
fluorescence/0,5°C). Les expériences ont été réalisées dans un thermocycleur CFX96 (Biorad,
France). Les amorces pour évaluer I’expression du gene ABC1 ont été construites via le logiciel
Geneious Prime®. Elles se situent au niveau d’un exon pour pouvoir étre utilisées sur les deux

types de matrices (ADN et ARN) (Tableau 19).
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Tableau 19 : Amorces utilisés pour quantifier 'expression du géne ABC1 (MDP : gene de référence)

Amorces Séquence (5'-3")

ABClexp-F CGACAACGCCAACATTCAGG
ABClexp-R CAGTCAGAGTACCGGGCTTG
FsMDP-F CGTCGAGAACACCATCACAAA
FsMDP-R ATGGGGGTTGCCAATTCGCT

La méthode Livak a été choisie pour normaliser les rapports d'expression des souches cultivées
en présence d'antifongiques par rapport aux cultures de contréle. Les transcrits cibles et de
référence ont été amplifiés avec des efficacités proches de 100 % et dont les valeurs ne
différaient pas I'une de l'autre de plus de 5% [272]. Les variations d’expression ont été
exprimées en «fold change » ou en puissance de 2: 2%, avec x positif signifiant une
surexpression. Le « fold change » correspond au changement d’une quantité (ici expression de
géne) entre 2 conditions, culture témoin versus culture en présence de voriconazole. Les
représentations graphiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism version 5.01
(GraphPad Software, San Diego, California USA).

6.2. Résultats

6.2.1. Evaluation de I’'impact de 1’efflux sur la résistance par

cytométrie en flux

Au temps To, deux populations distinctes ont été mises en évidence par cytométrie en flux, I’une
présentant une fluorescence et ’autre pas. Toutes les conidies n’avaient pas internalisé le

composé fluorescent R6G.

L’efflux de rhodamine 6G apres ajout de glucose dans la suspension fongique a eté observé. Le
pourcentage de la population présentant une fluorescence a To a diminué drastiqguement 30
minutes aprés I’injection a T3o (36 & 7 % pour la souche FSSC47 par exemple) (Figure 34C et

D). Par ailleurs, les conditions de mesure en I’absence de glucose ne montrent pas de différences
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de répartition de populations entre To et Tz (Figure 34A et B). Ces donnees préliminaires
confirment la présence de transporteurs de type ABC chez les souches de Fusarium utilisées

pour cette approche.

Cependant, la présence d’inhibiteurs de pompes d’efflux type ABC n’a eu aucun impact sur
I’efflux de la R6G. Le panel de souches testées comprenait des souches présentant des CMI au
voriconazole variées allant de 2 a 16 ug/mL. Malgré plusieurs tentatives, les résultats n’ont pas
pu mettre en évidence une corrélation entre efflux et CMI, en 1’absence d’effet inhibiteur tout

au long du processus d’évaluation.
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Figure 34 : Répartition des différentes populations de conidies de la souche FSSC47 par cytométrie
en flux en absence (A, B) ou présence (C, D) de glucose a To (A,C) et Tzo (B, D) (P1 : population
ayant internalisée la R6G, P2 : population sans fluorescence, FITC : canal de mesure de
fluorescence, FSC : canal de mesure selon la taille des cellules)

6.2.2. Expression génique en présence d’antifongique

6.2.2.1. Gene de référence

Les données obtenues aprés RT-qPCR pour les différents génes de référence évalués ont été

intégrées dans 1’algorithme NormFinder. Selon I’algorithme, plus la valeur de stabilité (stability
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value) est faible, plus le géne de référence est stable. Les résultats montrent le locus MDP
(Mannitol 1P déshydrogénase) comme étant le géne le plus stable avec un score de 0,870
(Tableau 20). La combinaison des deux loci, MDP et EF (Elongation factor 1-a), présente la
meilleure stabilité¢ pour 1’utilisation de deux genes de référence pour quantifier I’expression

génique.

L’approche par analyse de la dispersion des valeurs de Ct a montré des résultats similaires
(Figure 35). Les trois loci présentant un coefficient de variation (CV) le plus faible sont ACC,
GAPD et MDP avec respectivement des CV de 10,5 %, 11,5 % et 11,7 % (Tableau 21). Le loci
ITS semble étre le moins stable avec un CV de 22 %, concordant avec I’indice de stabilité élevé
(2,524) retrouvé par I’algorithme NormFinder. Ainsi, pour la suite de nos analyses d’expression

génique, le géne de référence utilisé sera MDP.

Tableau 20 : Géenes de référence évalués et leurs valeurs de stabilité obtenues par l'algorithme
NormFinder

(plus la valeur est faible, plus le géne est considéré comme stable)

Locus Geéne de référence Valeur de stabilité
ACC Acétylcoenzyme A carboxylase 0,986
EF1-a Elongation factor 1-at 0,953
GADP Glycéraldéhyde 3P déshydrogénase 0,997
ITS nuLSU Nuclear ribosomal rRNA 2,524
MDP Mannitol 1P déshydrogénase 0,870
SOD Superoxyde dismutase 1,074

Tableau 21 : Génes de référence évalués par comparaison des coefficients de variation (CV)

Locus Géne de référence Moyenne (Ct) Intervalle (Ct) CV (%)
ACC Acétylcoenzyme A carboxylase 28,40 22,71-35,09 10,5 %
EFl-a Elongation factor 1-a 21,23 15,95-26,74 14,6 %
GADP Glycéraldéhyde 3P déshydrogénase 21,44 15,69-26,74 11,5 %
ITS nuLSU Nuclear ribosomal rRNA 24,94 16,91-38,05 22,0 %
MDP Mannitol 1P déshydrogénase 25,62 20,74-33,90 11,7 %
SOD Superoxyde dismutase 26,88 20,90-34,89 12,2 %
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Figure 35 : Variabilité des valeurs de cycle seuil (Ct pour cycle threshold) de chaque géne en fonction
des conditions de culture

(boite : valeurs comprises entre les 1¢" et 3¢me quartiles de la distribution, trait : médiane, croix :
moyenne, moustaches : valeurs minimales et maximales)

6.2.2.2. Expression génique d’ABCI

Concernant les cultures exposées a des concentrations en voriconazole équivalentes a %2 CMI,
I’expression du gene ABC1 semble liée a la souche (Figure 36). En effet, les souches FSSC20,
102, 45, 98 présentent un niveau d’expression proche de 1, soit une absence de variation de
I’expression. Ces 4 souches sans modification de I’expression présentent des CMI a 2 ou 4
pg/mL. La souche FSSC118 surexprime ABC1, avec un maximum de 6 fois aprés 20 minutes
d’exposition. Cette derniére présente une CMI & 8 pg/mL. A I’inverse, la souche FSSC47,
présentant une CMI élevée (16 pg/mL), exprime 50 a 120 fois plus ABC1 en présence de

voriconazole que la culture témoin.

Ces observations permettent de mettre en évidence un lien entre niveau d’expression d’ABC1

et la CMI de la souche. En effet, la présence de voriconazole n’induit pas ou peu I’expression
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d’ABC1 chez les souches présentant une CMI faible au voriconazole. Seule la souche avec une
CMI élevee surexprime le géne ABCL1 en présence de I’antifongique. Par ailleurs, il n’a pas été
mis en évidence de différence de niveau d’expression entre les différents temps d’exposition,

le nombre de valeurs ne permettant pas de réaliser de test statistique.

Les cultures en présence de voriconazole a CMI ¥ montrent les mémes résultats que ceux
observés pour CMI % (Figure 37). L’expression d’ABC1 est plus importante pour la souche
présentant une valeur de CMI élevée au voriconazole (FSSC47). Cette fois, I’expression des
autres souches avoisine la valeur 1, correspondant a une expression basale comme la culture
témoin. Contrairement a la culture a CMI ', il semble que I’expression varie légérement en
fonction du temps d’exposition pour la souche FSSC47, avec une surexpression maximale apres

1 heure d’exposition au voriconazole a CMI Y4, soit 113 fois I’expression basale.
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Figure 36 : Expression du gene ABC1 normalisée par le gene MDP, a différents temps d’exposition au
voriconazole a concentration CMI % des FSSC20 (n=2), FSSC102 (n=2), FSSC45 (n=1), FSSC98
(n=3), FSSC118 (n=3), FSSC47 (n=2) et leurs CMI respectives

(bleu : exposition de 20 min, rouge : exposition d’1 h, vert : exposition de 4 h, losange violet : CMI)
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Figure 37 : Expression du géne ABC1 normalisée par le géne MDP, a différents temps d’exposition au
voriconazole a concentration CMI % des souches FSSC20 (n=2), FSSC102 (n=2), FSSC45 (n=1),
FSSC98 (n=3), FSSC118 (n=3), FSSCA47 (n=2) et leurs CMI respectives

(bleu : exposition de 20 min, rouge : exposition d’1 h, vert : exposition de 4 h, losange violet : CMI)

6.3. Discussion

Les antifongiques azolés de deuxiéme génération, comme le voriconazole, présentent un intérét
thérapeutique contre un grand nombre de micromycetes. Cependant, certains champignons
présentent une sensibilité réduite aux azolés, comme Candida glabrata et Candida krusei. Cette
résistance a également été décrite comme inductible chez Candida albicans [273]. L'efflux
dépendant de I'énergie est connu pour étre un des mécanismes de la résistance aux azolés. Celui-
ci est catalysé par des pompes d’efflux membranaires qui appartiennent généralement a la sous-
famille des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette). Il existe une deuxiéme classe de

pompes d'efflux responsables de la résistance aux antifongiques. Il s’agit des pompes de la
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superfamille des facilitateurs majeurs (MFS), utilisant le gradient électrochimique

transmembranaire comme source d’énergie pour transporter leurs substrats [212].

De nombreuses publications se sont intéressées a la résistance par mécanisme d’efflux chez le
genre Candida. 1l a été montré que la surexpression des pompes d'efflux ABC était souvent liée
aune résistance aux azolés. Chez Candida, deux génes ont été mis en évidence, CDR1 et CDR2.
Le gene CDR1 semble étre 1’acteur majeur des mécanismes d’efflux, la surexpression de ce
dernier ayant une conséquence significative sur la résistance aux azolés. Il existe egalement des
genes codant des transporteurs MFS mais leur implication dans la résistance est plus minime
que les transporteurs ABC [274,275].

Par la suite la recherche de résistance par mécanisme d’efflux a également été réalisée sur des
champignons filamenteux comme ceux du genre Aspergillus. Chez Aspergillus flavus, plus de
la moitié des souches résistantes aux azolés ne montre aucune mutation au niveau du gene
CYP51, suggérant que la résistance est due a un autre mécanisme, comme 1’efflux. Plusieurs
études ont montré que les génes codant des pompes d’efflux de type ABC pouvaient étre
surexprimés 5 a 30 fois par rapport a I’expression basale chez des souches d’Aspergillus
résistantes aux azolés. L’inactivation de ces geénes chez un isolat résistant entrainait une

diminution d’un facteur 4 des CMI a différents azolés dont le voriconazole [276,277].

Il a également été démontré qu’une culture en présence d’azolés a concentration sub-inhibitrice
induisait une augmentation du niveau d’expression de génes codant des transporteurs ABC. Les
résultats de 1’équipe de Natesan suggerent ’existence d’une corrélation entre le niveau de
surexpression et les valeurs de CMI aux azolés chez les souches d’Aspergillus flavus résistantes
aux azolés, malgre la diversité des niveaux d’expression au sein des différents isolats. Suite a
I’induction par le voriconazole a concentration sub-inhibitrice, il est apparu que les souches
avec une forte surexpression (> 50 fois) présentaient des CMI au voriconazole les plus élevées,
avec des valeurs comprises entre 8 et 64 pg/mL. A I’inverse, les souches avec des valeurs de
CMI plus basses, entre 2 et 4 ng/mL, avaient vu I’expression de génes multipliée par 20 ou
moins. Malgré I’absence de corrélation in vitro-in vivo clairement établie, I’induction de
I’expression souléve une question clinique importante. En effet, I’apparition d’une résistance
par induction serait préoccupante chez les patients recevant un traitement azolé a long terme.
Selon les auteurs, une surexpression supérieure ou egale a 10 fois la normale pourrait étre

considérée comme significative et liée a la résistance aux azoles [278].
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Une autre étude montre des résultats d’expression basale en opposition avec d’autres données
de la littérature. Il n’a pas été observé de différence d’expression basale des génes de pompes
d’efflux entre les différents isolats et ce quelle que soit la sensibilité aux azolés. Selon les
auteurs, ces premiers résultats suggeérent qu'en l'absence de stress induit par un antifongique,
les pompes d’efflux jouent un rdle limité dans la résistance. A I’inverse, en réponse a une
exposition, une surexpression hétérogene a été observée au sein des isolats de 1’étude, de type

sauvage ou non [279].

A I’heure actuelle, seules quelques études se sont intéressées aux pompes d’efflux et leur impact
sur la résistance mais également sur la virulence du champignon chez Fusarium. Une étude a
montré, chez Fusarium graminearum, que le transporteur ABC-C codé par le géne FgABCC9
était essentiel pour la croissance mycélienne et la pathogénicité vis-a-vis du blé. La délétion de
ce géne entraine une pathogénicité moindre ainsi qu’une sensibilité accrue au tébuconazole.
Ces mémes constats ont pu étre mis en évidence chez le complexe d’especes Fusarium solani
(FSSC). Le gene ABC1 a été présenté également comme un facteur de virulence important par
Coleman et al. [280]. Récemment, I’équipe de James a mis en évidence un orthologue du géne
ABC1 chez Fusarium keratoplasticum, ce champignon faisant partie du complexe FSSC [220].
L’expression de celui-ci est inductible en présence de voriconazole. Contrairement a nos
résultats, I’expression augmente dans ce travail en fonction du temps d’exposition chez une
souche résistante au voriconazole. La caractérisation de I’activité de la pompe d’efflux ABC1
a montré qu’elle était impliquée dans le transport de composés de grande taille, comme le
voriconazole. La CMI de cet antifongique pour une souche de Saccharomyces cerevisiae ADAA
surexprimant le gene ABC1 a été multipliée par 16.

Il semble que le transporteur ABC1 joue un rdle dans la résistance aux azolés chez FSSC. Les
résultats de ce travail vont également dans ce sens, avec un potentiel lien entre CMI et

expression du gene ABCL.
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7. EVOLUTION EXPERIMENTALE ET EXPRESSION

GENIQUE

7.1. Matériels et méthodes

7.1.1. Evolution expérimentale de la résistance au voriconazole

Afin de déterminer si la présence d'une concentration sub-inhibitrice d'antifongique dans le
milieu induit une variation de la sensibilité de FSSC aux antifongiques, des cultures ont été
ensemencées sur plusieurs générations en présence de voriconazole selon un protocole adapté
de la littérature [267,281,282].

Cette approche a été réalisée sur les souches FSSC20 et FSSC102 sur 14 générations. Les
souches ont été cultivées dans 40 mL de milieu de Sabouraud dextrose bouillon (SBD) en
présence ou non de voriconazole a demi-concentration de la CMI initiale de la souche, soit 1
pg/mL pour les deux souches. Apres 3 jours d'incubation a 37°C sous agitation, une partie de
la culture a été remise en suspension dans du milieu frais contenant la méme concentration
d'antifongique et a nouveau incubée a 37°C pendant 3 jours sous agitation, formant ainsi la

deuxiéme generation (Figure 38).

Une extraction d’ADN et d’ARN a été réalisée a chaque génération. Les cultures ont été
centrifugées et rincées pour éliminer toute trace de milieu de culture. L’ADN a été extrait sur
le culot de culture grace au kit Monarch Genomic DNA Purification (New England Biolabs®
Inc., Ipswich, MA, Etats-Unis). Les culots utilisés pour I’extraction d’ARN ont subi un
prétraitement par un systeme de broyage et de lyse par agitation de microbilles a vitesse élevée
(MP Biomedicals™ FastPrep-24™ 5G, Fisher Scientific SAS, France) selon le protocole du
fournisseur. L’extraction de I’ARN a partir de I’homogénat a été réalisée gréce au kit Monarch®
Total RNA Miniprep (New England Biolabs® Inc., Ipswich, MA, Etats-Unis).

Une détermination de la CMI du voriconazole en microdilution a également eté réalisée sur les
générations G1, G2, G3, G4 et G9 apres sonication de la suspension (Vibra-cell, Sonics and

Materials, Inc., Newtown, Etats-Unis).
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Figure 38 : Evolution expérimentale de FSSC en présence de concentration sub-inhibitrice de
voriconazole

7.1.2. Evaluation de la mutagénése de CYP51A

Afin d’évaluer I’apparition de nouvelles mutations au niveau du géne CYP51A, ce dernier a eté
amplifié grace au kit Taq’Ozyme Purple Mix 2 (Ozyme, Saint-Cyr-1"Ecole, France) en utilisant
des amorces precédemment décrites (8 5.1.1 Amplification et séquencage des génes CYP51A,
B et C (Tableau 7)). Le séquencage selon la méthode Sanger a été réalisé par la société Eurofins

Genomics.

Les analyses de séquences et leurs alignements ont été réalisés grace au logiciel Geneious
Prime® (Geneious v2021.1). Les résultats ont été comparés a ceux précédemment obtenus avec
les souches d’origine, non exposées. Les séquences des ARNm sont issues des alignements des
séquences nucléotidiques avec celles des ARNm de CYP51A de Fusarium vanettenii mpVI 77-
13-4. Une fois I’épissage réalisé, les séquences ARNm des souches sont traduites en séquences

protéiques. Les séquences protéiques des souches d’origine et des souches exposées au
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voriconazole pendant 14 générations ont été alors alignées et comparées, via le logiciel

Geneious Prime®,

7.1.3. Evaluation des variations d’expression de CYP51A et ABC1

Pour quantifier I'expression de CYP51A et d’ABC1, une RT-PCR quantitative (RT-gPCR) a été
réalisée et les résultats normalisés par I’expression du gene de référence, MDP. Les volumes
d’ARN total testés étaient de 1 pL. Les RT-qPCR ont été réalisées a I'aide du kit SYBR® Green
(BioRad, France) dans des volumes de réaction de 20 pL contenant 1 pL d'ADN
complémentaire (ADNc) obtenu apres élimination d’ADN génomique résiduel (ADNg) et rétro
transcription de I’ARN total (kit QTAGEN OneStep RT-PCR, QIAGEN, Etats-Unis). Apres
amplification et quantification en temps réel, la spécificité des amplicons a été vérifiée avec
I’analyse des courbes de fusion (65°C a 95°C, mesure de la fluorescence/0,5°C). Les

expériences ont été réalisées dans un thermocycleur CFX96 (Biorad, France).

Les amorces pour évaluer 1’expression du géne CYP51A ont été construites via le logiciel
Geneious Prime®. Elles se situent au niveau d’un exon pour pouvoir étre utilisées sur les deux
matrices extraites (ADN et ARN). Les différentes amorces et leurs séquences (5°-3°) sont

présentées dans le Tableau 22.

Tableau 22 : Amorces utilisés pour quantifier I'expression du géne CYP51A et ABC1 (MDP : géne de

référence)
Cible Amorces Séquence (5'-3")
CYP51A CYP51Aexp-F CGGCTAGCTCCTGGATCATG
CYP51Aexp-R GAGGTGGAAGATAGCCGTCG
ABC1 ABClexp-F CGACAACGCCAACATTCAGG
ABClexp-R CAGTCAGAGTACCGGGCTITG
MDP FsMDP-F CGTCGAGAACACCATCACAAA
FsMDP-R ATGGGGGTTGCCAATTCGCT

La méthode Livak a éte choisie pour normaliser les rapports d'expression des souches cultivees
en présence d'antifongiques par rapport aux cultures de contréle. Les transcrits cibles et de

référence ont été amplifiés avec des efficacités proches de 100 % et dont les valeurs ne
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différaient pas l'une de l'autre de plus de 5% [272]. Les variations d’expression ont été
exprimées en «fold change » ou en puissance de 2: 2%, avec x positif signifiant une
surexpression. Le « fold change » correspond au changement d’une quantité (ici expression de
gene) entre 2 conditions, culture témoin versus culture en présence de voriconazole. Les
représentations graphiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism version 5.01
(GraphPad Software, San Diego, California USA).

7.2. Résultats

7.2.1. Evolution expérimentale de la résistance au voriconazole

Les souches sélectionnées ne montrent aucune variation de CMI pendant toute la durée de
I’expérience (aux générations G1, G2, G3, G4 et G9). La valeur de la CMI au voriconazole est
restée identique a celle de la culture témoin, a une dilution pres, soit 1 ou 2 pg/mL pour les
souches FSSC20 et FSSC102 (Tableau 23). Aucune évolution de la résistance au voriconazole

n’a été observée lors de cette expérience.

Tableau 23 : Evolution des CMI au voriconazole pour les souches FSSC20 et FSSC102 en présence
(VRZ) ou non (témoin) de voriconazole a concentration sub-inhibitrice (NA : non applicable ; ND :
données non disponibles)

CMI (ug/mL)
Y FSSC20 FSSC102
Génération VRZ Témoin VRZ Témoin
0 NA 2 NA 2
1 ND ND 2 2
2 2 2 2 2
3 1 1 ND 1
4 2 2 2 ND
9 1 1 ND 1
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7.2.2. Evaluation de la mutagénése de CYP51A

La comparaison des séquences nucléotidiques du gene CYP51A et de la protéine codée entre
les souches d’origine et les cultures de souche aprés exposition au voriconazole pendant 14

générations n’a montré aucune différence. Aucune mutation n’a €té mise en évidence.

7.2.3. Evaluation des variations d’expression de CYP51A et ABC1

7.2.3.1. Expression génique de CYP51A

L’ARN a été extrait a chaque nouvelle génération dans le but d’évaluer de potentielles
variations d’expression. Chacune des souches présentait une surexpression du gene CYP51A,
avec un « fold change » allant respectivement de 23 a 15 287 pour FSSC20, et jusqu’a 1820
pour FSSC102 (Figure 39 et Figure 40).

Bien qu’aucun retentissement phénotypique n’ait été observé, 1’exposition au voriconazole

induit une surexpression du gene CYP51A.

110



Deuxieme Partie : Mécanismes de Résistance aux Azolés chez FSSC

N
o

N
o

N
o

N
©

e e e —————————————— B e

Expression génique de CYP57A (2°%)

N
&

Figure 39 : Répartition du niveau d'expression de 'ARNm CYP51A normalisés par MDP pour les
souches FSSC20 et 102 sur 14 générations en présence ou hon de voriconazole (échelle
logarithmique log2, trait : médiane, moustaches : valeurs minimales et maximales, i : induction par
voriconazole)

Pour chaque génération exposée au voriconazole, I'expression relative de CYP51A a été déterminée
par RT-gPCR. Les sighaux obtenus ont été exprimés par rapport aux contrdles correspondants (fixés
a 1 soit 2%) sans antifongiques
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Figure 40 : Evolution de I'expression de CYP51A normalisée par MDP en cours des générations pour
les souches FSSC20 et FSSC102 en présence de voriconazole (échelle logarithmique log2, i :
induction par voriconazole)

Pour chaque génération cultivée en présence de voriconazole, I'expression relative de CYP51A a été
déterminée par RT-qPCR. Les signaux obtenus ont été exprimés par rapport aux contrbles
correspondants (fixés a 1 soit 29 cultivés sans antifongiques

71.2.3.2. Expression génique d’ABCI

L’ARN a chaque nouvelle génération a eté extrait dans le but d’évaluer de potentielles
variations d’expression. Aucune différence significative d’expression génique d’ABC1 n’a été
mise en évidence sur I’ensemble des générations. Chacune des souches présentait une
expression variable du géne ABC1 au cours du temps, avec un «fold change » allant
respectivement de 0,7 a 263,5 pour FSSC20, et de 0,03 a 3397 pour FSSC102 (Figure 41).

Les variations d’expression sont représentées par la Figure 42.
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Ces résultats sont concordants avec ceux observés lors d’une exposition courte a des
concentrations de voriconazole. L’expression du géne ABC1 ne semble pas étre induite par
I’exposition a I’antifongique pour des souches présentant une CMI faible a ce dernier, soit 2

pg/mL pour les deux souches testées.
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Figure 41 : Répartition du niveau d'expression de 'TARNm ABC1 normalisée par MDP pour les
souches FSSC20 et 102 sur 14 générations en présence ou hon de voriconazole (échelle
logarithmique log2, trait : médiane, moustaches : valeurs minimales et maximales, i : induction par
voriconazole)

Pour chaque génération cultivée en présence de voriconazole, I'expression relative de ABC1 a été
déterminée par RT-qPCR. Les signaux obtenus ont été exprimés par rapport aux contrbles
correspondants (fixés a 1 soit 29 cultivés sans antifongiques
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Figure 42 : Evolution de I'expression de ABC1 normalisée par MDP en cours des générations pour les
souches FSSC20 et FSSC102 en présence de voriconazole (échelle logarithmique log2, i : induction
par voriconazole)

Pour chaque génération cultivée en présence de voriconazole, I'expression relative de ABC1 a été
déterminée par RT-qPCR. Les signaux obtenus ont été exprimés par rapport aux contrdles
correspondants (fixés a 1 soit 2°9) cultivés sans antifongiques

7.3. Discussion

L’évolution expérimentale réalisée sur 14 générations n’a pas montré de modification dans la
résistance aux azolés pour les souches testées. Aucune modification phénotypique n’a été
observée, les valeurs de CMI restant stables sur plusieurs générations pour certaines souches.
Ces observations sont en contradiction avec des études réalisées au préalable sur le phénomene

d’induction de résistance.
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En effet, D’ Agostino et al. ont montré une évolution des valeurs de CMI entre la premiére et la
troisieme génération en présence de voriconazole a concentration sub-inhibitrice, allant de 4 &
16 pg/mL pour Fusarium solani [281]. Cette tendance a 1’augmentation a également été
observée pour d’autres souches fongiques filamenteuses mais également sur des levures. En
2009, I’équipe de Pinto et Silva a montré que la présence d’azolés (fluconazole, voriconazole,
posaconazole) en concentration thérapeutique ou sub-inhibitrice induisait une résistance dans
le temps sur Candida parapsilosis [283]. Suite a I’exposition a des concentrations
thérapeutiques, les résultats montrent une variation dans le phénotype de sensibilité au
fluconazole uniquement. Il a également été prouvé que la résistance induite par le fluconazole
avait un impact plus ou moins important sur le profil de sensibilité des autres azolés. En effet,
le fluconazole et le voriconazole ont vu leurs valeurs de CMI augmenter, contrairement au
posaconazole, qui a conservé le méme phénotype. A I’inverse, le posaconazole n'a induit
aucune résistance vis-a-vis des autres azolés. Ces données montrent que 1’activité d’induction

est variable selon la molécule dans les études utilisant les levures.

Une induction variable a également été observée dans une étude sur A. fumigatus [284]. En
effet, une culture fongique a été réalisée en présence de concentration sub-inhibitrice en
voriconazole et itraconazole. Seules les cultures en présence de voriconazole ont montré une
augmentation de la valeur de CMI en fonction du temps passant de 0,125 pg/mL a 8 pg/mL.
Aucune variation de CMI n’a été objectivée pour les cultures avec itraconazole. De plus aucune
mutation dans les génes CYP51A et CYP51B n’a été mise en évidence pouvant expliquer cette

résistance de novo au voriconazole chez A. fumigatus.

L’évaluation de la mutagénése des souches de Fusarium utilisées pour la présente étude n’a mis
en évidence aucune mutation au niveau de CYP51A. Il n’existe pas, a notre connaissance,
d’études ayant évalué la mutagénese du gene CYP51A chez Fusarium aprés exposition a un
azolé. Cependant, une étude réalisée sur A. fumigatus a sélectionné des souches ayant muté au
niveau du géne CYP51A aprés exposition a I’itraconazole sur 5 générations. En comparaison de
leurs souches parentales, les mutants présentaient des CMI plus €levées a 1’itraconazole et au
posaconazole. L’effet des mutations sur les CMI au voriconazole était moins marque, avec une

variation entre 1 et 2 dilutions [285].

A défaut d’une mutagénése sur le géne cible, I’expression du géne CYP51A a été étudiée sur
I’ensemble des différentes générations, a I’exception des générations G5 et G12, afin d’observer

une potentielle induction d’expression génique. En effet, I’expression du géne d’intérét
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CYP51A impliqué dans la résistance aux azolés peut étre modifiée en présence de I’inhibiteur
de ’enzyme, comme il a déja été décrit dans la littérature [267]. Le choix du géne de référence
est important pour tout résultat de RT-PCR quantitative car il sert a normaliser les résultats

obtenus.

Cependant des études ont montré que certains genes de référence pouvaient varier en fonction
des conditions expérimentales et que l’utilisation de deux, ou plus, genes de référence
permettait une meilleure normalisation [286,287]. Des outils informatiques ont d’ailleurs été
créés pour rechercher le ou les génes de référence ayant la meilleure stabilité d’expression,
comme le programme GeNorm de Vandesompele et al. [287] ou 1’algorithme NormFinder
d’Andersen et al. [271]. Des travaux ont déja été réalisés sur d’autres organismes afin d’évaluer
et de choisir le gene de référence le plus stable en fonction des conditions expérimentales de
I’étude [288].

Dans la littérature, de nombreux génes contr6le ont déja été décrits et utilisés dans des
expériences impliquant Fusarium [136,138,249,268,269,289,290]. Cependant, a ce jour,
aucune ¢tude n’a évalué¢ la stabilité de ces geénes de référence en fonction de différents
parametres de culture (température, milieu de culture, présence d’antifongique, ...).
L’évaluation réalisée au cours de ces travaux a mis en évidence le loci MDP correspondant au
géne codant la Mannitol 1P déshydrogénase, comme étant le géne le plus stable dans les

différentes conditions de culture.

Les résultats montrent une surexpression du gene CYP51A pour les cultures en présence de
voriconazole par rapport aux cultures témoins. Cette surexpression est toujours présente quelle
que soit la génération ou la souche, mais elle n’évolue pas en fonction du temps de génération
de la souche. Des études sur le complexe d’espéces Fusarium solani ont également montré une
augmentation du niveau d’expression du géne CYP51A suite a une exposition au voriconazole
pour différentes concentrations. Cette surexpression était significative et également observée
en présence d’autres antifongiques azolés. Il a également été démontré que les niveaux
d'expression basaux de I'ARNm CYP51A étaient corrélés a la valeur de la CMI de la souche.

Les isolats a CMI faible exprimaient environ 4 fois moins que ceux a CMI élevées [249,267].

Une autre étude a également évalué les conséquences d’une exposition a un azolé sur une
souche appartenant au complexe d’espéces Fusarium oxysporum. L’équipe a montré qu’il

existait une surexpression en présence de penconazole, antifongique utilisé en agriculture, et
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que celle-ci semblait étre corrélée a la concentration d’antifongique utilisée. Plus la
concentration non léthale était élevée, plus I’expression du géne CYP51A était importante. Les
mémes observations de stabilité dans le temps ont été mises en évidence. Cependant, aucune
résistance n’est apparue pendant toute la durée de 1’exposition a I’antifongique. Selon les
auteurs, cette surexpression du gene CYP51A sans association a une résistance semblerait étre

un mécanisme d'adaptation de Fusarium au composé toxique [291].

Le mécanisme impliqué dans la surexpression de CYP51A a deéja décrit chez Aspergillus
fumigatus. En plus des mutations ponctuelles, les modifications de la région promotrice du géne
CYP51A peuvent étre responsables de la résistance aux azolés. L'insertion de répétitions en
tandem (tandem repeat TR) ou autres éléments transposables entrainent une augmentation du
niveau d’expression de CYP51A. 1l a été démontré que I’association de la répétition en tandem
de 34 paires de bases (TR34) a une substitution de lysine en histidine au codon 98 (TR34/L98H)

induisait une élévation de I'expression de CYP51A jusqu'a huit fois la normale [292,293].

L’étude de la séquence du promoteur du géne CYP51A serait intéressante a réaliser sur le panel
de souches FSSC étudiées. En effet, I’équipe de recherche de James et al. a montré qu’un lien
pouvait exister entre une mutation au niveau du promoteur de CYP51A et des CMI élevées au
voriconazole chez Fusarium solani. En effet, 9 isolats de FSSC sur 19 montraient des valeurs
de CMI supérieures a 32 pg/mL. Tous présentaient une délétion de 23 paires de base au niveau
du promoteur, alors que cette variation était absente dans les 10 autres souches ayant des CMI
faibles (< 12 mg/l). De plus, cette délétion a été retrouvée parmi des isolats environnementaux

et cliniques [249].

Des études complémentaires sur les souches de cette étude permettraient de consolider ces

observations et peut-étre de mieux appréhender la grande variabilité de CMI au voriconazole.
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Conclusion et Perspectives

Le genre Fusarium est composé de champignons filamenteux que I’on retrouve dans de
nombreuses sphéres écologiques, comme le sol, I’eau et 1’air. Principalement connu comme
phytopathogéne et responsable de pertes agricoles et céréaliéres, Fusarium est décrit également
comme agent d’infections fongiques chez I’Homme depuis les derniéres décennies. Au sein du
genre Fusarium, le complexe d'especes Fusarium solani représente plus de la moitié des isolats
de Fusarium responsables d’infections fongiques. Pouvant étre superficielles, comme des
atteintes unguéales, les infections causées par le complexe FSSC peuvent également étre

profondes, avec une dissémination hématogene pouvant étre mortelle.

L’arsenal thérapeutique pour le traitement des fusarioses est trés limité. Le traitement de
référence des fusarioses est le voriconazole, plus ou moins associ¢ a I’amphotéricine B.
Cependant, la prise en charge thérapeutique est complexe du fait de la variabilité des CMI au
voriconazole au sein du complexe mais également de 1’absence de corrélation entre les effets

observés in vitro et ceux in vivo.

Dans un premier temps, la variabilité de CMI au voriconazole mais également a d’autres azolés
a été mise en évidence pour les différentes souches de F. solani utilisées dans cette étude. Les
souches ont été classées en deux groupes selon leurs valeurs de CMI au voriconazole. Les
études de croissance in vitro ont montré que les souches présentaient une croissance qui leur

était spécifique mais indépendante de leur niveau de résistance au voriconazole.

Cependant, le modeéle in vivo utilisant Galleria mellonella a mis en évidence une tendance au
« fitness cost » entre virulence et résistance aux antifongiques. En effet, les souches de
Fusarium solani résistantes au voriconazole (CMI 8-16 pug/mL) présentaient une virulence plus
faible que celles ayant une CMI plus basse au voriconazole, bien que non différentes
statistiquement. A I’inverse, une différence de virulence a également été observée entre les

isolats d’origine clinique et ceux d’origine environnementale.

De plus, le traitement par voriconazole d’une infection a Fusarium solani sur modéle in vivo
avec G. mellonella ne montre pas de bénéfice en terme de survie, quel que soit le profil de

sensibilité de la souche a I’antifongique.

121



Conclusion et Perspectives

Dans un deuxiéme temps, 1’é¢tude des mécanismes de résistance a été entreprise afin de
comprendre la diminution de sensibilité au voriconazole chez FSSC. Une premiere approche a
évalueé les modifications qualitatives a la recherche de mutations au niveau des 3 isoformes de
CYP51, cibles de I’antifongique. Des variations de séquence protéique de CYP51A, I’isoforme
majoritairement impliquée dans la synthése de I’ergostérol, dessinaient différents profils
protéiques au sein des isolats étudiés. La classification des souches en fonction de la similarité
de profils a mis en évidence un potentiel lien avec la valeur de CMI au voriconazole. En effet,
les souches partageant une séquence protéique identique ou trés proche, présentent entre elles
une valeur de CMI proche.

Parmi les mutations connues chez Aspergillus fumigatus comme responsables de la résistance
aux azolés, 5 ont été retrouvées au sein du panel de souches et I’acide aminé muté était commun
a I’ensemble des isolats. La modélisation tridimensionnelle a mis en évidence 1’impact de
certains points de mutation sur I’interaction enzyme-substrat. En effet, nous avons observé que
’acide aminé leucine en position 218 était situé a I'entrée du canal du substrat. La comparaison
de la séquence de la protéine CYP51A des souches de notre étude avec d'autres souches du
méme complexe et de différents complexes a montré que ce résidu L218 était conservé pour
I’ensemble du genre Fusarium. Ainsi, le résidu L218 serait directement impliqué dans la
discrimination de l'azolé en modifiant la forme de I'entrée du canal du substrat. Cette
observation, a confirmer grace a d’autres études, pourrait étre un premier indice pour expliquer
la faible sensibilité des antifongiques azolés utilisés en clinique pour le genre Fusarium.
D’autres ¢études approfondies sur I’ensemble des interactions au sein de la conformation
tridimensionnelle des différentes variations en acides aminés permettraient de mieux
appréhender la différence de profils protéiques, comme les différents points de mutation, en

lien avec la variabilité de la valeur de CMI au voriconazole.

L’exposition au voriconazole sur plusieurs générations n’a pas entrainé 1’apparition de

nouvelles mutations au sein de la séquence protéique de CYP51A.

Dans un troisieme temps, la recherche de possibles modifications quantitatives, soit une

surexpression du géne CYP51A pouvant expliquer la résistance aux azolés, a été réalisée. Il
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semblerait que I’expression de CYP51A puisse étre induite en présence de voriconazole. Cette
surexpression ne présente cependant aucun impact phénotypique sur la souche, celle-ci
conserve sa valeur initiale de CMI au voriconazole. Une approche complémentaire sur le réle
du promoteur du gene CYP51A serait intéressante. En effet, I’expression peut étre fortement

influencée par des mutations au sein de cette région, entrainant des phénotypes de résistance.

Dans un quatriéme temps, les phénomeénes d’efflux décrits dans la littérature ont été en partie
abordés par ce travail. L’expression du géne ABC1 codant un transporteur énergie dépendant et
impliqué dans I’efflux de nombreuses molécules, comme les azolés, a éte évaluée sur
différentes souches présentant des CMI variables, exposées au voriconazole a différents temps.
Il a été montré que plus la souche présentait une CMI élevée, plus celle-ci surexprimait le géne
ABC1. Contrairement a CYP51A, ABC1 semble étre induit par la présence d’antifongiques de

type azolé.

Ainsi, nous pouvons émettre 1’hypothése que la faible sensibilité naturelle du genre Fusarium
serait due a une modification de la cible, impliquant une difficulté d’acces plus grande des
antifongiques azolés au site actif de la 14 alpha déméthylase. De plus, un mécanisme d’efflux
du voriconazole touchant les souches présentant les CMI les plus fortes expliquerait les

variabilités de sensibilité.

L’ensemble des travaux menés lors de cette thése d’Université a apporté de nouvelles
connaissances quant a la résistance du complexe d’espéces Fusarium solani au voriconazole.
Ces résultats ont également permis d’¢laborer de nouvelles orientations pour de futures études
sur ce phénomeéne, afin de mieux appréhender la prise en charge complexe des infections

fongiques a Fusarium solani.
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Etude des mécanismes de résistance aux azolés
chez le complexe d’espéces Fusarium solani

Mechanisms of resistance to azole antifungals
In Fusarium solani species complex

Pierre VERMEULEN

Les membres du complexe d’espéces Fusarium solani (FSSC) sont des champignons filamenteux
phytopathogénes cosmopolites et naturellement présents dans le sol, ’air et I’eau. Ils sont
responsables d’atteintes superficielles, mais peuvent aussi entrainer des infections fongiques
invasives severes chez les patients immunodéficients. Le traitement de référence des fusarioses est
le voriconazole. Malgré ces recommandations, certaines souches presentent une sensibilité
diminuée au voriconazole. La resistance aux azolés implique de multiples mécanismes : (i)
modifications de la cible ; (ii) efflux et imperméabilité ; (iii) adaptation cellulaire. L’objectif du
projet RAFU (Résistance aux Azolés chez Fusarium) est d’étudier la virulence in vivo du
champignon ainsi que les différents mécanismes de la résistance aux azolés. Grace au modéle in
vivo Galleria mellonella, une tendance au « fitness cost » entre virulence et résistance aux
antifongiques azolés a été observée entre les souches, bien que le traitement par voriconazole ne
montre aucun bénéfice, quel que soit le profil de sensibilité. L’étude des mécanismes de résistance
a permis d’émettre I’hypothese que la faible sensibilité naturelle du genre Fusarium serait due a une
modification de la cible, impliquant une difficulté d’accés plus grande des antifongiques azolés au
site actif de la 14 alpha déméthylase. De plus, un mécanisme d’efflux du voriconazole touchant les
souches présentant les CMI les plus fortes expliquerait les variabilités de sensibilité. Ces résultats
ont également permis d’élaborer de nouvelles orientations pour de futures études, afin de mieux
appréhender la prise en charge complexe des infections fongiques a Fusarium solani.

Mots clés : Fusarium solani, Virulence, Résistance, VVoriconazole, Galleria mellonella,

Members of the Fusarium solani species complex (FSSC) are ubiquitous filamentous fungi present
in soil, air and water. They are responsible for superficial infections, but can also cause severe
invasive fungal infections in immunodeficient patients. The standard treatment for fusariosis is
voriconazole. Despite these recommendations, some strains are less sensitive to voriconazole.
Azole resistance involves multiple mechanisms: (i) target modification; (ii) efflux and
impermeability; (iii) cellular adaptation. The aim of the RAFU project (Azole Resistance in
Fusarium) is to study the virulence of the fungus in vivo and the various mechanisms involved in
azole resistance. With the Galleria mellonella in vivo model, a trend towards ‘fitness cost' between
virulence and resistance to antifungals could be observed between strains, although treatment with
voriconazole showed no benefit, whatever the sensitivity profile. The study of resistance
mechanisms has led to the hypothesis that the low natural susceptibility of the Fusarium genus is
due to a modification of the target, involving greater difficulty for azole antifungals to access the
active site of 14 alpha demethylase. In addition, a voriconazole efflux mechanism affecting the
strains with the highest MICs would explain the variability in sensitivity. These results have also
provided new guidelines for future studies, to better understand the complex management of
Fusarium solani fungal infections.

Key words: Fusarium solani, Virulence, Resistance, Voriconazole, Galleria mellonella,
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