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différentes cultures fongiques.

Figure 30: Gel d’électrophorése des fragments amplifiés: comparaison des
différentes méthodes d’extraction de 'ADN sur des cultures fongiques de K

heterogenica.

Figure 31 : Gel d’électrophorése des fragments amplifiés a partir de deux biopsies

humaines.
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Figure 32: Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir des biopsies

gastriques : PCR négatives (absence de bande).

Figure 33: Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir des biopsies
gastriques : la présence d’une bande de taille équivalente a 500 pb témoigne de la

présence de fragments d’ADN amplifiés dans cet échantillon.

Figure 34 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir des biopsies
gastriques : présence de nombreuses bandes de taille équivalente a 200 pb
témoignant de la présence de courts fragments d’ADN amplifiés dans ces

échantillons.

Figure 35 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenus a partir d’'une biopsie gastrique : résultat exploitable avec alignement

optimal des deux séquences et des électrophorégrammes a séquence unique.

Figure 36 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenues a partir d’'une biopsie gastrique : résultat exploitable pour la séquence

obtenue avec I'amorce ITS4 mais inexploitable pour celle avec 'amorce ITS1.

Figure 37 : Séquence nucléotidique brute et son électrophorégramme obtenue a
partir d’'une biopsie gastrique: perte de résolution en début de séquence la

rendant inexploitable sur les 24 premieres bases.

Figure 38 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenues a partir d’'une biopsie gastrique : résultat inexploitable pour les deux

séquences avec des électrophorégrammes a séquences multiples indéchiffrables.

Figure 39 : Résultats de l'alignement des courtes séquences obtenues par
séquencage des fragments amplifiés de taille inférieure a 300 pb avec des
séquences de références de la base de donnée NCBI (Genbank): identification

d’ADN génomique humain.
Figure 40 : Diagramme de flux

Figure 41 : Genres et espéces des champignons identifiés (en rouge) au sein de la

classification fongique.
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Tableaux

Tableau 1: Principales études portant sur la caractérisation du mycobiome

humain et utilisant des techniques de séquencage a haut débit (d’apres [31]).
Tableau 2 : Recommandations de recherche et d’éradication de H. pylori [111].
Tableau 3 : Description de la population des 466 patients analysés.

Tableau 4 : Présentation des résultats des 72 séquencages réalisés a partir des

biopsies gastriques.
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ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNTr : Acide DésoxyriboNucléique ribosomique
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ARN : Acide RiboNucléique

ARNTr : Acide RiboNucléique ribosomaux

ATCC : American Type Culture Collection
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PTI : Purpura Thrombopénique Idiopathique

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
SSU : Small SubUnit

TBE : Tris Borate EDTA

TNF : Tumor Necrosis Factor
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.  INTRODUCTION

Le « microbiote » humain comprend I'’ensemble des communautés microbiennes
(bactéries, archéobactéries, protozoaires, champignons et virus) qui colonisent les
différents écosystéemes de I'homme. Récemment découverte, la composante
fongique de ce microbiote appelée mycobiote reste peu étudiée. De méme que
pour les bactéries non cultivables du microbiote bactérien, la majeure partie du
mycobiote humain est constituée de champignons non cultivables. Ainsi de
nouvelles approches indépendantes de la culture, comme les méthodes de biologie
moléculaire, développées au cours des vingt dernieres années, permettent
d’aborder la diversité fongique dans les microbiotes par le biais de leur contenu
génique (ou mycobiome). Le séquencage direct des genes fongiques se place
comme la méthode la plus efficace pour ces identifications. Les quelques études
déja publiées dans la littérature montrent que différentes niches du corps humain
abritent des populations fongiques spécifiques, décrites comme mycobiome oral,
des voies respiratoires, cutané, intestinal et génital. De plus, les champignons et
certains profils de « mycobiome » apparaissent désormais impliqués comme
cofacteurs potentiels dans la physiopathologie de plusieurs maladies, telles que
I'hépatite B, la mucoviscidose et les maladies inflammatoires chroniques de

I'intestin (MICI).

La recherche d’'un mycobiome gastrique n’a pas encore été réalisée. Cependant
I'estomac est connu pour son inhospitalité a cause de son milieu acide (pH aux
alentours de 5,5) et la sécrétion du mucus gastrique qui protege l'intégrité du
revétement épithélial. Peu de germes ont les caractéristiques pour survivre et
proliférer dans cet environnement hostile. Parmi les bactéries, Helicobacter pylori
est I'une des seules possédant les deux facteurs nécessaire a la colonisation de
I'épithélium gastrique : la mobilité, assurée par ses 5 a 7 flagelles polaires, lui
permettant de se déplacer au sein du mucus gastrique et l'uréase, capable de
tamponner l'acidité gastrique. Ainsi elle colonise l'estomac de la moitié de
I’humanité et représente la cause majeure des pathologies gastroduodénales. En
effet, 'infection a H. pylori conduit constamment a une inflammation de la

muqueuse gastrique appelée gastrite, le plus souvent asymptomatique. Dans 15%
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des cas, elle peut évoluer vers des pathologies plus séveres (ulcéeres, cancers
gastriques). L’évolution de la gastrite vers des pathologies séveres répond a des
interactions complexes entre les facteurs de virulence bactériens, des facteurs
génétiques de susceptibilité individuelle de I'hdte infecté, la localisation de
I'infection dans l'estomac et des facteurs environnementaux essentiellement

représentés par des pratiques alimentaires.

Notre objectif principal était donc la recherche et la description de ce mycobiome
gastrique. Pour ce travail, nous avions besoin d’'une technique de détection de
I’ADN (acide désoxyribonucléique) fongique et d’identification des champignons
précise et efficace, sans culture préalable, sur des échantillons tels que les extraits
des biopsies gastriques que nous voulions étudier. Apres étude bibliographique,
nous avons décidé de mettre en place une technique d’identification moléculaire
des champignons par amplification génique et séquencage Sanger avec le couple
d’amorces universelles pan fongiques ITS1 et ITS4 (internal transcribed spacer).
Nous avons d’abord mis au point et testé cette technique d’identification
moléculaire fongique sur une large gamme de champignons, avec différentes
methodes d’extraction et sur différents types d’échantillons avant de passer a
I’étude des biopsies gastriques de 466 patients. Les patients de notre étude étaient
infectés ou non par la bactérie H. pylori et présentaient différentes pathologies
gastro-duodénales pouvant étre causées par cette infection pro-inflammatoire.
Cela nous a permis d’étudier le lien entre la présence fongique au niveau gastrique
et l'infection a H. pylori. Nous avons également pris en compte d’autres facteurs
cliniques et démographiques tels que l'expression clinique des infections a H.

pylori, 'age, le sexe et le pays de naissance des patients.
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Il. GENERALITES

A. Regne fongique

Le regne fongique connait diverses appellations telles que Champignon, Mycetes
ou Mycota ou encore Fungi. Environ 100 000 especes de champignons ont été
décrites a ce jour, mais on estime que leur nombre total est proche de cinq millions

[1]. Il existe une grande diversité de champignons au sein du vivant.

1. Morphologie, nutrition et sexualité

Les champignons sont des eucaryotes: organismes nucléés. Leur structure
primordiale est un thalle dépourvu de pigment assimilateur (chlorophylle),
dénommé « mycélium». Le plus souvent il s’agit d’'un systeme de filaments
ramifiés pluricellulaire pouvant atteindre plusieurs metres (hyphe ou filament
mycélien). Ce thalle est parfois réduit a un état unicellulaire (de quelques
micrometres chez la levure). Aucune organisation tissulaire véritable n’existe chez
les champignons. En I'absence de chlorophylle, les champignons se comportent
nécessairement en hétérotrophe vis a vis du carbone et utilisent les matieres
organiques comme source d’énergie. Incapables d'utiliser I'énergie solaire, ils
absorbent de nombreuses molécules carbonées fabriquées par d'autres étres
vivants selon cinq modes de nutrition: le saprophytisme, la symbiose, le

commensalisme, le parasitisme et exceptionnellement la carnivorie.

Les champignons se multiplient par voie asexuée ou sexuée. Les éléments de la
reproduction asexuée sont des spores diverses aussi appelées conidies nommées
selon leur origine ou forme tandis que les éléments de la reproduction sexuée sont
des zygospores, des ascospores ou des basidiospores. Les parois cellulaires des
champignons sont rigides, elles contiennent divers polyosides dont la chitine ($(1-
4)N-acétyl D glucosamine), ou tres rarement de la cellulose (3(1-4) D glucose) [2].
Bien qu’ils passent souvent inapercus, les champignons sont présents dans
presque tous les compartiments de l'environnement terrestre, y compris au sein
d'organismes vivants avec lesquels ils peuvent entretenir des interactions durables

dont le parasitisme n'est qu'une des formes.
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2. Classification

En 1969, Whittaker et Margulis [3] ont décrit les cinq regnes du vivant que nous
connaissons aujourd’hui: Bactérie, Protozoaire, Végétal, Animal et Champignon

(Figure 1).

Plantes CHAMPIGNONS Animaux

/ Protistes
Classification

des étres vivants.

S maam-‘&v’m
% - Vd‘:WhiﬂakuU 9).

< Procaryotes .

& | 4

Figure 1: Arbre phylogénétique des étres vivants a partir des séquences d’ARN

ribosomique décrit par Whittaker en 1969 [3].

La révision de la classification a été proposée par Carl Woese en 1990 apres
I'observation de grandes différences au niveau moléculaire lors de I'analyse des
séquences d’ARN (acide ribonucléique) ribosomique. Woese a entrepris d'établir
un systeme de classification a trois domaines : les Bactéries (ou Eubactéries), les
Archées (ou Archébactéries) et les Eucaryotes, ce troisieme domaine regroupant

les Plantes, les Animaux, les Protistes et les Champignons [4,5,6].

Une des classifications du régne fongique les plus répandues est celle de
Ainsworth GC et Bisby GR initialement présentée dans leur « Dictionary of Fungi »
(1971) [7], aujourd'hui profondément remaniée (10¢ édition en 2013). Selon cette

classification, le régne fongique se divise en cinq divisions: Ascomycétes,

20



Basidiomycetes, Zygomycetes, Chytridiomycetes et Deutéromycetes. Les divisions
se distinguent par le type de reproduction. La classification phylogénétique et la
classification traditionnelle ont fait I'objet d'une synthese qui reprend les divisions
classiques phylum, sous-phylum, classe, sous-classe et ordre: «A higher-level
phylogenetic classification of the Fungi » [8]. Ce document de 2007, cosigné par 67

auteurs reste une référence (Figure 2).

MICROSPORIDIA  »

Kickxellales
|: Dimargaritales Kickxellomycotina
Harpellales
Asellariales
Zoopagales Zoopagomycotina 3

Entomophthorales = Entomophthoromycotina »
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Blastocladiales Blastocladiomycete

TN T VD
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[ Endogonales Mucoromycotina )
\ Mortierellales
6 . : NEOCALLIMASTIGOMYCOTA 3
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/T Monoblepharidales Monoblepharidomycetes
L1 /T Chytridiales /e
( Spizellomycetales Ch :::'LTTND'QMYCOTA
KK_ Rhizophydiales P ) .
/~ — Archaeosporales N
— Diversisporales GLOMEROMYCOTA
— Glomerales Glomeromycetes
\__ — Paraglomerales i
i o
BASIDIOMYCOTA
DIKARYA
ASCOMYCOTA
. J

Traditional Traditional
Zygomycota Chytridiomycota

Figure 2 : Classification phylogénétique des champignons [8].
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a) Ascomycétes ou Ascomycota

Les Ascomycetes présentent une reproduction sexuée grace aux ascospores
formées a l'intérieur de cellules fertiles, les asques, et projetées a maturité a
I'extérieur par ouverture de I'asque. Ce sont des saprophytes et nombre d’entre

eux sont des parasites (Figure 3).
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Figure 3 : Classification phylogénétique des Ascomycetes [8].
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b) Basidiomyceétes ou Basidiomycota

Les Basidiomycetes présentent une reproduction sexuée grace aux basidiospores

by

formées a 'extrémité de cellules fertiles, les basides. La baside est une cellule
généralement clivée pourvue de stérigmates au bout desquelles sont portées les

spores qui sont dispersées par le vent a maturité. Ce sont des saprophytes de

végétaux (Figure 4).
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Figure 4 : Classification phylogénétique des Basidiomycetes [8].
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c) Zygomyceétes ou Zygomycota

Les Zygomycetes présentent une reproduction sexuée grace aux zygospores.
Moisissures a filaments coenocytiques, c'est-a-dire non cloisonnés, ce sont des
saprophytes de végétaux. Parmi elles, les Entomophtorales parasitent les
nématodes et les insectes tandis que les Mucorales sont opportunistes:
occasionnellement responsables de mucormycoses chez des patients

particulierement immunodéprimés.

Les Glomeromycetes ou Glomeromycota autrefois classés dans les Zycomycota,

sont maintenant considérés comme constituant une division a part.

d) Chytridiomyceétes ou Chytridiomycota

Champignons les plus primitifs, ce sont les ancétres de tous les autres
champignons. Leur reproduction est sexuée grace aux zoospores mono-flagéllées.
Les Chytridiomycetes sont des saprophytes de végétaux aquatiques (surtout dans
I'’eau douce), ils parasitent les algues. Leurs hyphes sont coenocytiques et ne

forment pas un véritable mycélium. Certaines especes sont méme unicellulaires.

e) Deutéromycétes ou Deutéromycota

Cette division a été créée en paralleéle pour inclure les champignons imparfaits
(Fungi imperfecti) pouvant, par leur structure générale (filaments cloisonnés) et
certaines caractéristiques (par exemple biochimiques), étre rapprochés des
Ascomycetes ou des Basidiomycetes, mais qui ne sont connus que sous ce seul état
asexué (dit anamorphe). Leur reproduction sexuée n'étant pas encore découverte,
ayant disparu ou ayant été remplacée par des phénomenes de parasexualité, ces
formes sont désignées par un taxon qui n'a pas de réelle valeur dans le systeme
linnéen (« form-Order », « form-Family », « form-Genus »...). Certaines espeéces
peuvent cependant bénéficier d'une double appellation quand leurs états asexués
ou imparfaits nettement individualisés (anamorphes) ont une désinence différente

des états sexués ou parfaits (téléomorphes).
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Les Deutéromycetes sont des saprophytes de végétaux et de nombreuses especes
sont pathogenes et opportunistes. Elles sont connues sous le nom de « Moisissures

d’intérét médical » causant nuisances, allergies et mycoses.

3. Role écologique

Les champignons jouent un réle central dans beaucoup d’écosystemes, notamment
en tant que symbiotes des végétaux, mais surtout en tant que décomposeurs
bouclant le cycle du carbone et de nombreux éléments. Dans la nature, 90% des
plantes vertes ont recours aux mycorhizes, qui est une association symbiotique
entre les racines d'une plante et le mycélium d'un champignon. Les racines de la
plante approvisionnent le champignon en glucides, produits de la photosynthese.
Le mycélium procure en retour de l'eau et des sels minéraux inaccessibles aux
racines de la plante [9]. De plus avec les bactéries, les champignons
« saprophytes » sont les décomposeurs qui participent le plus a la dégradation de
la matiére organique (feuilles mortes, débris végétaux ou animaux, excréments) et
a la production d'humus dans les écosystéemes terrestres. En remettant a la
disposition des autres organismes des éléments minéraux essentiels de nouveau
assimilables tels que l'azote, le phosphore et le carbone, ils jouent un role
primordial dans les cycles biogéochimiques et les chaines alimentaires. Le
mycélium fongique peut atteindre dans le sol des foréts une biomasse de 12 tonnes
par hectare, constituant alors un feutrage blanc tres dense d'Ascomycetes et de

Zygomycetes [10].

Les champignons jouent un rdle économique considérable dans nos sociétés, pas
tellement en tant qu’aliment (rare dans l'alimentation de base), mais par les
maladies des plantes, dite maladies cryptogamiques, qu'ils occasionnent (85%,
surtout causées par les Ascomycetes) [11]. Par ailleurs les champignons, en
produisant des mycotoxines, altérent gravement les aliments et ils ont été a
l'origine de graves intoxications qui ont marqué l'histoire de I'humanité. De plus,
ils servent également dans I’élaboration des nombreux aliments (pain, vin, biére,

fromage...).
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Récemment découvert, les champignons jouent également un réle important au
niveau du mycobiome, composante fongique du microbiome. Dans l'organisme
humain, le mycobiome oral, des voies respiratoires, cutané, intestinal et génital
contient des centaines d'especes de champignons, la plupart commensaux mais
certains pouvant devenir pathogenes, tel Candida albicans, principal responsable

de la candidose [12].

4, Pathogénicité humaine

Au cours des vingt derniéres années, l'incidence des infections fongiques, tant
superficielles que profondes, a augmenté de facon considérable, survenant le plus
souvent chez des patients fragilisés (transplantations d’organes, greffes de moelle,
chimiothérapies aplasiantes, nouveaux immunosuppresseurs, ...). Si les malades et
les traitements ont évolué, les champignons impliqués dans les pathologies se sont,
eux aussi, diversifiés avec 'émergence d’espéces auparavant inconnues du milieu
meédical, ainsi que la réémergence d’espéces au pouvoir pathogene établi, mais qui
sont responsables de nouvelles formes cliniques, survenant sur des terrains
différents. Ces infections sont associées a des taux de mortalité élevés, souvent liés
a un retard au diagnostic. Cependant, I'arrivée de nouveaux outils moléculaires
permet d’identifier avec précision les différentes souches isolées allongeant la liste

des « nouveaux champignons » isolés en pathologie humaine chaque jour [13].

Mais les infections fongiques émergent aussi chez les sujets immunocompétents.
Ainsi, la prévalence des mycoses a champignons « exotiques » augmente en zone
d’endémie. Par ailleurs, de nombreux champignons filamenteux sont responsables
de colonisation chronique des voies respiratoires chez les patients atteints
d’affections respiratoires chroniques comme la mucoviscidose. Les
onychomycoses sont également plus fréquentes dans la population générale, et on
rapporte un nombre croissant de mycoses cutanées chez les sportifs. Le meilleur
suivi des patients et la généralisation des dépistages systématiques contribuent

certainement en grande partie a cette émergence. [13]
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Les espéeces rencontrées sont essentiellement des Ascomycetes ou des formes
asexuées (Deutéromycetes) apparentées a ces derniers, plus rarement des
Zygomycetes (Mucorales) et des Basidiomycetes [13]. Méme si en principe, tous les
champignons possédant un équipement enzymatique approprié peuvent trouver,
sur ou dans l'organisme humain, les conditions favorables a leur développement
opportuniste. De méme, une altération des défenses locales (microtraumatisme,
macération, traitement corticoide, ...) autorise le développement d'une mycose
superficielle. L'atteinte des défenses générales peut permettre l'envahissement
dermique apres franchissement de la membrane basale, éventuellement la
dissémination viscérale. Toutefois, cette généralisation n'est possible que si le

Champignon opportuniste tolere la température de 37° C.
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B. Mycobiome

Le mycobiote se réfere a la composante fongique du microbiote vivant au sein d'un
environnement donné, provenant de la contraction des termes « mycologie » et «
microbiote ». Le terme « mycobiome » est utilisé a la place de mycobiote lorsque
son étude se fait par le biais du contenu génique, ce qui est le cas dans la plupart

des études récentes.

1.  Définition
Depuis les premieres études sur les champignons microscopiques datant de plus
150 années [14], le terme mycobiote est utilisé dans le domaine de
I'environnement pour désigner 'ensemble des éléments fongiques résidents dans
un écosysteme donné. C'est seulement au cours des trois derniéres décennies que
le terme mycobiote a retenu l'attention des microbiologistes, faisant son
apparition, au cours des années 2000, dans le domaine médical. Le mycobiote
humain est donc une entité comprenant tous les champignons, filamenteux ou
levure, dispersés dans les différentes parties du corps humain. Ce mycobiote fait
donc partie intégrante du microbiote humain qui comprend l’ensemble des
communautés microbiennes (bactéries, archéobactéries, protozoaires,

champignons et virus) qui colonisent les différents écosystemes de '’homme [15].

Il n’existe aucune estimation précise de la charge fongique réelle dans 'organisme.
Le nombre de cellules fongiques est bien inférieur a celui des cellules procaryotes,
dont la masse principale, située dans le tractus digestif, est estimée a 1014 cellules.
De ce fait, le mycobiote appartient a la part la moins abondante (inférieure a

0,1%), biosphere rare du microbiote humain [16].

La caractérisation de la composition du microbiote humain a été profondément
transformée au cours des dernieres années grace a I’étude de son contenu génique,
appelé microbiome, correspondant a l'ensemble des génomes des
microorganismes colonisant les écosystéemes de 'homme. La composante fongique

de ce microbiome se nomme donc « mycobiome ».
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2. Outils d’étude

Les limites de la culture (espéces non cultivables [17], manque de sensibilité
[18,19,20], problemes d’identification) ont conduit au développement de
différentes approches moléculaires, indépendantes de la culture. Le séquencage
direct des genes fongiques sans culture préalable, s’est imposé notamment avec le
développement du séquencage a haut débit, méthode la plus efficace pour étudier

le microbiome.

Les deux projets de grande envergure, le « Human microbiome project » aux Etats-
Unis et le « Metagenomics of human intestinal tract (MetaHit) » en Europe [21, 22,
18] ayant défini ce qui constitue le microbiome bactérien normal des différents
écosystemes de '’homme : cavité orale, peau, vagin, voies respiratoires et tractus
digestif, n'ont malheureusement pas pris en compte les champignons. Depuis
2010, le terme « mycobiome » est utilisé pour se référer au microbiome fongique

mais la littérature sur ce mycobiome reste rare [23].

Par ailleurs, I’évaluation des couples d’amorces les plus intéressants a utiliser dans
le cadre de I’étude du mycobiome reste a faire, sur le modele de celle faite pour les
jeux d’amorces 16S pour les études sur le microbiome bactérien [24, 25].
Différentes stratégies peuvent étre utilisées selon I'objectif de I'étude : le méme jeu
d’amorces sera utilisé pour chaque mycobiome en cas de mesure de 'abondance
relative des champignons tandis qu'une combinaison de différentes régions ciblées
de I'’ADNr (ADN ribosomique) sera mieux adaptée si I'on souhaite caractériser au
mieux la diversité fongique. En effet, certains couples améliorent I'amplification
des Basidiomycetes, tandis que d’autres favorisent les Ascomycetes [26].
Developpés récemment, des pipelines spécifiques pour les études portant sur le
mycobiome, comme « ClIoVR-ITS » et « BROCC » [27, 28], permettent 'analyse bio-
informatique des résultats de séquencage a haut débit, jusqu’a I'affiliation des
séquences « propres » a une unité taxonomique opérationnelle (OTU), la
phylogénie ou la détermination de la diversité fongique intra et inter-groupes
(appelées diversités a et ) [29, 30]. Les bases de données de séquences fongiques
de référence sont encore incomparablement moins riches que celles référencant
I’ADNr 16S pour les séquences bactériennes et présentent aussi des limites,

notamment pour I'analyse taxonomique [27].
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En dépit de ces avancées, il faut encore améliorer la fiabilité des analyses
taxonomiques fongiques et poursuivre I'évaluation des bases de données
disponibles afin de déterminer si les mycobiomes analysés a ce jour ont été bien

caractérisés.

3. Composition du mycobiome [31]

Alors que la plupart des études basées sur la culture mettaient en évidence un
pourcentage important d’'individus non colonisés au niveau des principaux sites de
colonisation fongique (muqueuse orale, peau, tractus digestif ou génital), les
études du mycobiome grace aux techniques de séquencage a haut débit et au
développement des analyses métagénomiques font évoluer nos connaissances
concernant la composition du mycobiome humain. En outre, des organes, tel que le
poumon, que l'on croyait stérile, sont maintenant connus pour héberger une

variété importante de champignons [20].

L’étude du mycobiome nous amene également a revoir a la hausse la prévalence de
portage de certaines especes fongiques. Drell et al, par exemple, détectent de
I’ADN de Candida albicans dans la flore vaginale de 67 % des femmes [32], alors
que les études antérieures rapportent des taux de colonisation variant de 10 % a
30 % [33,34]. Par ailleurs, la diversité fongique détectée par analyse
meéetagénomique est bien supérieure a celle décrite en culture
[23, 20, 27, 35,36,37,38,39]. De plus, les profils de distribution des especes
fongiques varient d'un site a 'autre avec cependant pour les sites les plus proches,

des profils généralement similaires [40].

Le tableau 1 présente une analyse des différents mycobiomes étudiés dans la

littérature.
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Sites de Statut clinigue Région Couple d’aranrees éi a C ition du iorae (fréquence des taxons fongiques principaux isolés chez les sujets Auteurs

préléverents amplifi¢e  utilisées haut débit étudiés)
(norabre de sujets) (ADN)
Mycobiome oral
Ringages Sujets sains ITS1 ITSIFATS2 Pyroséquengage 14 taxons présents chez plus de 20 % (4/20) des sujets étudiés avec une shondance relative Ghannoun
oropharyngés (n= individuelle = 1 % : Candida (75 %), C:'aa’ospcrmm (65 %), Saccharomycetales (50 %), 2010
20) 4 idium (50 %), Te sph (45 %), Dothi (45 %), Alt o),
Aspergiltus (35 %), .S’accharomycas (30 %), Fusarium (30 %), Glomus (25 %), Eurotium (25 %),
Gibberella (20 %), Cryptococcus (20 %)
Ringages VIH(n=12)/ ITS1 ITSIFATS2 Pyroséquencage 11 taxons presents chez plus de (3/24) 12 % des sujets étudiés avec une sbondance relative Ivukhexjee
oropharymgés (n= Sujets sains (n individuelle = 1 % : Candida (75 %), Penicilhium (25 %), Fusarium (25 %), Epicoccum (25 %), 2014
24 =12 Trichosp (16,7 %), A ia (17 %), R (12 %), Pichia (12 %), Gibberella (12 %),
Cladosporium (12 %), Aspergillus (12 %)
Salive (n= 6) Sujets sains ITS1 ITSIFATS2 Pyroséquencage 6 taxons présents chez plus dp 33 % (2/6) des sujets étudiés avec une abondance relative Dupuy
dividuelle > 1 % : Mal ia (100 %), Epi (66 %), Cladc ium (50 %), Candida (33 2014

%), Alternaria (33 %), Fusarium (33 %)
Mycobiome des voies respiratoires

Ringages Transplantés ITS1 ITSIFATS2 Pyroséquengage @ taxons présents chez plus de 19 % (4i21) lanté: ires avec une shondance relative Charlson
oropharyngés/LEA  pulmonaires (n individuelle > 1 % : Candida albicans (57 %), Oadospormm (33 %), Peniciltum (24 %), Aspergilius 2012
n=27) =21) I Sujets (24 %), Fusarium (24 %), Eurotium (24 %), Sclerotinaceae (19 %), Davidiellaceae (19 %)

sains (n=6)

Crachats (n=4) Patients 1TS2 3271-ITS2FATS2R. Pyroséquengage 8 taxons présents chez = 2 (/4) pahenls avec une abondance mchvld\w]]e = 1 % : Candida , Delhaes
atteints de Aspergillus IN pa, M , Tric L . 2012
rucoviscidose Saccharompycetaceae , Agaricompcetes

Mycobiome cutané

Cuir chevelu (n= Sujets sains (n 285 NL1/NL4 Pymoséquengage 2 genres présents chez les > 3 (/5) sujets sains avec une sbondance individuelle > 1 % : Park 2012

)] = 5) i Sujets Acremonium, Didymelia
avec des 2 genres fongigues présents chez 2/2 sujets avec des pellicules avec une shondance individuelle > 1
pellicules (n= Yo : Filobasidium, Penicillium
2

14 sites cutanés (n~ Sujets sains ITS1 185Fi5.85-1R. Pyroséquengage 1 genre trés forterment prédominant sur 11 sites cutanés répartis entre la téte, le dos, les bras et le Findley

=10) pli inguinal chez 100 % des sujets : Malassezia 2013

6 gexwes présents chez > 3 (/10) individus avec une abondance relative individuelle = 1 %
Malassezia , Epicoccum , Aspergillus , Candida , Cryptococcus , Rhodotorula

IMycohiome intestinal

Selles (n=28) Sujets sains 185 et 185_0067a_deg/NSR399-  Pyroséquengage 4 taxons présents chez = 3 (/8) sujets étudiés : Wallemia , Trichocomaceae , Saccharompcetaceae , Dollive
ITSt 185 ITSIFATS2 Cystofilobasidiaceae 2012

Mycobiome

génital

Préléverents Sujets sains ITS1 ITSIFATS2 Pyroséquengage 6 taxons pxesenls chez plus de 16 % des ferames avec une abondance relative = 1 % : Candida (62 Drell

vaginawx (n = 494) %), St (74 %), Davidiell (21 %), Burotiales (21 %), Pleosporales (16 %), 2013

Basidiomycota (27 %)

Tableau 1: Principales études portant sur la caractérisation du mycobiome

humain et utilisant des techniques de séquencage a haut débit [31].

De toute évidence, cette caractérisation du mycobiome humain en est encore a ses

débuts, avec des compartiments humains non explorés encore tel que I’estomac.

4, Role du mycobiome et interactions avec son
environnement

Actuellement la découverte du role que jouent les populations fongiques au sein du
microbiome humain est un des enjeux majeurs des études portant sur le
mycobiome : quelles sont les interactions que les mycobiomes peuvent entretenir
entre eux, avec le microbiome bactérien ou leur héte mais aussi leur implication

potentielle dans la genése ou I'évolution de pathologies spécifiques.

a) Interactions entre les différents mycobiomes

Des interactions potentielles entre les différentes composantes du mycobiome

humain ont été découvertes. Ainsi, des liens entre le mycobiome respiratoire et le
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mycobiome intestinal ont été mis en évidence par Noverr et al. dans un modele
murin : la multiplication de Candida albicans dans le microbiome intestinal apres
antibiothérapie modifierait le microbiome respiratoire et augmenterait le risque
de développer des maladies allergiques respiratoires induites par Aspergillus
fumigatus [41]. Ce type d’interaction pourrait étre la conséquence d’une
translocation intestinale de molécules fongiques qui initierait une réponse
immunitaire systémique et faciliterait une colonisation et/ou une infection a

distance [42].

b) Interaction entre le mycobiome et le microbiome

bactérien
Des interactions entre le mycobiome et certaines bactéries du microbiome ont
également été décrites, et pourraient jouer un role dans certaines pathologies.
Ainsi, certains microorganismes bactériens et fongiques peuvent avoir un effet
synergique les uns sur les autres. Cela a été rapporté pour Mycobacterium et
Aspergillus dans le tractus respiratoire, leur commensalisme concomitant pourrait
renforcer de facon synergique leur résistance respective a la pression de
I'environnement, notamment aux agents antimicrobiens [43]. Par ailleurs, une
étude sur les gerbilles de Mongolie montre que la levure Kazachstania
heterogenica colonise l'estomac exactement dans les mémes régions que la
bactérie Helicobacter suis et peut conduire a une potentialisation de l'inflammation
causée par Helicobacter dans ce modele animal. En effet, la co-infection
expérimentale de la gerbille avec K heterogenica et H. suis a montré une
augmentation significative de l'inflammation gastrique chez ces animaux infectés
par les deux micro-organismes par rapport aux animaux infectés seulement par H.

suis [44].

Dans d’autres cas, il s’agit plutét d’'une « concurrence » entre bactéries et
champignons, comme par exemple pour Pseudomonas aeruginosa, dont la présence
inhibe la croissance fongique de Candida albicans chez les patients atteints de

mucoviscidose [45].
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c) Interactions entre I’hote et son mycobiome

Les interactions entre I’hote et son microbiome, dont fait partie le mycobiome, sont
soigneusement équilibrées. Plusieurs facteurs liés a I'hote (facteurs génétiques,
environnement, mode de vie, alimentation) ont un effet sur la composition et les
variations du mycobiome [46]. La confirmation de I'importance du mode de vie et
de l'alimentation dans la composition du microbiome intestinal humain a été
récemment apportée par la découverte d’'un profil de colonisation intestinal a
levures inattendu dans une communauté traditionnelle amérindienne, vivant
isolée en milieu naturel. Alors que Candida albicans est, de loin, I'espece de levure
prédominante dans le microbiome intestinal des individus sains vivants dans les
pays industrialisés (plus de 80 % des sujets sains colonisés par des levures au
niveau du tractus digestif sont porteurs de C. albicans), moins de 7 % des sujets
colonisés par des levures dans cette communauté étaient porteurs de C. albicans
[47]. Par ailleurs, certains des facteurs influencant le mycobiome pouvant évoluer
au cours du temps, la composition de ce dernier peut varier. Nagata et al. ont, par
exemple, montré en utilisant comme indicateur le génotypage des especes
de Malassezia, que la flore cutanée mettait 30 jours a passer de I'état post-natal a

I'état d’adulte [48].

d) Associations entre mycobiome et pathologies

~

A ce jour, plusieurs associations entre mycobiome et pathologies ont été

rapportées dans la littérature mais elles demandent encore a étre validées.

Par exemple, plusieurs études ont caractérisé le mycobiome respiratoire de
patients atteints de mucoviscidose [49,50,20] et ont observé une diversité
fongique moins riche chez les patients atteints que chez les individus sains, en
particulier lorsque la fonction respiratoire est treés altérée. Un phénomene
similaire pourrait également étre observé au sein du mycobiome des patients
atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) ou d’asthme
sévere [17]. Il a également été montré que le mycobiome intestinal joue un role
dans le déclenchement de la maladie du greffon contre 'h6te. En effet, les sujets
colonisés par Candida albicans présentent un risque accru de développer une

maladie du greffon contre ’hote de grade élevé si on les compare aux sujets non
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colonisés. Ceci permet d’envisager un nouvel axe thérapeutique, de type anti

infectieux, dans cette pathologie [51].

Par ailleurs, le mycobiome et le microbiome bactérien ont aussi le potentiel de
moduler la réponse immunitaire de I'h6te aux différents pathogenes. Certains
champignons commensaux, comme Malassezia spp. ou Candida albicans, qui co-
évoluent généralement avec 'homme, sont, par exemple, des acteurs importants
dans la modulation du systeme immunitaire adaptatif de I'hote [52]. D’autres
champignons peuvent méme jouer un role d’agent préventif et thérapeutique dans
certaines pathologies, comme, par exemple, Saccharomyces boulardii dans les

maladies diarrhéiques [53].

Toutefois, les relations « amicales » qu’entretiennent les champignons
commensaux avec leur hote peuvent parfois se rompre et se transformer en
relation de pathogenes opportunistes. Si la pathogénicité de nombreuses especes
de champignons est bien étudiée, la corrélation entre la diversité du mycobiome et
son impact sur la progression de certaines maladies est moins clairement définie.
Dans certaines pathologies, comme les MICI [54, 55], la dermatite atopique [56] ou
I'hépatite B au stade chronique ou au stade de la cirrhose, la diversité des
champignons présents est proportionnelle a la progression de la maladie [19].
Dans d’autres contextes, comme la mucoviscidose [50,29] ou chez les patients
allergiques [57], la diversité fongique est inversement proportionnelle a la

progression de la maladie [57].

Il est donc difficile, actuellement, de faire une conclusion généralisée sur le role du
mycobiome, et en particulier de sa diversité, en santé humaine. De facon générale,
il existe une corrélation positive entre diversité fongique et maladies infectieuses,
les champignons pouvant étre des pathogénes directement responsables
d’infections ou de facteurs aggravant d’une infection préexistante. En revanche,
dans les maladies chroniques, ou l'infection fongique joue un réle secondaire, on
semble observer plutét une corrélation inversée entre diversité fongique et
progression de la maladie, du fait, probablement, de Ialtération du
microenvironnement qui devient moins favorable a la croissance des
champignons. Pour finir, il reste a établir si les variations du mycobiome associées

a ces pathologies en sont la cause ou la conséquence [58]. Si la majorité des
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especes fongiques qui composent le mycobiome humain joue un role commensal
voire bénéfique pour leur hdte, certains profils de mycobiome apparaissent
désormais impliqués comme « cofacteurs » potentiels dans la physiopathologie de
plusieurs maladies. A terme, la compréhension fine de la pathogénicité des
champignons combinée a I'étude approfondie du microbiome devrait permettre
d’élargir nos connaissances concernant I’environnement microbien dans différents

contextes pathologiques, de mieux comprendre la pathogenese de certaines

affections et de proposer de nouvelles voies thérapeutiques.

5. Perspectives thérapeutiques

Envisager des thérapeutiques qui modifieraient ou moduleraient le mycobiome
afin d’améliorer la prise en charge de certaines pathologies est une voie d’avenir a
plus ou moins long terme. [51]. Dans les faits, cette approche est déja utilisée avec
les thérapies probiotiques qui visent a stimuler de maniere sélective la croissance
des bactéries commensales du tube digestif, entrainant ainsi la restauration de

'intégrité d’'un microbiome « protecteur » de la muqueuse intestinale [54].

Par ailleurs, avec l'approfondissement des connaissances concernant les
mécanismes impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire aux
champignons, de nouvelles thérapeutiques immunitaires pourraient étre
proposées afin de traiter des maladies associées a une altération du mycobiome.
Différents anticorps monoclonaux efficaces, qui favorisent l'opsonisation de
cellules fongiques en vue de leur phagocytose, activent le systeme du complément
ou agissent directement sur les cellules fongiques [59] ont déja été mis au point
pour plusieurs especes fongiques [53]. La vaccination antifongique ciblée,
combinée aux stratégies prophylactiques et thérapeutiques, est également une

voie de recherche.

Toutefois, la limite des thérapeutiques immunitaires actuelles est que la plupart ne
ciblent qu’'une seule espéce fongique, ignorant la composition globale du
mycobiome. Le développement d’un anticorps monoclonal a large spectre ou d'un
vaccin universel ciblant des champignons pathogenes multiples serait donc une

avancée thérapeutique majeure.

35



Les thérapeutiques d’avenir devront prendre en compte également Ile
polymorphisme génétique humain, qui peut modifier le risque de développer la
maladie associée a une anomalie du mycobiome [60]. De ce fait, le traitement
personnalisé est une voie d’avenir. Les patients pourraient ainsi étre stratifiés en
fonction de leur risque individuel face a la maladie fongique mais également en
fonction de leur capacité a répondre aux antifongiques, ce qui permettrait
d’'optimiser l'effet thérapeutique et de réduire les risques de résistance

antifongique [58].
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C. Identification moléculaire des champignons

1. Méthodes classiques d’identification fongique

Les premieres cultures fongiques datent des années 1920 et bien que les
techniques de culture se soient améliorées depuis, les champignons ne sont
toujours pas cultivés de maniere optimale : soit parce qu’ils sont en faible
abondance, soit parce qu’ils ont besoin d’interactions avec d’autres micro-
organismes pour se développer [17]. Ainsi sur 64 biopsies qui montraient des
éléments fongiques a 'examen microscopique, Rossetti et al. [61] n’ont obtenu une
culture positive que pour 34 (52 %) d’entre-elles. Les études de microbiote se
retrouvent face a la méme problématique avec plus de 60 % des espéces ou genres
non détectés par culture dans une étude sur le microbiome bactérien et fongique
de patients atteints de mucoviscidose [20], une autre étude portant sur le
mycobiome de la cavité orale chez des sujets sains retrouvait en culture seulement
11 des 85 genres fongiques identifiés [18]. Enfin, une étude portant sur le
mycobiome du tractus gastro-intestinal a identifié 37 groupes fongiques différents

contre seulement 5 espéeces isolées en culture [19].

L’enjeu est important car les infections fongiques profondes sont une cause
importante de morbidité et de mortalité chez les patients immunodéprimés et de
nombreuses especes peuvent en étre responsables [62,63]. L’émergence
d’'infections dues a des especes de levures autres que Candida albicans ou dues a
des champignons filamenteux autres qu'Aspergillus sp [64,65] impose une
identification précise de I'agent responsable de l'infection pour adapter au mieux
le traitement antifongique des patients. Ce diagnostic microbiologique des
infections fongiques profondes est rendu difficile par le délai et la faible sensibilité
des techniques d’isolement en culture des champignons a partir des biopsies de
tissus infectés et des hémocultures. Par ailleurs, 'examen histologique quand il est
positif permet rarement a lui seul d’identifier avec certitude I’espéce responsable
du processus infectieux [66]. En ce qui concerne I'étude de microbiote, comme
pour les bactéries non cultivables dans le microbiote bactérien, la majeure partie

du mycobiome humain est constituée de champignons non cultivables [31].
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Les limites de la culture ont conduit au développement, au cours des vingt
dernieres années, de différentes approches moléculaires, indépendantes de la
culture, comme l'approche RFLP (restriction fragment length polymorphism),
OFRG (oligonucleotide finger printing of rRNA genes), DGGE (denaturing gradient
gel electrophoresis) ou encore I'’hybridation in situ [31]. Ces techniques sont utiles
pour comparer la diversité fongique entre différents groupes, mais n’ont pas la
spécificité nécessaire pour identifier les especes de champignons contenues dans
un écosysteme ou responsables d’infections fongiques profondes. Le séquencage
direct des genes fongiques se place comme la méthode la plus efficace pour ces
identifications, capable d’identifier les champignons présents dans les liquides
biologiques ou les tissus infectés sans culture préalable. Il représente une bonne
alternative pour pallier au manque de spécificité et de sensibilité des techniques

histologiques ou culturales habituellement utilisées.

2. Rappel sur les techniques de biologie moléculaire

a) Extraction de ’ADN

L’extraction d’acides nucléiques d’'un matériau biologique comporte plusieurs
étapes dont la lyse cellulaire, étape cruciale qui conditionne l'efficacité de
'extraction. Elle doit étre adaptée a ce qui doit étre lysé (cellules ou tissu ; bactérie,
virus, champignon ou parasite) et a 'acide nucléique a purifier. Les différentes
methodes de lyse cellulaire utilisées sont la rupture mécanique (broyage, lyse
hypotonique, congélation/décongélation, boiling (incubation dans I'eau
bouillante), ultrasons), le traitement chimique (lyse détergente, agents
chaotropiques, agents réducteurs) ou la digestion enzymatique. Pour cette
derniere, on utilise de la protéinase K mais on peut aussi avoir recours a d’autres
enzymes additionnelles pour la lyse de certaines cellules ou tissus : lysozyme, N-
acétylmuramidase, ((1-3)glucanase et lysostaphine qui ciblent la paroi des

bactéries, lyticase pour les levures et chitinase pour les champignons.

Les autres étapes sont la dénaturation des protéines, I'inactivation des nucléases

cellulaires puis la séparation de l'acide nucléique des autres composants
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cellulaires par utilisation de billes magnétiques dans l'extraction automatisée ou

de colonnes ayant une membrane de silice (Qiagen).

b) Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR (polymerase chain reaction) est une technique de biologie moléculaire qui
permet l'amplification spécifique d’'une séquence nucléotidique in vitro. Le
principe de la PCR consiste en une série d’'une trentaine de cycles (27 a 35) eux-
mémes constitués de trois étapes: une dénaturation a 94°C, une hybridation a

58°C et une polymérisation a 72°C (Figure 5).

0:f cycle #1 cycle #2 cycle #3 cycle #4

Figure 5 : Principe de la technique de PCR.

Le controle de la PCR se fait grace a I'utilisation de témoins positifs (matrice d’ADN
connue) et négatifs (eau pure) intégrés a chaque série d’amplification. La
technique d’électrophorese en gel d’agarose permet de visualiser la présence, la
taille et la pureté des fragments d’ADN amplifiés. Elle est basée sur la séparation
des acides nucléiques chargés négativement sous l'effet d’'un champ électrique. La

taille des fragments d’ADN amplifiés est déterminée grace a un marqueur de poids
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moléculaire déposé en paralleéle des échantillons. Dans le cas des champignons, il
existe une tres grande variabilité de taille de séquence en fonction des genres et
méme des especes. Cependant, cette variation de taille ne suffit pas a les
différencier par amplification et le séquencage est toujours nécessaire pour
'identification fongique. Pour exemple, la taille de la séquence amplifiée par le
couple d’amorce ITS1/ITS4 varie de 382 paires de base (pb) pour Candida
lusitaniae a 881 pb pour Candida glabrata.

c) Séquencgage

Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer l'ordre d’enchainement des
nucléotides d’'un fragment d’ADN donné (de quelques centaines de bases). Les
technologies de séquencage ont été créees au milieu des années 1970 et ont été

continuellement améliorées depuis.

* Meéthode de Sanger

La méthode de séquencage de I’ADN développée par Frederick Sanger au milieu
des années 1970 a été la plus répandue pendant pres d'une vingtaine d’année et lui
a valu son deuxieme prix Nobel en 1980 [67]. Elle concurrencait au départ celle de
Maxam et Gibert créée en 1977 [68]. Cette derniere a été rapidement abandonnée

car elle s’appuyait sur des produits toxiques et sur la mesure de radioactivité.

La technique de Sanger repose sur l'utilisation de 2’-3’didésoxyribonucléotides
(ddNTPs), aussi appelés «terminateur de chalne» marqués par des
fluorochromes. Ils different des désoxyribonucléotides (ANTPs) par I'absence d’un

groupe hydroxyle (-OH), empéchant la poursuite de I’élongation (Figure 6).
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Simple brin ADN en
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0
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ddNTP wo-f

. (0]

ddATP, ddTTP, , ddGTP Absence ce liaison
oxygene-* qui bloque
1a synthese de FADN,

Figure 6 : Spécificité des ddNTPs « terminateurs de chaine ».

L’incorporation aléatoire de ces ddNTPs se fait statistiquement a chaque position
de nucléotide dans le fragment d’ADN et permet d’en déduire la séquence
nucléotidique par détection de la fluorescence. Dans les séquenceurs automatiques
de seconde génération, aujourd’hui utilisés par la plupart des laboratoires, cela se

fait par électrophorese capillaire (Figure 7).

Electrophorese capillaire

GCGRATGCGTCCACRACGC TRCAGGTE
GCGRATGCGTCCACAACGCTRCAGGT
GCGRATGCGTCCACARCGE TRCAGG
GCGRATGCGTCCACARCGETRCAG
GCGRATGCGTCCACAACGE TRCA
GLGRATGCGTCCACRACGCTRAC

Excitation par urm GCGRAATGCGTCCACARCGCTA

lasera &rgomn GCGRATGCGTCCACARCGLT
Lecturs de la GEGRATGLGT CCACARCGE
GLGRATGCGTCCACARCG

fluorescence
EMisE par une
caméra CDD

Polymere liguide
{pop-£] - polymere de
Léparation, urée
(conditions
dénaturantes)

GCGRATGCGTCCACAAT
GCGRATGCGTCCACAR
GCGRATGCGTCCACA
GCGRATGLGTCCAC
GLGRATGCGTCCA
GCGRATGEGTCC
GCGRATGLGTC
GCGRATGLGT
GCGRATGCG
GCGRATGE

GCGRATG

GCGRAT

- @O R=-NoDMNIDIOOaN=-D0 DO -5

Figure 7: Détermination de la séquence nucléotidique par électrophoréese

capillaire.
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Le résultat est présenté par la machine sous forme de courbes appelées
électrophorégrammes. Ils présentent la fluorescence détectée en continuum de
luminosité sur les quatre couleurs analysées et 'interprétation qui en est faite en
terme de nucléotides : un « pic » correspond a la détection d’'un nucléotide donné
dans la séquence (Figure 8). Classiquement, les couleurs utilisées sont le vert pour
’adénine, le rouge pour la thymine, le bleu pour la cytosine et le noir ou jaune pour

la guanine.

P=HpppPppPpO-<0oPoPPOOOO-H-00-D

Figure 8 : Electrophorégramme et séquence nucléotidique correspondante.

Ces dix dernieres années, sont apparues d’autres méthodes et technologies de
séquencage, dans un rythme d’innovation qui s’est sans cesse accéléré, ce sont les
séquencages a haut débit, beaucoup plus rentables que la méthode classique de
séquencage Sanger. Au lieu de bloquer la synthése aléatoirement a la hauteur de
n'importe quelle base comme dans la méthode de Sanger, un grand nombre de
nouvelles méthodes vont gérer la synthése base par base de maniere contrélée et

analyser le résultat au fur et a mesure, d’ou I'appellation “temps réel”.



* Pyroséquencage (Roche/454, Qiagen)

Le pyroséquencage utilise une méthode de séquencage créée en 1988 par Hyman
[69] et perfectionnée ensuite entre 1996 et 1998 par l'intégration de la PCR dans le
processus. La polymérisation se fait base par base en alimentant successivement le
mix de séquencage avec les quatre dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) puis on
détecte le ANTP qui s’est incorporé au cours de cette polymérisation. La détection
utilise le résidu de polymérisation : le pyrophosphate (PPi, molécule a deux
phosphates) qui se détache des dNTPs lorsque le reste (1 base, 1 ribose et
1phosphate) s’integre au brin d’ADN en cours de construction. Pour chaque base
synthétisée, il y aura donc un dégagement de PPi qui sera alors converti par une
triple réaction chimique en dégagement de lumiere détecté avec une caméra CCD
(charge coupled device). Si il y a plusieurs bases du méme type en suivant dans la
matrice ADN, plusieurs dNTPs du méme type seront incorporés et 'émission de
lumiere sera multipliée d’autant. A la fin de la réaction, une apyrase dégrade les
dNTPs qui n’ont pas été utilisés tout comme les résidus de réaction et le cycle peut

recommencer (Figure 9).

{}’6‘ ADN polymérase

Brin d’ADN en cours de polymeérisation

ACGTTGATCCATACCTCTAGGAACTTATCTAACAATGT
TG CAACTA&G

dATP dCTP dGTP dTTP

Pas de Pas de Pas de
réaction réaction réaction
Apyrase SO- PPi ATP-sulfurylase

ATP 4 Luciferase

_ Capteur

Luciferine “—— Oxyluciferine + Lumiére cco

Figure 9: Dégagement de lumiére par triple réaction chimique a partir du PPi

dégagé.
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En dépit de son colit relativement élevé, le pyroséquencage selon la technologie
454 de Roche est la méthode la plus couramment utilisée car elle permet

'obtention des séquences nucléotidiques les plus longues (jusqu’a 500 pb).

* Séquengage par terminateur réversible (lllumina, Helicos)

Le séquencage par terminateur réversible CRT (Cyclic Reversible Termination) est
commercialisé par Illumina sous I'appellation TruSeq dans ses machines HiSeq et
MiSeq et aussi dans une autre variante chez Helicos. Cette méthode utilise des
dNTPs possédant un terminateur de chaine réversible : le nitrophényl, qui bloque
momentanément la polymérisation. Chez I[llumina, la détection de ce dANTP
incorporé se fait grace au marquage par fluorescence en mode quatre couleurs
(une par type de base) tandis que chez Helicos, chaque dNTP est ajouté
successivement avec une détection en noir et blanc. Une fois le dNTP incorporé, le
nitrophényl-terminateur de chalne est éliminé grace aux ultra-violets et le
nucléotide suivant peut étre incorporé. Il s’agit donc d’'un séquencage dit temps-
réel (environ 2 minutes par base). La plate-forme HiSeq offre le plus grand nombre
de données a moindre colt (50 fois moins cher que la technologie 454 de Roche),
alors que le MiSeq est plus approprié pour générer de plus longues séquences en

un temps plus court [70].

Actuellement, le principal probleme lié aux techniques de séquencage a haut débit
réside dans l'analyse bio-informatique du trés grand nombre de séquences
générées. L’analyse doit associer une série d’outils bio-informatiques, ou pipelines,
permettant de réaliser de facon indépendante les différentes étapes d’analyse des
données jusqu’a I'affiliation des séquences « propres » a une OTU, la phylogénie ou
la détermination de la diversité fongique intra et inter-groupes [29, 30]. Des
pipelines spécifiques pour les études portant sur le mycobiome, comme « CloVR-

ITS » et « BROCC », ont été développés récemment [27, 28].
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De nouvelles technologies totalement différentes sont également développées
présentant l'avantage de ne pas avoir a répliquer I'ADN ni d’utiliser de
fluorochromes. Sous la forme d’'une puce dotée de nanopores, la machine capte
directement les signaux électriques de chaque base d’ADN qui traversent le pore et
permet de séquencer un petit génome en un temps record et pour un prix

dérisoire.

d) Analyse des séquences nucléotidiques

Il existe de nombreux logiciels d’analyse tels que Chromas Pro, Sequencher,
Seqgscape, Bioedit, Bionumerics ou encore Biolomics qui permettent d’aligner
(appariement des nucléotides homologues) et de nettoyer les séquences

nucléotidiques brutes obtenues par séquencage.

Chaque produit de PCR engendre deux électrophorégrammes de séquencage
correspondant aux deux réactions de séquencage réalisées a l'aide des deux
amorces: sens (front) et antisens (reverse), une pour chaque brin d’ADN
complémentaire. La lecture visuelle des électrophorégrammes permet de vérifier
les bases qui different entre les deux séquences nucléotidiques (mismatchs) ou les
doubles pics (haploides) codifiés par un code international (Figure 10) et de les

corriger. Ils peuvent avoir une importance pour le typage ou I'étude de mutation.

Guanosine

Adenosine

Thymidine

Cytidine

G or A, puRine

CorT, pYrimidine

GorT, Keto

A or T, Weak (2 H-bonds)
C or G, Strong (3 H-bonds)
Aor C, aMino

C,GorT (e,

A GorT (e,

A CorT (e,

A CorG e,

A C, GorT, aNy
ACGorT

G
A
il
C
R
Y
K —
W —
S —
M
B
D
H
\Y
N
X

Figure 10 : Code international des nucléotides.
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Apres nettoyage des séquences, on reéalise une séquence unique appelée
« séquence consensus » a partir des deux séquences nucléotidiques brutes. Le
facteur limitant de cette étape d’analyse est la lisibilité des électrophorégrammes.
Les débuts et fins sont souvent inexploitables du fait de la perte de résolution et le
bruit de fond peut interférer dans la lecture. L’identification précise des bases est
impossible en cas d’intensité du signal insuffisant. Cela peut étre dii a une quantité
insuffisante d’ADN matrice ou d’amorces, des problemes d’amorces dégradées,
impures ou mal designées mais également des contaminants (inhibiteurs ou exces
de sels). On peut également rencontrer des pertes de matériel génétique lors des

purifications.

L’identification moléculaire se fait ensuite par comparaison de la séquence
consensus obtenue avec des bases de données de séquences existantes publiques
ou personnelles plus ou moins spécialisées a I'aide du programme d’alignement
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Les bases de données de séquences
fongiques de référence sont encore incomparablement moins riches que celles
référencant 'ADNr 16S pour les séquences bactériennes, limitant la capacité a
classer les séquences d’ADNr fongique au niveau de l'espéce. Sept bases de
données fongiques d’ADNr sont disponibles : Mycobank, NCBI (National Center for
Biotechnology Information, USA), EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory - European Bioinformatics Institute, UK), DDJB-NIG (DNA Data Bank of
Japan - National Institute of Genetics, Japon), Silva, Unité et BioloMICS [35, 71, 72,
73].

Le programme d’alignement recherche, dans une base de données de séquences,
un alignement optimal a une séquence donnée grace a un algorithme de
comparaison de séquences (BLAST). Cet algorithme repose sur le principe qu’'un
vrai alignement contient de courts segments de concordance (presque) parfaite
[74]. Les résultats de I'alignement comprennent la description, le score d’identité,
le pourcentage de similitude et de recouvrement, I'expectation value et la taille de
la région alignée. Beaucoup de facteurs affectent le pourcentage du score d’identité
incluant la qualité et la longueur de la séquence consensus ainsi que le nombre et
I'exactitude des données existantes dans la base de données pour les espéces et

locus. On obtient ainsi un score d’alignement brut S, calculé comme la somme des
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scores de substitution et de gaps, qui définit une concordance entre deux
séquences. On en déduit le score S’ dans lequel les propriétés statistiques du
systeme de notation utilisée ont été prises en compte. Ainsi normalisé dans le
respect du systeme de notation, il peut étre utilisé pour comparer des scores
d'alignement de différentes recherches [74]. La concordance entre deux séquences
est aussi définie par le pourcentage de similitude. L’expectation value (E value) est
le parametre qui décrit le nombre de résultats concordants que l'on peut
"s'attendre” a avoir par hasard en recherchant dans une base de données d'une
taille particuliere. Il décroit exponentiellement avec le score S. Essentiellement, I'E-
value décrit le bruit de fond aléatoire qui existe pour les concordances entre
séquences. Plus I'E value est bas, ou proche de 0, meilleur est la significativité de la
concordance. Cependant, il est important de noter que les recherches avec des
petites séquences ont un E value relativement haut car elles ont une haute
probabilité d’apparition dans la base de données purement par hasard. C’est
pourquoi le calcul de I'E-value prend également en compte la longueur de la
séquence consensus [74]. Le recouvrement (Query cover) est le pourcentage de la
séquence consensus qui s’aligne avec la séquence de référence, cependant il ne
prend pas en compte la longueur de la séquence de référence qui peut étre de taille

inférieure [74].

Avant de valider une identification moléculaire, il est important de vérifier
'origine des souches dont la séquence a été déposée dans la base de données ainsi
que la date du dépot et de préférer les séquences de la souche type ou de souche
de collection ATCC (American Type Culture Collection) ou CBS (Centraal Bureau
voor Schimmelcultures) de dépot récent. En effet, le dépot de séquences sur
Genbank par exemple, n’est pas contr6lé ce qui rend l'identification de la souche
critique. Ces bases de données sont utiles mais elles présentent aussi des limites,
notamment pour l'analyse taxonomique. En effet, la taxonomie fongique est
complexe et ne cesse d’évoluer, ce qui génere la présence de nombreux synonymes
taxonomiques et favorise les erreurs de classification. Ainsi, certaines formes
sexuées ou asexuées d'une méme espece de champignon peuvent étre affiliées a
des taxons différents [27]. De plus, il faut corréler I'identification moléculaire avec

I'identification ou la présomption phénotypique ainsi que le contexte.
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3. Identification moléculaire des champignons

a) La détection par amorces pan-fongiques « universelles »

Pour la détection dite « universelle » de séquences d’ADN d’origine fongique, les
amorces sont choisies pour hybrider avec des séquences conservées ou «
consensus » du génome fongique qui encadrent des régions de séquences variables
selon les especes. Ces techniques de détection universelle ont été évaluées pour
rechercher de I'’ADN fongique a partir d’échantillons de sang [75] ou de
prélevements tissulaires : prélevements oculaires chez des patients atteints

d’endophtalmie ou de kératite [76] ou biopsies de tissus [77].

Les genes ciblés par les techniques d’amplification « universelle » appartiennent au
complexe génique nucléaire ADNr codant pour les ARN ribosomaux (ARNr) : 18S
ou SSU (small subunit), 28S ou LSU (large subunit) et 5,8S. Ces genes sont séparés
les uns des autres par les régions ITS 1 et ITS 2 qui ne sont pas transcrites en ARNr

(Figure 11).

major rRNA transcript 53 RNA gene

———
7 N

Internal Irmergenic/ S .
transcribed spacer (1GS) o
spacer (ITS) regions "
regions - e
_,’/ 1rDNArepeatunit S .
EcoRl EcRl Byl N
| | 1GS 1 IGse
. _____  __ M s | |
SSU(18SY RNA  §.85 LSU (25-285) RNA 55
RNA RNA

Figure 11 : Complexe génique nucléaire codant pour I'’ARNr [79].
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Chez les champignons, les séquences des genes codant pour I’ARNr sont
relativement conservées parmi les especes et sont donc moins discriminantes que
les séquences des régions ITS qui ont un degré de polymorphisme plus grand [78].
Ces genes codant pour '’ARNr dans le génome des champignons sont des genes
multicopies répétés en téte a queue. Chaque répétition code pour un transcrit
majeur ARNr ponctué par une ou plusieurs régions intergéniques IGS (intergenic
spacer). Chez Saccharomyces cerevisiae par exemple, il existe environ 140 copies
de ces genes. [78]. Chez certains champignons (principalement les Basidiomycetes
et les levures Ascomycetes), chaque répétition contient également une région
codante séparée pour le transcrit ARN 5s dont la position et la direction de
transcription varie selon les groupes et qui se trouve au milieu de la région IGS, la

partageant en deux régions plus petites IGS1 et IGS2.

La région des genes codant pour I'’ARNr est une cible de choix pour la mise au point
d’'une technique permettant la détection d'un large éventail d’especes
potentiellement pathogenes. Elle est en effet présente chez tous les champignons
et contient des séquences conservées permettant de dessiner des amorces
encadrant des séquences variables spécifiques d’espece ou de groupe d’especes. De
plus, le nombre important de copies de ces genes a l'avantage de conférer une

grande sensibilité aux techniques d’amplification génique ciblées sur cette région.

Le laboratoire Vilgalys de l'université de Duke a compilé une liste d’amorces
conservées utilisable pour 'amplification et le séquencage de 'ADNr de la plupart
des groupes de champignons, aussi bien que les autres eucaryotes [79]. L'ensemble
des amorces recouvre la plupart des régions codantes de ’ADNr, permettant

I'amplification de n'importe quelle région désirée.

* Internal Transcribed Spacer (ITS)

La région ITS est peut étre aujourd’hui la région de 'ADN fongique la plus
largement séquencée. C’est la plus utilisée pour les études d’écologie et de
taxonomie moléculaire des espéces et méme a l'intérieur des especes a cause de

son plus haut degré de variation que les autres régions fongiques du gene
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ribosomal (SSU et LSU) : des variations intra-individuelles des régions répétées du
gene peuvent étre observées a l'intérieur des régions ITS et IGS [79]. L'espaceur
transcrit ITS (ITS1 et ITS2) conjointement amplifié avec le géne 5,8S, est un bon
marqueur spécifique, mais il est tellement conservé qu'il est capable de s’hybrider
a I’ADN humain avec des amorces non spécifiques, ce qui pose probleme avec les
échantillons humains. Les amorces pouvant étre utilisées pour amplifier ce gene
sont les amorces ITS: ITS1, ITS2, ITS3, ITS4 et ITS5 décrites par White et al en
1990 [80] (Figure 12). En plus des amorces standards ITS1 et ITS4 utilisées par la
plupart des laboratoires, plusieurs amorces spécifiques de taxon ont été décrites
ce qui permet une amplification sélective de séquence fongique: par exemple
ITS1F spécifique des champignons et ITS4B spécifique des Basidiomycetes décrites
par Gardes et al. en 1993 [81]. D’autres amorces peuvent étre utilisées comme les

amorces 5,8S [82] ainsi que VID [83] et LS266 [84].

Internal transcribed spacer (ITS) region primers

ITS primers

ITS1F
ITSS
s
SSURNA srtR  s&ek  LSURNA

: i e '

e . A1
5.85
/ iTs2 \FngR
200b 5.8S
—_— TS pia ITS-2

Pritn ers for rodine sequencingare shown in bad

Figure 12 : Amorces encadrant les régions ITS [79].

* Large subunit LSU (25-26-28s)

Une grande partie du géne est tres conservée méme entre les différents taxons.
Cependant, les 600 a 900 premieres bases du gene LSU contiennent les trois
domaines divergents D1, D2 et D3 parmi les régions les plus variables du complexe
génique ADNr entier, utiles pour les études de taxonomie moléculaire [79]. Les
amorces pouvant étre utilisées pour amplifier le gene LSU et une portion de la

région IGS sont les amorces LR et 5,8s [82, 85, 86] (Figure 13).
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Large subunit RNA (25-28S5) primner sequences

Primers for amplification of large-subunit (LSU) RNA
and a portion of the intergenic spacer (IGS) regions

5.85 55
RNA LSURNA RNA
LR 20R
58SR LROR LR3R LR17R LR7R  LRSR LR 10R LR12R 55 RNAR
— — — —a —  — — e —_

LR1 LR2 LR21 LR16 LR6 LR7 LRS LR9 LR10  LR11 LR12 ss&m.\
LR15 LR22 LR3 LRS LR 14

300bp

I

Figure 13 : Amorces encadrant la région LSU [79].

* Small subunit SSU (17 -18s)

La petite sous unité ribosomale SSU est une région plus conservée du génome, qui
facilite 'amplification d’'un grand nombre de genres fongiques mais également
d’eucaryotes non fongiques, comme des parasites protozoaires du
genre Leishmania ou Toxoplasma [27, 35]. Les amorces pouvant étre utilisées pour
amplifier le gene SSU sont les amorces BMB [87], SR [82], NS [80] et EIN [75]
(Figure 14).

Small subunit RNA (SR) primers:

Primers for amplification of small-subunit (SSU) rDNA

SSURNA

RS1 RS3 EME ER RS6
SRR SR7R SR8R SR9R  SR10R BNME-CR
— — = A e —
|
IR SR3 SR?  SR4 SR5 SR2 eMEC SRE
SR1R ENE A NS2 EMEE RS7 NS8

SR1 NS4
200 bp
——

Pritners most usefu for routine sequencing are shown in ba d

Figure 14 : Amorces encadrant la région SSU [79].
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* Intergenic spacer (IGS)

La plus grande quantité de séquences variables dans le gene ribosomal se trouve
dans la région IGS. Plusieurs modeles d’organisation peuvent étre retrouvés dans
les différents groupes de champignons. La plupart des Basidiomycetes filamenteux
ont une seule région IGS ininterrompue (entre la fin du gene LSU et le début du
gene suivant SSU). L'amplification de la région IGS entiére requiert 'utilisation
d’amorces ancrées dans le 3'terminal du gene LSU (comme LR12R) et le 5’terminal
de SSU (comme invSR1R) [79]. Chez beaucoup de levures Ascomycetes et presque
toutes les levures Basidiomycetes, IGS contient une région codante pour le gene de
I’ARN 5s qui divise IGS en deux régions plus petites ce qui le rend plus facile a
utiliser pour amplifier. Selon I'orientation et la position du gene de '’ARN 5s, la PCR
peut étre utilisée pour séquentiellement amplifier 'une ou I'autre portion d’IGS au
dela de la région LSU. Les amorces pouvant étre utilisées pour amplifier ce gene

sont LR12R, invSR1R et 5sRNA [82] (Figure 15).

Intergenic spacer (IGS) primers (including SS RNA primer sequences for basidiomycete fungi)

LR12R SS5R INYSR 1R
y — -
/_ IGE1 mm 1GE2 —/
58S SSU RNA
RNA

Figure 15 : Amorces encadrant les régions IGS [79].

¢ Limites des amorces universelles

Le haut degré de conservation des genes ribosomaux peut engendrer une
variabilité trop faible limitant la différentiation au sein des genres fongiques. Plus
encore, certains couples d’amorce ITS non spécifiques sont méme capables
d’hybrider de 'ADN humain. Au contraire, une variabilité trop importante en
nombre et en séquence peut rendre difficile 'identification a partir d’échantillons

cliniques.

De plus, le risque principal inhérent aux techniques d’amplification avec des
amorces universelles est I'obtention de résultats faussement positifs dus a la
contamination des réactions d’amplification par de I'’ADN fongique provenant

d’'une autre source que l'échantillon testé. Loeffler et al. [88] dans une étude
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destinée a évaluer ce risque ont trouvé un taux de 8 % de réactions positives pour
les témoins négatifs placés dans les séries d’amplification. Les sources de
contamination peuvent étre bien entendu les produits d’amplification générés
dans le laboratoire mais également les moisissures présentes dans
I'environnement [88] car ce sont des organismes ubiquistes dont des spores sont
véhiculées par l'air. Les réactifs commercialisés pour la réalisation des étapes
d’extraction ou d’amplification peuvent eux méme étre a l'origine de résultats
faussement positifs en raison de leur contamination par de I’ADN fongique [66].
Pour étre en mesure de détecter la survenue d'une éventuelle contamination lors
des manipulations, il faut insérer des controles négatifs aux différentes étapes de
réalisation de la technique (contrdle négatif d’extraction et contréle du mélange
réactionnel d’amplification). On peut également systématiquement controler les
trousses de réactifs avant de les utiliser pour 'extraction d’ADN fongique et se
conformer aux recommandations en vigueur concernant la séparation des locaux
pour la prévention des risques de contaminations croisées au cours des techniques
d’amplification. Les manipulations doivent étre réalisées sous hotte a flux d’air

laminaire avec du matériel a usage unique.

Ainsi il peut s’avérer difficile d’interpréter la présence d’'un ADN correspondant a
un champignon commensal ou environnemental. De plus, de part la persistance de
I’ADN, celui-ci n’est pas témoin de cellules viables et sa présence ne signe en aucun
cas une infection active (que ce soit aigue ou chronique). Il faut donc confronter

avec les résultats anatomopathologiques, cytologiques, biologiques et cliniques.

b) La détection ciblée par amorces spécifiques

La détection ciblée d'une espece donnée en utilisant un couple d’amorces
spécifiques d’'une séquence de 'ADN de I'espéce considérée est principalement
utilisée en PCR quantitative en temps réel. On peut citer en exemple Aspergillus
fumigatus avec le couple d’amorce Fun-18s-995F / Fun-18s-1217R ou Candida
Albicans avec Fun-18s-1313F / Fun-18s-1467R [89].
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D. Helicobacter pylori

1. Découverte

Si la présence de bactéries spiralées dans I'estomac avait été rapportée des le
XIXéme siecle, Helicobacter pylori n’a été cultivé pour la premiere fois qu'en 1982
par Barry Marshall et Robin Warren [90]. H. pylori est I'espece inféodée a I'homme
a l'origine des ulceres et du cancer au niveau de I'estomac, ce qui a valu en 2005 le

prix Nobel de Médecine a ces deux chercheurs australiens.

2. Classification

Le genre Helicobacter appartient a la subdivision des Proteobacteria, Ordre des
Campylobacterales, famille des Helicobacteraceae. Les especes du genre
Helicobacter font, comme celle de Campylobacter, partie des bactéries spiralées du
tube digestif. IIs en possedent les caracteres, a savoir une morphologie spiralée ou
incurvée, un métabolisme microaérophile et n’utilisant pas les sucres. Ils sont
adaptés a la vie dans le mucus et I'acidité et colonisent la muqueuse digestive de

I’homme ou d’animaux [91].

3. Caractéres morphologiques et biochimiques

Helicobacter pylori existe sous deux formes. Une forme bacillaire, spiralée, longue
de 2 a 4 um et large de 0,5 a 1 um que l'on ne retrouve naturellement que dans
I'estomac des malades infectés. C'est une forme cultivable, mobile par 5 a 7
flagelles polaires et engainés. Elle est caractérisée par sa forme hélicoidale qui a
déterminé I'appellation du genre Helicobacter. Si I'on soumet les formes spiralées
d’Helicobacter a des conditions de stress, la morphologie des bactéries peut
évoluer vers des formes en U puis en anneau pour aboutir a des formes rondes
dites coccoides. Ces formes coccoides sont aussi observées in vivo dans I’estomac
au niveau des lésions de la muqueuse, mais aussi dans la bouche, la plaque

dentaire, I'intestin et les selles de patients infectés [91] (Figure 16).
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Figure 16 : Vue en microscopie électronique de formes bacillaires et coccoides de
H. pylori (Cliché: Quellard N, Fernadez B, Service de microscopie électronique,

CHU Poitiers).

Helicobacter pylori présente des caracteres biochimiques particuliers: elle est
catalase, oxydase et surtout uréase positive. Ces caractéeres morphologiques et
biochimiques permettent son identification et expliquent le fait qu’elle soit adaptée

a son habitat.

4. Aspect épidémiologique et mode de transmission

Helicobacter pylori colonise 1'estomac de la moitié de ’humanité et représente la
cause majeure des pathologies gastroduodénales [92]. Alors que la prévalence de
H. pylori a tendance a décroitre dans les pays industrialisés avec un tiers des
adultes infectés, celle-ci reste supérieure a 50% dans les pays en voie de
développement [93, 94]. En France, la prévalence de l'infection est estimée entre
20 et 30% de la population. Elle est plus forte chez les personnes de bas niveau
socioéconomique et originaires de pays en développement. Dans les pays
industrialisé, la prévalence s’éleve progressivement avec I'age. Le taux d’infection

est de 5 a 10% chez I'enfant et atteint 20 a 50% chez I'adulte [91, 93, 94]. Cette
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faible prévalence chez la jeune génération suggere un déclin de la prévalence dans

les dizaines d’années a venir [94].

La transmission est strictement interhumaine, précoce dans l'enfance et
intrafamiliale. La voie de transmission d’H. pylori d’'un héte infecté a un nouvel
hote est encore une énigme. Trois voies de transmission sont suspectées : gastro-
orale, oro-orale et féco-orale. La possibilité d’'une transmission féco-orale faisant
intervenir la forme coccoide, présente en grand nombre dans les selles de patients
infectés et pouvant contaminer I'environnement, est encore fortement discutée

[91, 93].

5. Habitat

L’homme est le réservoir exclusif d’H. pylori et son estomac est le seul site ou la
bactérie peut étre isolée sous forme cultivable. Grace a son équipement
enzymatique et sa morphologie, H. pylori est capable de coloniser I'épithélium
gastrique humain. Celui-ci constitue une des quatre couches tissulaires qui
composent la paroi de I'estomac : la séreuse superficielle, la musculeuse, la sous-
muqueuse et la muqueuse séparées par une couche de cellules musculaires

lisses la muscularis mucosae (Figure 17).
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Figure 17 : Représentation schématique de 'estomac et d’'une coupe de la paroi

gastrique.
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La muqueuse est constituée d'un épithélium cylindrique organisé en cryptes,

reposant sur la lamina propria : chorion vasculaire (Figure 18).
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Figure 18 : Ultrastructure de la paroi gastrique [95].

Cet épithélium a une fonction glandulaire de sécrétion du mucus gastrique qui
protege l'intégrité du revétement épithélial de 'acidité gastrique [95]. En réponse
a différents stimuli sensoriels (olfaction et gustation), moteurs (mastication) ou
biochimiques (hypoglycémie), la sécrétion du suc gastrique est déclenchée. Le suc
gastrique consiste en un mélange d’enzymes (pepsinogéne et pepsine), de
glycoprotéines dont le facteur intrinseque, de protéines plasmatiques, et surtout
d’une sécrétion acide. Cette sécrétion acide est a 'origine d’'un pH aux alentours de
55 au sein de l'estomac [96]. H. pylori posséde la remarquable capacité de
tamponner l'acidité gastrique via son uréase qui catalyse la transformation de
I'urée en ammoniac et dioxyde de carbone. Il arrive ainsi, a faire d'un

environnement hostile un lieu ou il est une des seules bactéries a pouvoir
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subsister. Sa mobilité, assurée par ses 5 a 7 flagelles polaires, lui permet de se
déplacer au sein du mucus gastrique [97] et de s’extraire rapidement de cet
environnement acide. Ces deux facteurs constituent donc des pré-requis

permettant la colonisation de I'épithélium gastrique.

6. Déterminisme pathologique associé a H. pylori

L’évolution de la gastrite vers des pathologies séveres répond a des interactions
complexes entre les facteurs de virulence bactériens, des facteurs génétiques de
susceptibilité individuelle de I'hote infecté, la localisation de l'infection dans
I'estomac et des facteurs environnementaux essentiellement représentés par des

pratiques alimentaires [98] (Figure 19).

Hbte Mugqueuse de I’'hte Environnement
Mugqueuse "
gastrique % H. pylori
IL-1p normale a9
Palymorphismes TNF-a U fﬂ g st /———\H:;:“e
THES e { / \
génétiquesdel'hdte | | 19 ) n -
TiRe L8 OipA t’ S DUpARE" — X~
BabA T | )
Gastrite Urease |
C‘\ (/“/\ superficielle SabA A\ S
P \ \ —"_—
( e
® B B
)
‘& Recrut des
Réponse cellules infl ires
immunitaire » | Inflammation
» chronique -
Consommation
excessive de sel
Espéces réactives Gastrite Tabagisme
oxygénées —" TS
Prolifération Antioxidants
croissante -
Surcroissance
g -
Faible acidité

Figure 19 : Déterminisme pathologique associé a H. pylori (modifié d’apres

Wroblewski et al., 2010 [104]).



L’ensemble des souches cliniques d’H. pylori exprime des facteurs de colonisation
qui lui permettent de survivre a l'acidité gastrique (uréase), de se mouvoir dans le
mucus (flagelles), d’adhérer aux cellules de I'épithélium gastrique (adhésines),
d’échapper a la réponse immunitaire de I'h6te et de persister de maniere
chronique (leurres antigéniques, plasticité génomique) [92]. Une partie seulement
des souches isolées exprime des facteurs de pathogénicité responsables de lésions
plus importantes en altérant I'intégrité de la muqueuse (cytotoxine vacuolisante,
VacA) ou en déclenchant puis modulant la nature de le réponse inflammatoire (ilot
de pathogénicité, CagA). Les facteurs liés a I'hote avaient été fortement suspectés
par l'observation de familles gravement atteintes par le cancer gastrique. Le
support génétique de cette susceptibilité serait représenté par -certains
polymorphismes de genes impliqués dans la réponse inflammatoire: gene de
'interleukine IL-8, de I'IL-1 et du TNFa (tumor necrosis factor) [92]. Les facteurs
environnementaux sont la surconsommation de sel, une alimentation riche en
saumures et pauvre en fruits et légumes frais (vitamines) ainsi que le tabagisme et

'alcoolisme [99].

Il existe une corrélation forte entre le niveau de sécrétion acide et la localisation de
la gastrite qui est déterminante sur I'évolution de l'infection a H. pylori. Les sujets
chez qui la sécrétion acide est conservée ou augmentée sont colonisés au niveau de
I'antre ou les cellules sécrétrices d’'HCI sont peu présentes et développent une
gastrite antrale qui pourra conduire a un ulcere duodénal par inflammation du
duodénum adjacent. Il avait été noté depuis longtemps que les patients souffrant
d’ulceres duodénaux ne développaient jamais de cancer gastrique. Les sujets chez
qui la sécrétion acide est diminuée sont colonisés au niveau de I’ensemble de
I'estomac, ce qui entraine une pangastrite qui peut évoluer en plusieurs décennies
vers une atrophie de la muqueuse, favorisant 'apparition de métaplasies puis de
dysplasies (lésions précancéreuses) pour aboutir a un adénocarcinome gastrique

[91, 96, 98, 100, 101, 102, 103] (Figure 20).
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Figure 20 : Corrélation entre le niveau de sécrétion gastrique, la localisation de la

gastrite et I'évolution de l'infection a H. pylori.

7. Pouvoir pathogene

L’infection a H. pylori constitue un modele d’infection bactérienne chronique. On
sait depuis plusieurs années que cette bactérie est impliquée dans la survenue de

pathologies gastroduodénales, mais également hématologiques.

L’infection a H. pylori conduit constamment a une inflammation de la muqueuse
gastrique appelée gastrite, le plus souvent asymptomatique. Dans 90% des cas, elle
devient chronique et persiste des décennies voire toute la vie de I'hote en I'absence
de traitement d’éradication. Elle peut évoluer vers des pathologies plus séveres
comme les ulceres gastriques ou duodénaux dans 10% des cas, le cancer gastrique
dans 1% des cas ou, beaucoup plus rarement, le lymphome de MALT (mucosa

associated lymphoid tissue) [91,92, 96] (Figure 21).
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L’éradication de la bactérie de la muqueuse gastrique entraine la guérison de la
gastrite, des ulceres et de certains lymphomes du MALT, empéche les rechutes et

prévient I’évolution vers le cancer gastrique [91].

Helicobacter pylorni

U Développement
du MALT
Hypersécrétion
& 1
Ulcére duodénal .
Cancer
Ulcére 10% Gastrite 90% 1%

Figure 21 : Histoire naturelle de l'infection a H. pylori.

a) Gastrite

La lésion de base de l'infection a H. pylori est une gastrite, c’est a dire une réaction
inflammatoire de la muqueuse gastrique avec infiltration de polynucléaires et de
lymphocytes. Il s’agit d’'une définition histologique car la gastrite est le plus
souvent asymptomatique. Cette gastrite aigiie survient toujours en présence d’H.
pylori. Généralement, il n’y a pas de clairance spontanée de la bactérie chez I'adulte
[98]. La gastrite chronique résulte de la persistance de l'infection a H. pylori. Elle
peut étre antrale, pangastrique ou prédominer au niveau du fundus. Elle consiste
en un remaniement ultra structural de la paroi gastrique avec perte des jonctions
cellulaires, ballonisation cellulaire, perte de la forme cellulaire, des microvillosités,

et désorganisation du cytosquelette. La gastrite chronique est d’abord
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superficielle, les modifications inflammatoires étant limitées a la lamina propria,

puis atrophique : l'infiltrat s’étend jusqu’aux plans profonds de la muqueuse [105].

b) Ulcéres

Les ulceres gastriques et duodénaux se caractérisent par des lésions d’au moins
0,5 cm de diametre pénétrant jusqu’a la couche musculaire. La pathologie
ulcéreuse est caractérisée par son mode évolutif par poussées. Les symptdomes se
résument essentiellement a des épigastralgies calmées par la prise alimentaire ou
la prise d’anti-acides [105]. Ces deux types d’ulceres sont fortement associés a H.
Pylori (70% pour l'ulcere gastrique contre 90% pour l'ulcere duodénal) et se
développent dans les sites ou I'inflammation est la plus sévere [96, 106]. Il y a une
potentialisation avec la consommation d’anti-inflammatoire non stéroidien (AINS)
et/ou aspirine (I'autre facteur principal d’ulcérisation) [106]. L’éradication d’'H.

pylori permet la cicatrisation de 'ulcére et prévient sa récidive [107, 108]

c) Atrophie gastrique et métaplasie intestinale

L’'inflammation chronique induite par H. pylori peut entrainer une atrophie
gastrique par destruction des glandes gastriques. Peut s’y rajouter 'apparition de
zones de métaplasie intestinale, ce qui correspond a une perte de l'architecture
normale de la muqueuse gastrique provoquant la mise en place d'un épithélium de
type intestinal. Cet état de gastrite atrophique et métaplasie intestinale a lieu chez
50% des patients infectés par H. pylori et aux endroits ou l'inflammation est la plus
sévere. Le risque de gastrite atrophique dépend de la distribution de

I'inflammation chronique active [98].

d) Dysplasie

A terme, 'évolution se fait vers la dysplasie en rapport avec une dysfonction des
cellules situées au fond des cryptes et, avec pour conséquences, des anomalies
architecturales et cytologiques. La dysplasie fait le lit du cancer gastrique et

constitue a ce titre, une lésion précancéreuse [96].
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e) Cancer gastrique

Sur le plan histologique, le carcinome gastrique se présente sous deux formes: le
cancer gastrique diffus constitué de cellules néoplasiques individuelles infiltrantes
qui ne forment pas de structures glandulaires et 'adénocarcinome gastrique qui
progresse a travers une série d’étapes histologiques décrites précédemment : initié
par la transition d’'une muqueuse normale vers une gastrite chronique superficielle
suivie d'une atrophie gastrique et d’'une métaplasie intestinale pour enfin
engendrer une dysplasie et un adénocarcinome. Il résulte de la prolifération de
cellules ayant acquis des caracteres particuliers (perte de I'inhibition de contact et
de l'amarrage, immortalité par échappement a l'apoptose et multiplication
cellulaire, néoangiogenese, perte de la sensibilité aux inhibiteurs physiologiques

de la croissance cellulaire, autosuffisance).

L’adénocarcinome gastrique est le deuxieme cancer digestif en France avec 7000
nouveaux cas diagnostiqués chaque année. Il est la troisieme cause de mortalité
par cancer dans le monde apres ceux du poumon et du foie [99]. Car méme si le
taux de mortalité a un peu baissé ces dernieres années, il reste conséquent avec un
taux de survie inférieur a 30% a 5 ans. Ceci est en partie lié au fait que ce cancer
s’accompagne de peu ou pas de symptdmes, le plus souvent aspécifique, et ce
jusqu’a un stade avancé [94,99]. Du fait de son implication dans la survenue du
cancer gastrique, H. pylori a été déclarée « Carcinogene de classe [» par
I'International Agency for Research on Cancer (IARC) en 1994. Elle est pour le

moment la seule bactérie responsable d'un cancer chez ’homme.

f) Lymphome du MALT

Le lymphome du MALT est un lymphome extraganglionnaire de la zone marginale
qui se caractérise par une infiltration massive de cellules lymphoides dans la
lamina propria entrainant une destruction des glandes gastriques et la formation
de lésions lympho-épithéliales. L’association entre le lymphome du MALT et la
présence d’H. pylori est établie puisqu’environ 90% des sujets atteints de

lymphome du MALT sont infectés a H. pylori [96].

63



g) Pathologies hématologiques

L’infection a H. pylori, se traduit par une inflammation locale mais aussi par une
réponse immune systémique. C’est via ce deuxiéme phénomene que I'on suppose
la survenue de manifestations autres que digestives telles que les pathologies
hématologiques : anémie ferriprive, purpura thrombopénique idiopathique (PTI)
et carence en vitamine B12. Cependant, leur physiopathologie n’est pas toujours

tres claire.

h) Réle du microbiome sur la pathogénese d’H. pylori

Il y a eu plusieurs études récentes sur la pathogénese d’H. pylori et les co-
infections. Dans le modele macaque, qui est proche des humains, une récente étude
a fait le point sur l'impact de la colonisation a H. pylori sur la quantité et la
composition du microbiome gastrique (bactéries commensales et pathogénes). H.
pylori devenait 'espece dominante, représentant 87% de tout le microbiome dans
les estomacs infectés. Cependant, en cas d’éradication d’H. pylori, seule une partie
des individus montrait un impact significatif sur la relative abondance des autres
bactéries gastriques [109]. Chez le modele murin avec cancer humanisé (INS-GAS),
il a été rapporté que l'extension, la sévérité et la malignité des lésions induites par
H. pylori étaient plus favorable en présence d’autres bactéries gastriques qu’en cas
de mono infection a H. pylori [110]. D’autres études ont confirmés que méme la
présence d'un microbiome gastrique restreint de seulement trois bactéries
commensales améliore les pathologies induites par H. pylori et les lésions
précancéreuses [110]. I faut tout de méme rester prudent quant a ces résultats
obtenus sur des modeles animaux dont la physiologie et le microbiome gastrique

different de celui des humains.

Les conditions environnementales, les traitements et certainement les co-
infections peuvent avoir un impact sur le pH et la physiologie gastrique et par la
suite sur la colonisation gastrique et ainsi limiter les conditions de cancérisation

[98].
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8. Diagnostic

a) Indication au diagnostic

Les conférences de consensus recommandent la recherche et I'éradication d’H.
pylori dans les cas de suspicion de maladie ulcéreuse duodénale ou gastrique, ou
de lymphome gastrique de MALT, de gastrite atrophique, de dyspepsie
persistante, de 1ésions gastriques pré néoplasiques et apres chirurgie pour cancer
de l'estomac. C’est également recommandé chez les patients a risque de cancer
gastrique (antécédent familial au premier degré, chirurgie bariatrique par by-pass,
prise prolongée d’anti sécrétoires) et en prévention des lésions induites par prise
d’AINS ou d’aspirine au long cours. D’autres indications ont été confirmées en cas

d’anémie ferriprive ou carence en vitamine B12 inexpliquées et de PTI [91, 103,

106, 111, 112] (Tableau 2).

L Niveau de
Indication .
recommandation
Ulcere gastroduodénal, évolutif ou non, incluant les ulcéres compliqués Eleveé
Lymphome du MALT Elevé
Prise d'AINS ou d'aspirine faible dose chez des patients ayant eu un ulcére compliqué ou non. Elevé
Traiternent au long cours par aspitine chez des patients ayant eu un ulcére gastroduodénal hémorragigue Eleveé

Prévention des ulcéres avant de débuter un traiterment par AINS, particulierement en cas de traiterment prolongé, e
chez des patients sans antécédent d'ulcére et non précédemment traités par AINS

Patients ayant une endoscopie pour dyspepsie Elevé
Traiterment au long cours (au moins 6 mois) par antisécrétoires gastriques (IPP) Elevé

Antécédents familiaux de cancer gastrique au premier degré Moyen

Mutations des génes de réparation de I'ADN {syndrome de Lynch) Moyen
Lésions pré-néoplasigques de la mugueuse gastrique : atrophie avec ou sans métaplasie intestinale Moyen
Antécédents de résection localisée d'un cancer gastrique Moyen
Anémie par carence en fer sans cause retrouvée Moyen
Carence envitamine B12 Moyen
Purpura thrombopénigue chronigue idiopathique Moyen

Prévention du cancer gastrique chez les patients devant avoir un by-pass gastrique pour traiterment d'une

ohésité morbide Faible

Enfants avec des douleurs épigastriques sans étiologie évidente Faible

Tableau 2 : Recommandations de recherche et d’éradication de H. pylori [111].

b) Méthodes diagnostiques

Les méthodes permettant de faire le diagnostic d’'une infection a H. pylori sont
nombreuses et peuvent étre regroupées en deux types. Les méthodes
diagnostiques invasives nécessitent une biopsie de la muqueuse gastrique obtenue

par examen fibroscopique: examen anatomopathologique, culture, détection de
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séquences d’ADN spécifique par PCR et recherche d’une activité uréasique. Les
autres méthodes diagnostiques sont dites non invasives : test respiratoire a I'urée

marquée, détection d’antigenes dans les selles et sérologie.

Les performances de ces techniques sont diverses et nécessitent une stratégie
diagnostique associant plusieurs d’entre elles pour obtenir une sensibilité
optimale. Certaines de ces techniques n’apportent que la notion de présence ou
non d’'infection a H. pylori (sérologie standard, antigénes dans les selles, test
respiratoire, activité uréasique rapide). D’autres offrent la possibilité d’apprécier
les conséquences de l'infection sur la muqueuse gastrique (anatomopathologie),
d’établir I'antibiogramme et le typage de la souche infectante (culture), de
rechercher certains genes de résistance (culture et PCR sur biopsie). Le choix des
techniques a mettre en ceuvre sera fonction de I'étendue nécessaire des résultats
recherchés et de la possibilité ou non de réaliser une endoscopie. L’exploration des
patients repose sur la gastroscopie couplée a la recherche de l'infection par
I'examen des biopsies gastriques: anatomie pathologique, culture avec
antibiogramme et/ou PCR (détection de la résistance a la clarithromycine et la
Lévofloxacine). Le test respiratoire et la sérologie ont confirmé leur intérét dans le
diagnostic non invasif de linfection chez l'adulte. Le test respiratoire ou la
détection antigénique dans les selles sont recommandés chez I'enfant [91, 103,

107,111, 112].

c) Examen anatomopathologique

Il s’agit du moyen de détection le plus répandu. La sensibilité et la spécificité de cet
examen sont supérieures a 95%. Apres fixation des biopsies dans le formo], il faut
adopter des colorations facilitant la reconnaissance de la bactérie au microscope
(Giemsa modifié ou crésyl violet) en plus de la coloration habituelle a I'hémalun-
éosine utilisée pour le diagnostic 1ésionnel mais visualisant mal les bactéries. Cette
méthode permet 'examen de la gastrite constamment associée a H. pylori et la
recherche de complications telles que l'atrophie, la métaplasie intestinale avec
dysplasie, le lymphome ou le cancer. La réalisation de biopsies multiples (au moins

cinq) augmente la sensibilité de détection de l'infection et permet de classer la
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gastrite selon le score de Sydney et d’obtenir une classification opérationnelle en

intégrant la topographie des lésions (OLGA, OLGIM) [91, 103, 107, 111, 112].

9. Traitement d’éradication

Depuis 2009, la fréquence élevée des résistances aux antibiotiques en France (23%
pour la clarithromycine et 53% pour le métronidazole) impose un changement
radical de la stratégie diagnostique et thérapeutique des infections a H. pylori.
Jusqu’alors, les conférences de consensus recommandaient une stratégie du test
and treat utilisant un test non invasif (test respiratoire ou recherche d’antigenes
dans les selles) et une trithérapie empirique de 7 a 14 jours comportant un
inhibiteur de la pompe a protons (IPP), de I'amoxicilline associé soit a la
clarithromycine, soit au métronidazole. L’efficacité de cette stratégie est
maintenant trop fortement entamée par l'augmentation des résistances aux
antibiotiques responsables d’échecs thérapeutiques chez presque 40% des

personnes traitées.

Les nouvelles recommandations européennes et nationales recommandent
d’utiliser, chaque fois que c’est possible, une stratégie thérapeutique fondée sur les
résultats de test de détection de la résistance aux antibiotiques et principalement a
la clarithromycine. L’isolement, la culture et I'antibiogramme sont
malheureusement pour l'instant rarement accessible en dehors de quelques
centres spécialisés. La PCR, et surtout la PCR temps réel, sont une alternative

intéressante pour leur rapidité et leur relative facilité.

En I'absence d’'un recours a l'antibiogramme, les deux traitements empiriques
recommandés sont la quadrithérapie séquentielle (5 jours d’IPP associé a
I'amoxicilline puis 5 jours d'IPP associé a la Clarithromycine et au Métronidazole)
et la quadrithérapie bismuthée (14 jours d'IPP associé au Pyléra: bismuth,
métronidazole et tétracycline). Plusieurs études démontrent une trés bonne
efficacité de ces nouveaux traitements empiriques (95% de réussite) mais ils n’ont
jamais été évalués en France ou la résistance aux antibiotiques est élevée [91, 103,

107,108, 111] (Figure 22).
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Le controle de I'éradication est indispensable car quelque soit le traitement utilisé,
aucun n’est efficace a 100%. Il est réalisé a I'aide d’un test non invasif permettant
de détecter une infection active. Seuls le test respiratoire et la recherche
d’antigenes dans les selles répondent a cette indication. La sérologie n’a pas
d’indication dans le controle de I'éradication. Les tests doivent étre realisés 4 a 6
semaines apres la fin d’'un traitement anti sécrétoire ou antibiotique [91, 103, 107,
108, 111]. La vaccination, espoir des dix dernieres années, se heurte a une

diversité tres forte de la bactérie [92].
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Figure 22 : Arbre décisionnel de la prise en charge thérapeutique de l'infection a

H. pylori (modifiée d’aprés GEFH [113]).
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lll. OBIJECTIF

Notre objectif principal est la description du mycobiome gastrique et I'évaluation
de l'influence mutuelle du mycobiome gastrique et de l'infection par la bactérie

Helicobacter pylori.

Nous avons recherché la présence d’ADN fongique sur une large série de biopsies
gastriques (n=466) de patients infectés ou non par la bactérie H. pylori, présentant
les différentes pathologies gastro-duodénales dues a cette infection pro-

inflammatoire.

C'est dans ce but que nous avons développé une technique d’identification
moléculaire des champignons par PCR ITS avec séquencage par la méthode de

Sanger.

Puis nous avons étudié le lien entre la présence fongique au niveau gastrique et
I'infection a H. pylori. Nous avons également pris en compte d’autres facteurs
cliniques et démographiques tels que l'expression clinique des infections a H.

pylori, 'age, le sexe et le pays de naissance des patients.
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IV. MATERIEL & METHODE

A. Echantillons utilisés pour la mise au point de la
technique

1. Collection de levures et champignons filamenteux

Les souches de Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor,
Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Trichophyton rubrum,
Fonsecae anubica, Altenaria sp., Scedosporium apiospermum, Cladosporium sp.,
Penicillium expansum et Scopulalopsis sp. ont été isolées de prélevements cliniques
au service de Mycologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Poitiers et
identifiées par spectrométrie de masse Maldi-tof (Biomérieux) sur culture. Les
deux souches de Kazachstania heterogenica nous ont été fournies par le Docteur B.
Flahou (Université de Gand). Elles ont été isolées de gerbilles de Mongolie utilisées
pour les recherches a l'origine de l'article « Gastric Infection with Kazachstania
heterogenica Influences the Outcome of a Helicobacter suis Infection in Mongolian

Gerbils. » [44].

La culture des différentes souches a été réalisée sur gélose Sabouraud
(Biomérieux), gélose GC (Biorad) et /ou gélose chromogénique Can2 (Biomérieux)

incubéesa 26 +/-1,5°Cet 36 +/- 1,5 °C.

2. Echantillons tissulaires

Une biopsie de sinus macxillaire positive a Candida inconspicua et une biopsie
vulvaire positive a Candida albicans identifiées par spectrométrie de masse Maldi-

tof (Biomérieux) sur culture ont été testées.
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B. Echantillons utilisés pour I’étude

Notre étude a été réalisée rétrospectivement sur des biopsies gastriques recueillis
soit dans le cadre de la routine au secteur de Bactériologie du CHU de Poitiers de
décembre 2013 a juillet 2014, soit dans le cadre de I'’étude prospective et
multicentrique francaise : PHRC Pylorikine, CHU de Poitiers, protocole #09.10.23
« Lésions gastro-duodénales séveres liées a Helicobacter pylori : role de la réponse

anti-infectieuse Th17 » ayant inclus 1214 patients de février 2011 a avril 2013.

Les criteres d’'inclusion des sujets étaient: hommes ou femmes, majeurs, pour
lesquels une indication de fibroscopie gastro-duodénale avec biopsies a été posée.
IIs devaient étre affiliés ou ayant droit a la Sécurité sociale et avoir donné leur
consentement éclairé et signé. Les criteres de non-inclusion des sujets spécifiques
a la présente étude étaient les personnes mineures, femmes enceintes, allaitantes
ou parturientes, antécédents de chirurgie gastrique et oesophagienne ou de
traitement d'éradication de H. pylori, personne privée de liberté par décision de
justice ou administrative, majeur sous mesure de protection légale, personne
hospitalisée sans consentement, personne admise dans un établissement sanitaire
ou social, personne incapable de donner par elle-méme son consentement. Les
criteres de non-inclusion des sujets spécifiques a toute réalisation de fibroscopie
avec biopsie étaient allergies aux anesthésiques locaux, contre-indications a la
réalisation d'une fibroscopie selon les recommandations de la Société Francaise
d'Endoscopie Digestive : patient suspect d'une perforation gastrique ou présentant
une insuffisance cardio-respiratoire aigué non contrdlée par la réanimation et
contre-indications aux biopsies per-endoscopiques : traitement anti-coagulant a
dose efficace et thrombopénie ou thrombopathie sévere ou déficit sévere de la
coagulation. Les criteres de non-inclusion étaient aussi des criteres d’exclusion en
particulier pour les traitements non autorisés: antibiotiques (amoxicilline,

clarithromycine, tétracycline, ...) et IPP (omeprazole, lansoprasole,...).

Apres l'inclusion des patients pour lesquels une fibroscopie gastro-duodénale était
indiquée, les médecins investigateurs ont complété les données cliniques et
épidémiologiques. La fibroscopie oeso-gastro-duodénale réalisée chez ces patients
a permis de visualiser les lésions macroscopiques de la muqueuse: ulcére gastrique

ou duodénale, gastrite, suspicion de cancer. Les biopsies antrales et fundiques
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réalisées dans le cadre normal de lI'examen ont permis d’évaluer les lésions
histologiques de l'infection : gastrite, atrophie, métaplasie, dysplasie, cancer, ulcere
gastrique, ulcere duodénal. Les lames et les blocs d’inclusion des biopsies pour
lesquels des lésions précancéreuses ou cancéreuses ont été détectées par les
centres investigateurs ont été adressés au service d’Anatomie et cytologie
Pathologiques du CHU de Poitiers pour étre relus par les deux
anatomopathologistes référents. Deux biopsies antrales ont été pratiquées en plus
des biopsies réalisées dans le cadre normal de leur prise en charge, pour les
besoins propres au protocole PYLORIKINE. Ces biopsies ont été introduites dans
deux tubes a congélation identifiés et immédiatement immergés dans de l'azote
liquide puis stockés dans un congélateur a -80°C. Ces biopsies congelées ont
ensuite été collectées et acheminées dans le Laboratoire Inflammation et Cytokines
(LITEC EA 4331) de I'Université de Poitiers dans de la carboglace pour y étre
stockées a -80°C en congélateur jusqu’a utilisation. Les deux biopsies ont été
broyées a froid. L’autre biopsie dans le second tube a permis la culture de H. pylori
pour isoler les éventuelles souches infectantes et tester la sensibilité a la
clarithromycine. Les souches isolées ont été conservées a -80°C pour une durée

indéterminée.

Chaque échantillon a été catégorisé a partir des résultats de la fibroscopie
gastrique en se basant sur 'histologie en 9 groupes: muqueuse normale, muqueuse
subnormale, ulcere duodénale, ulcere gastrique, gastrite, atrophie, métaplasie,

dysplasie ou cancer.
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C. Protocole

Les étapes:

La technique d’identification moléculaire des champignons par PCR ITS s’effectue
par séquencage des régions ITS des génes d’ARN ribosomaux par la méthode de
Sanger adaptée a la technologie des « dye terminators », ddNTPs marqués par des

fluorochromes différents en 3’ et lecture par électrophorese capillaire (Figure 23).

. Electrophorese Purification Réaction de Electrophorese Analyse des Détermination
\ 'Extracnox! de \ PCRITS \ en gel \ des produits de \ séquencage et \ capillaire sur \ séquences \ de I'espece

Figure 23 : Etapes de la technique d’identification moléculaire des champignons.

1. Extraction de I’ADN fongique

a) Prétraitement des échantillons

Dans le cas d'une culture fongique, une 6se de 10 pl de culture prélevée sur la
gélose a été diluée dans 5 ml de sérum physiologique. La suspension de
champignon obtenue a ensuite été centrifugée 10 minutes a 3000 tours/minute
afin d’obtenir un culot de culture. Dans le cas de biopsie gastrique, un broyage au

scalpel a été effectué stérilement.

b) Méthode d’extraction thermique « boiling/freezing »

Nous avons utilisé la technique décrite par Flahou et al [44] modifiée. L’extraction
de '’ADN par la méthode thermique dite « boiling/freezing » a utilisé 500 pl de
tampon boiling (0,6055 g de Tris base et 0,19 g d’EDTA (éthyléne diamine tétra-
acétique) pour 500 ml) dans lequel on été dilué 10 pl de culot de culture ou de
broyat de biopsie gastrique. On a ensuite alterné des incubations de 15 minutes a -
80°C (dit « freezing ») puis 15 minutes a +100°C ( dit « boiling » ) et ce trois fois de

suite.Les extraits ont ensuite été ramené a température ambiante.
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c) Méthode d’extraction thermique « boiling »

La méthode d’extraction thermique dite « boiling » a consisté en une incubation
de 10 minutes a +100°C dans un tampon de boiling (0,6055 g de Tris base et 0,19 g

d’EDTA pour 500 ml) dans lequel on a mis en suspension 10 pl du culot de culture.

d) Méthode d’extraction manuelle

L’extraction manuelle de 'ADN fongique a été réalisée a 'aide du kit Qiamp DNA
Minikit (QIAGEN) sur 10 ul du culot de culture, selon les recommandations du

fournisseur.

e) Méthode d’extraction automatisée

L’extraction automatisée de I'’ADN fongique a été réalisée a l'aide de I'automate
extracteur Diagnosis MagNA Pure Compact (Roche diagnostics) apres réaction de
lyse a I'aide d'un mélange de 380 pl tampon de lyse Roche : MagNA Pure Bacteria
Lysis Buffer (Roche diagnostics) et 40 ul de Protéinase K concentrée a 20 mg/L

(Eurobio), selon les recommandations du fournisseur.

Les extraits d’ADN que nous avons utilisé ont été obtenus grace a I'extraction par
meéethode automatisée a l'aide de I'automate extracteur Diagnosis MagNA Pure
Compact (Roche diagnostics) apres réaction de lyse sur les biopsies antrales. Par
ailleurs, tous les échantillons d’extrait d’ADN testés ont été dupliqués afin d’étre
traité purs et dilués au dixieme dans de l'eau distillée de qualité biologie

moléculaire Mol Bio grade (S prime).

2. Amplification génique

La région flanquée par ITS1 et ITS2 a été amplifiée avec les amorces ITS1 (5’-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) et ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ ) de
I’ADNr fongique décrites par White et al. en 1990 [80] (Figure 24). Les séquences

obtenues ont une taille trés variable comprise entre 300 et 900 paires de bases.
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ITS1 ITS2

18s rRNA 5.8s
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Figure 24 : Couple d’amorce ITS1/ITS4 qui amplifie les régions ITS1 et ITS2 et le
geéne codant pour I’ARNTr 5,8S.

Les mélanges réactionnels de (PCR) d’un volume final de 50 pl ont été préparés
avec 125 nmol de MgClz a 25 mM (ThermoScientific), 5 pl de TrueStart Taq Buffer
10X (ThermoScientific), 10 nmol de dNTPs a 10 mM (Euromedex) , 1.25 U de
TrueStart Hot Start Taq DNA polymerase a 5 U/pl (ThermoScientific), 25 pmol de
chaque amorce ITS1 et ITS4 a 10 umol/L (Eurogentec) et 5 pul d’extrait d’ADN (en
doublon pur et dilué au dixieme). La réaction d’amplification était effectuée sur le
thermocycleur GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems) selon le
protocole suivant : apres une étape de dénaturation initiale de 3 minutes a 94 °C,
45 cycles avec une dénaturation ( 94 °C, 30 secondes), une hybridation des
amorces ( 48 °C, 30 secondes) puis une élongation ( 72 °C, 45 secondes) ont été

effectuées et suivies d'une élongation finale de 15 minutes a 72 °C.

Chaque série d’amplification comprenait un témoin négatif composé d’eau distillée
de qualité biologie moléculaire Mol Bio grade (S prime) sans ADN fongique afin de
détecter d’éventuels contaminants dans les tampons et réactifs et un témoin positif
composé d’extrait d’ADN génomique fongique utilisé pour vérifier I'efficacité de

I'amplification génique.

La taille et la pureté des fragments d’ADN amplifiés étaient vérifiées par
électrophorese en gel d’agarose (1,8 %) dans une solution de Tris-borate-EDTA
(TBE) 0,5 X. La migration des échantillons s’effectue a 100 volts pendant 60
minutes et les fragments d’ADN ont été visualisés sous lumiére ultraviolet (UV)
aprés marquage au Gel Red nucléic acid gel stain (Fluoprobes Interchim). La
purification des produits PCR a été réalisée en utilisant un kit de purification PCR

QIAquick (QIAGEN). Certains échantillons ont été dilués dans de 'eau distillée de
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qualité biologie moléculaire Mol Bio grade (S prime). Le facteur de dilution dépend

de I'intensité de la bande visualisée sous UV.

3. Séquencgage

Pour chacun des amplifiats, deux réactions de séquencage étaient effectuées : I'une
avec 'amorce sens ITS1 et I'autre avec I'amorce antisens ITS4. Le séquencage de
I’ADN a éteé réalisé en utilisant la méthode de terminaison de chaine Sanger a I'aide
du kit de séquencage Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems). Les mélanges réactionnels de séquencage pour chacune des amorces
d’'un volume final de 20 pl étaient préparés avec 3 pl de sequencing buffer a 5X
(Applied Biosystems), 2 ul de Big Dye Terminator Reaction Mix (Applied
Biosystems), 3,2 pmol d’amorce (Eurogentec) a 3,2 umol/L et 2 pl de produit
amplifié et purifié. La réaction de séquencage était réalisée sur le thermocycleur
9700 (Applied Biosystems) selon le protocole « séquencage » suivant (unique
quelque soit I'amorce) : apres une étape de dénaturation initiale d'une minute a 96
°C, sont effectués 25 cycles comprenant une dénaturation ( 96 °C, 10 secondes),
une hybridation des amorces ( 50 °C, 5 secondes) puis une élongation ( 60 °C, 3
minutes). Les produits de séquencage étaient ensuite purifiés a 'aide du kit de

purification DyeEx 2.0 Spin (QIAGEN).

Les produits de séquencage purifiés ont été analysés avec le protocole de
séquencage «IVD Seq_Std_BTDv3.1_Assay POP7 »sur le séquenceur 3500Dx
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4. Analyse des séquences

Les séquences nucléotidiques brutes ont été traitées avec les logiciels Sequencing
Analysis (Applied Biosystems) et BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis
Biosciences). Les séquences nucléotidiques brutes ont été corrigées a I'aide des
électrophorégrammes des séquences sens et des séquences antisens. Les deux
séquences (sens et antisens) ont ensuite été alignées pour obtenir une séquence

dite « consensus ». A partir de ces séquences consensus, nous avons pu déterminer
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I'espéce correspondante a I'aide du programme d’alignement BLAST qui compare
avec des séquences de références. Nous avons utilisé plusieurs bases de données
disponibles sur internet: NCBI, Mycobank, Unite, DD]JB-NIG, Biolomics, Silva et
EMBL-EBL

5. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats obtenus a été faite grace a la mesure
d'indépendance de deux caracteres par le test du Khi-deux avec un risque a 5 % et
la comparaison de deux moyennes par le test de Student avec un risque a 5%. Lors
de cette étude statistique, nous avons considéré comme inflammatoires les
histologies gastriques suivantes : ulcere gastrique, gastrite, atrophie, métaplasie,

dysplasie et cancer.
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V. RESULTATS

A. Mise au point de la technique d’identification
moléculaire

Pour pouvoir décrire le microbiome fongique de I'estomac, nous avions besoin
d’'une technique d’identification des champignons précise et efficace sur des
échantillons tels que les extraits des biopsies gastriques que nous voulions étudier.
Apres étude bibliographique, nous avons décidé de mettre en place une technique
d’identification moléculaire des champignons par PCR et séquencage ITS au niveau
du plateau de biologie moléculaire du département des agents infectieux du CHU

de Poitiers.

1. Extraction manuelle sur cultures fongiques

Pour notre premier essai, nous avons utilisé des cultures de souches d’Aspergillus
fumigatus et Kazachstania heterogenica. L’extraction de '’ADN fongique a été
réalisée par méthode d’extraction manuelle (kit Qiamp DNA Minikit QIAGEN) sur
une prise d’essai de 50 pl du culot de centrifugation. Aprés amplification génique
et électrophorese en gel d’agarose, nous n’avons pas visualisé sous lumiere UV de
bandes de tailles attendues (supérieures a 300 pb) correspondant a des fragments

d’ADN fongique amplifiés (Figure 25).
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Figure 25: Gel d’électrophorese des fragments amplifiés apres extraction
manuelle (Qiagen) de 'ADN a partir de cultures fongiques d’A. fumigatus et de K.

heterogenica.

Les témoins d’amplification génique positifs et négatifs étant conformes, nous
avons conclu qu'’il s’agissait d'un échec de I'extraction manuelle de '’ADN fongique.
Les deux hypothéses que nous avons soulevées étaient une méthode d’extraction

insuffisamment puissante ou une prise d’essai inadaptée.

2. Extraction thermique « boiling/freezing » sur cultures
fongiques

Lors de notre étude bibliographique, nous nous sommes intéressé a l'article
« Gastric Infection with Kazachstania heterogenica Influences the Outcome of a
Helicobacter suis Infection in Mongolian Gerbils. » de Flahou et al. [44] dans lequel

I'extraction de I’ADN fongique utilisée était la méthode d’extraction thermique
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« boiling/freezing ». La technique utilisée permettait aux auteurs d’extraire a la

fois 'ADN fongique et ’ADN d’Helicobacter ce qui correspondait a nos objectifs.

Nous avons donc testé cette méthode d’extraction thermique « boiling/freezing »
sur nos cultures de souche d’Aspergillus fumigatus et Kazachstania heterogenica
avec une prise d’essai de 100 pl de culot de centrifugation. Apres amplification
génique et électrophorese en gel d’agarose, nous avons pu observer des bandes de
tailles attendues (supérieures a 300 pb) correspondant a des fragments d’ADN
fongique amplifiés avec des témoins d’amplification génique positifs et négatifs

conformes (Figure 26).
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Figure 26: Gel d’électrophorése des fragments amplifiés apres extraction
thermique type « boiling/freezing » de '’ADN a partir de cultures fongiques d’A.

fumigatus et de K. heterogenica.
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Apres purification, nous avons réalisé le séquencage de ces produits de PCR et

I'analyse  des séquences nucléotidiques a permis d’identifier les souches

d’Aspergillus fumigatus et Kazachstania heterogenica (Figures 27 et 28).
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Figure 27 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes

obtenues a partir d’'une culture d’A. fumigatus et analysées avec le logiciel Bioedit

Sequence Alignment Editor.
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a 28 a D 8 al RN 2 al tra d space 1050 1050 99% 00 100% KP1315721
=] i strain IHEM 2494 isolate ISHAM-ITS 1D MITS173 188 RNA gene, partial internal space 1050 1050 99% 00 100% KP131570.1
J strain IHEM 19376 isolate ISHAM-ITS 1D MITS170 185 RNA gene, partial ; internal ibed spai 1050 1050 99% 0.0 100% KP131567.1
strain IHEM 18963 isolate ISHAM-ITS |D MITS169 188 ri RNA gene, partial  internal ibed spar 1050 1050 99% 0.0 100% KP131566.1
oA illus sp. 5 BRO-2013 185 RNA gene, partial  internal ibed spacer1, 5.85 RNAgene, and interna 1050 1050 99% 0.0 100% KE367538.1
) Asperaillus sp. 4 BRO-2013 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and interna 1050 1050 99% 0.0 100% KE367537.1
) Aspergillus sp. 2 BRO-2013 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, and interna 1050 1050 99% 0.0 100% KF367488.1
- Asperqillus fumigatus 188 RNA gene, partial internal spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, and internal trans 1050 1050 99% 00 100% KJ850340.1
ATCC 1022 ITS region; from TYPE material 1050 1050 99% 00 100% NR 1214811
strain CD1126 18S RNA gene, partial ; internal spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, ar 1050 1050 99% 00 100% KEB51175
| Pezizomycotina sp. DMRF-8 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and interna 1050 1050 99% 0.0 100% KC237297.1
| Aspergillus fumiga rain DMRF-2 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, an 1050 1050 99% 0.0 100% KC2372921
1) Asperaillus fumigatus strain KARVS04 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal pacer 1,585 ribosomal RNA gene, ¢ 1050 1050 99% 0.0 100% KC119200.1
@] strain KARVS03 185 RNA gene, partial internal spacer 1, 5 88 ribosomal RNA gene, 1050 1050 99% 00 100% KC118199.1
] i strain SGEBT7 188 1 RNA gene, partial internal spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, anc 1050 1050 99% 0.0 100% JX232279.1
A i strain AF-1A-NO7 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, ¢ 1050 1050 99% 00 100% JF729022.1
| Asperqill . TMS-2011 voucher BGd1p19-4 18S ribosomal RNA gen ial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA 1050 1050 99% 0.0 100% HQ631021.1
) Asperaillus fumigatus strain ATCC 1022 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene 1050 1050 99% 0.0 100% HQO26746
| Asperaillus fumigatus strain EB 188 ribosomal RNA gene, pattial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and inte 1050 1050 99% 0.0 100% GUS566242.1
| Asperqillus fumigatus 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.88 rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), strain VW 06.357 1050 1050 99% 00 100% EM999061.1
) Asperaillus furmnigatus 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 285 rRNA gene (partial), strain WM 03.848 1050 1050 99% 00 100% FEM393060.1
1) Asperaillus fumigatus 188 rRNA gene (partial), TS1, 5.85 rRNA gene, TS2 and 285 rRNA gene (partial), strain \AM 06.577 1050 1050 99% 0.0 100% EM993059.1
| Asperdgillus fumi RNA gen tial), [TS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 ani RNA gen ial), Strain VWM 06 1050 1080 99% 0.0 100% EM999057.1
- Asperqill a ai isolate 89 188 ril a ene, partial sequence; internal transcribe 1050 1050 99% 00 100% GQ461808.1
| Aspergillus fuminatus 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal i pacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and internal trans 1050 1050 99% 00 100% FJ810502.1

Figure 28: Résultats de l'alignement de la séquence consensus obtenues par
séquencage a partir d'une culture d’A. fumigatus avec des séquences de références

de la base de donnée NCBI (Genbank).
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La méthode d’extraction de '’ADN fongique thermique« boiling/freezing » est donc

efficace pour 'identification moléculaire des cultures fongiques par PCR ITS.

Par la suite, nous avons testé cette méthode d’extraction thermique
« boiling/freezing » sur des cultures d’autres souches fongiques telles que Candida
albicans, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Fusarium
oxysporum, Trichophyton rubrum, Fonsecaea nubica, Altenaria sp, Scedosporium

apiospermum, Cladosporium sp, Penicillium expansum, Scopulalopsis sp (Figure 29).
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Figure 29 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés par PCR ITS a partir de

différentes cultures fongiques.
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3. Etude comparative de quatre méthodes d’extraction
sur cultures fongiques

Par la suite, nous avons voulu réaliser une étude comparative de quatre méthodes
d’extraction de I’ADN a partir de cultures fongiques de souche de Kazachstania

heterogenica.

La méthode d’extraction manuelle (Qiagen) avec une prise d’essai de 10 pl du

culot de centrifugation (inférieure aux 50 pl utilisés lors de notre premier essai).

La méthode d’extraction « boiling/freezing » avec une prise d’essai de 10 pl du
culot de centrifugation (inférieure aux 100 pl utilisés lors de notre précédent

essai).
La méthode d’extraction « boiling ».
La méthode d’extraction automatisée (MagNa pure Roche).

Les résultats de la PCR, révélés par I'électrophorese en gel d’agarose, montraient

I'efficacité des quatre méthodes d’extractions (Figure 30).

Manuelle Qiagen

N
e\‘? Boiling / freezing Boiling Automatisée Roche
& 1 I A A

KH: Kazachstania heterogenica

Figure 30: Gel d’électrophorese des fragments amplifiés: comparaison des
différentes méthodes d’extraction de 'ADN sur des cultures fongiques de K

heterogenica.
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4. Extraction automatisée des biopsies

Dans le cadre de notre étude, cette technique d’identification moléculaire des
champignons par PCR et séquencage ITS doit montrer son efficacité sur des
extraits de biopsies réalisés par la méthode d’extraction automatisée. Afin de s’en
assurer, nous avons voulu tester notre protocole PCR et séquencage ITS sur des
biopsies extraites avec la méthode d’extraction automatisée avec un kit MagNa
pure Roche. Une biopsie de sinus maxillaire positive a Candida inconspicua et une
biopsie vulvaire positive a Candida albicans ont été testées. Apres amplification
génique et électrophorese en gel d’agarose, nous avons pu observer des bandes de
tailles attendues correspondant a des fragments d’ADN amplifiés (avec des

témoins d’amplification génique positifs et négatifs conformes) pour chacune des

deux biopsies testées (Figure 31).

Figure 31 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir de deux biopsies

humaines.

Le séquencage et I'analyse des séquences nucléotidiques ont permis d’identifier
Candida inconspicua dans la biopsie de sinus et Candida albicans dans la biopsie

vulvaire.
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La technique d’identification moléculaire des champignons par PCR ITS est donc
efficace sur des extraits de biopsies réalisés par la méthode d’extraction

automatisée.

B. Etude des biopsies gastriques

1. Description de la population

Les caractéristiques des patients sont présentées dans le tableau 3.

DESCRIPTIF de la POPULATION HP - HP + TOTAL
Masculin 132 101 233
Sexe Feminin 143 90 233
TOTAL 275 191 466
Muqueuse normale 64 1 65
Muqueuse subnormale 32 0 32
Ulcere duodénal 19 8 27
Ulcere gastrique 30 5 35
Histologie Gastrite 85 110 195
Atrophie 20 32 52
Métaplasie 20 31 51
Dysplasie 3 1 4
Cancer 2 3 5
TOTAL 275 191 466
Pays de France 259 56 315
naissance Hors France 16 75 91
(Pylorikine) TOTAL 275 131 406
Age moyen 60,5 51,3 56,7

HP+: patients inféctées par H. pylori
HP- : patients non infectés par H. pylori.

Pylorikine : patients issus de I'étude clinique Pylorikine.

Tableau 3 : Description de la population des 466 patients analysés.
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2. Analyse des résultats de PCR

Les extraits d’ADN de biopsie gastrique ont été amplifiés par PCR ITS avec, pour
chaque série d’amplification, un témoin négatif et un témoin positif.
L’électrophorese en gel d’agarose a permis de visualiser la présence, la taille et la

pureté des fragments d’ADN amplifié.

En I'absence de bande visible a I'électrophorese en gel d’agarose (malgré des
témoins positifs et négatifs conformes), la PCR était considérée comme négative

(Figure 32). Cela représente 394 des biopsies gastriques, soit 84,5%.
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Figure 32: Gel d’électrophorése des fragments amplifiésa partir des biopsies

gastriques : PCR négatives (absence de bande).
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En présence de bande visible a I'électrophorese en gel d’agarose avec des témoins
positifs et négatifs conformes, la PCR était considérée comme potentiellement
positive et nous avons donc réalisé le séquencage de ces produits de PCR. Apres
analyse des résultats et bibliographie, nous avons décidé de considérer
uniquement les bandes de taille supérieure a 300 pb comme des fragments d’ADN
fongique amplifiés. On a donc défini comme « PCR positive » les amplifications
donnant une bande de taille supérieure a 300 pb a l'électrophorese en gel
d’agarose (Figure 33). Nous en avons obtenu 57, soit 12,2 % des biopsies

gastriques.
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Figure 33 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir des biopsies
gastriques : la présence d’'une bande de taille équivalente a 500 pb témoigne de la

présence de fragments d’ADN amplifiés dans cet échantillon.
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Les « PCR douteuses » sont les amplifications donnant des bandes de tailles
inférieures a 300 pb a I'électrophorese en gel d’agarose et représentent 15 des

biopsies gastriques, soit 3,2 % (Figure 34).
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Figure 34 : Gel d’électrophorese des fragments amplifiés a partir des biopsies
gastriques : présence de nombreuses bandes de taille équivalente a 200 pb
témoignant de la présence de courts fragments d’ADN amplifiés dans ces

échantillons.

3. Analyse des résultats de séquengage

L’analyse des séquences nucléotidiques brutes obtenues par séquencage a été
réalisée avec les logiciels Seqgencing Analysis et BioEdit Sequence Alignement

Editor.

Parmi les 72 résultats de séquencage analysés, 24 présentaient des séquences
brutes sens (obtenues avec I'amorce ITS1) et antisens (obtenues avec I'amorce
ITS4) exploitables («ITS1&4» dans le tableau 4).Dans ces cas, chaque
électrophorégramme montrait une seule séquence de bonne qualité et il y avait un
alignement parfait entre les deux séquences brutes (Figure 35). Apres correction

des bases incertaines (mismatchs) de la séquence nucléotidique brute a I'aide de la
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séquence complémentaire et des electrophorégrammes, nous avons obtenu la

séquence consensus par alignement des deux séquences sens et antisens.

*BioEdit Sequence Alignment Editor =10l x|
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Figure 35 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenus a partir d’'une biopsie gastrique: résultat exploitable avec alignement

optimal des deux séquences et des électrophorégrammes a séquence unique.

Pour 23 autres résultats de séquencage, la séquence brute sens n’a pas pu étre
obtenue avec l'amorce ITS1. Seule la séquence brute antisens obtenue avec
I'amorce ITS4 était exploitable avec un électrophorégramme montrant une seule

séquence de bonne qualité (Figure 36).
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Figure 36 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenues a partir d’'une biopsie gastrique : résultat exploitable pour la séquence

obtenue avec I'amorce ITS4 mais inexploitable pour celle avec I'amorce ITS1.

La correction des bases incertaines (mismatchs) de cette séquence brute antisens a
été faite a l'aide de son électrophorégramme. Cependant, le début de
I'électrophorégramme est souvent inexploitable (perte de résolution) et en
I'absence de séquence sens complémentaire, il n’est pas possible de la corriger
(Figure 37). Nous avons donc décidé de tronquer ce début de séquence afin de
conserver une séquence «silre» méme si elle est plus courte. La séquence
consensus a été obtenue en utilisant la fonction « reverse complement » sur cette

séquence antisens corrigée.

94



‘BioEdit Sequence Alignment Editor - _._jgjz[
File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RMA Window Help

=}

B & [CouierNew b | EER

T Selection:0 Seguence Mask: None Start
Mode: [Select / Side > T ing Mask: None ruder at |1

£1DI J! &mf_eé‘éiilﬁllili '"IG_”SH @Ml! i“f.i'd‘;w‘". ..&m"
& in o i

20 30 70 80

_.l
01015 1tsd4 GIGAATAAGAGGGGCGIGYCCIUGATCGAGET CAGAGIGIAAAATAY ICTIGATGGACGCCGCCGTACCARGACACARASCGCGAA
,01015 itsl

i ;_'l_l

10 20 40 50 60 70 80
3 SCGAATAAGAGGGGCGTG YCCTG A CGAGG CAGAGTG TAAAATATTC GATGGACGCCGCCG TACCAKGACACAR ASCGC

Figure 37 : Séquence nucléotidique brute et son électrophorégramme obtenue a
partir d’'une biopsie gastrique: perte de résolution en début de séquence la

rendant inexploitable sur les 24 premieres bases.

Pour les 25 derniers résultats de séquencage, les séquences brutes sens et antisens
obtenues avec les amorces ITS1 et ITS4 étaient toutes les deux inexploitables
(Figure 38). Les électrophorégrammes montraient plusieurs séquences
superposées empéchant le déchiffrage d’'une séquence en particulier (« multi-
séquence » dans le tableau 4). Il a donc été impossible d’obtenir une séquence

consensus. Le séquengage a donc été considéré comme inexploitable.
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Figure 38 : Séquences nucléotidiques brutes et leurs électrophorégrammes
obtenues a partir d'une biopsie gastrique : résultat inexploitable pour les deux

séquences avec des électrophorégrammes a séquences multiples indéchiffrables.

Pour les 47 résultats de séquencage exploitables, les séquences consensus
obtenues ont ensuite été comparées avec des séquences de référence a I'aide du
programme d’alignement BLAST en utilisant plusieurs bases de données
disponibles sur internet: NCBI, Mycobank, Unite, DD]JB-NIG, BioloMICS, Silva,
EMBL-EBL

Parmi eux, les 10 résultats de séquencage exploitables obtenus a partir de PCR
douteuses se sont alignés avec des séquences de référence d’ADN génomique
humain du chromosome 21q « Homo sapiens ». 1l s’agissait de courts fragments

d’ADN de taille inférieure a 251 pb (Figure 39).
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Figure 39 : Résultats de l'alignement des courtes séquences obtenues par
séquencage des fragments amplifiés de taille inférieure a 300 pb avec des
séquences de références de la base de donnée NCBI (Genbank) : identification

d’ADN génomique humain.

Parmi les 37 résultats de séquencage exploitables obtenus a partir de fragments
amplifiés de taille supérieure ou égale a 300 pb, deux n’ont donné aucun résultat et
un s’est aligné avec une séquence de référence végétal : Cucurbita sp. Les 34 autres
séquences consensus de taille supérieure a 300 pb se sont alignées
significativement avec des séquences de référence fongique. Nous avons considéré
comme significatif les alignements comprenant des pourcentages de recouvrement
et de similarité supérieurs a 90%. En cas de doute sur l'espece, lorsque le
programme d’alignement BLAST propose différentes espéces avec le méme score,
nous avons choisi de nous limiter au genre, ce qui a été le cas pour 17 des biopsies

gastriques.
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4. Synthese des résultats obtenus

Les résultats de I'étude des 466 biopsies gastriques sont résumés dans la figure 40.

Pylorikine Routine
406 60
R'] 2
466

Biopsies gastriques

PCR universelle pan fongique ITS
HP + HP —
191 275
PCR douteuse PCR négative PCR positive
(bande < 300 pb) (pas de bande) (bande 2 300 pb)
15 394 57
HP + HP - HP + HP — HP + HP -
0 15 151 243 40 17
Séquengage . . Séquencage
exploitable : .Sequerfgage Seque.n(;age inexploitable :
. inexploitable exploitable N
Homo sapiens 5 37 multi-séquence
10 20
HP + HP - HP + HP - HP + HP - HP + HP -
0 10 0 5 24 13 16 4
Plante FUNGI Pas d’identification
1 34 2
HP + HP+ | HP— HP + HP —
1 22 12 1 1
Genre + espece Genre
17 17
HP + HP - HP + | HP-
10 7 12 5

Figure 40 : Diagramme de flux.

Dans cette étude portant sur les biopsies gastriques de 466 patients, 394 soit
84,5% se sont révélées négatives a la PCR ITS. Parmi ces patients, 151, soit 38,3%,

étaient infectées par la bactérie H. pylori.

Quinze biopsies gastriques, soit 3,2% se sont révélées douteuses a la PCR ITS avec
des fragments de taille inférieure a 300 pb. Aucune d’entre elles n’étaient infectées
par H. pylori. Lors du séquencage des fragments amplifiés, sur 10 des 15 biopsies
gastriques, les amorces ITS1 et ITS4 ont accrochées I’ADN génomique humain. Les

5 autres biopsies gastriques ont donné des résultats de séquencage inexploitables.

Les 57 biopsies gastriques restantes, soit 12,2% se sont révélées positives a la PCR
ITS avec des fragments de taille supérieure ou égale a 300 pb. Plus d’un tiers de ces
biopsies gastriques, soit 70,2%, étaient également infectées par la bactérie H.

pylori. Seules 37 de ces 57 biopsies gastriques positives a la PCR ITS, soit 64,9%,
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avaient des résultats de séquencage exploitables. Vingt-quatre d’entre elles, soit
64,9%, étaient également infectées par la bactérie H. pylori. Pour les autres
biopsies gastriques, la présence de doubles séquences a I'électrophorégramme
rendait le séquencage inexploitable. Parmi les résultats de séquencage
exploitables, 34 se sont alignées significativement avec des séquences de référence
fongiques, ce qui représente 7,3 % de la totalité des biopsies gastriques analysées.
La moitié de ces biopsies gastriques a pu étre reliée a un genre et a une espece bien
définie et 'autre moitié seulement a un genre (doute sur I'espece). Un des résultats
de séquencage exploitables s’est aligné significativement avec une séquence de
référence végétale (Cucurbita sp) et deux autres ne se sont alignés avec aucune

séquence de référence quelque soit la base de données utilisée.
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5. Résultat des identifications moléculaires par
séquengage

Les résultats des 72 séquencgages réalisés a partir des biopsies gastriques positives

ou douteuses a I'amplification génique ITS sont présentés dans le tableau 4.

Recouvrement Taille du Séquences Infection
Résultat de séquengage : identification de 'ADN fongique | / similarité de Résultatdela | fragment d’ADN brutes obtenues | par Histologie gastrique Sexe Age Pays de naissance
Ialignement (%) | PCRITS fongique (pb) par sé H. pylori
Candida albicans 99/100 Positive 507 | ITS1&4 NEG normale ™M 61 | France
Candida albicans 100/97 Positive 518 | ITS4 seule NEG Ulcere gastrique F 77 | France
Candida albicans 99/99 Positive 508 | ITS4 seule NEG Gastrite M 72 | France
Candida tropicalis 97/99 Positive 510 | ITS1&4 NEG Ulceére duodénal ™M 71 | France
roseus 100/99 Positive 570 | ITs1&4 NEG normale F 47 | Algérie
Sporobolomyces roseus 99/99 Positive 583 | ITS1&4 POs Gastrite M 42 | Russie
Sporobolomyces riberrimus 100/95 Positive 510 | ITS4 seule POS Gastrite ™M 46 | Royaume uni
glutinis 99/97 Positive 575 | ITS4 seule POS Ulcére duodénal ™M 21 | Cameroun
glutinis 99/99 Positive 577 | ITS4 seule POS Gastrite ™M 66 | France
Dioszegia hungarica 98/99 Positive 473 | 115184 POS Dysplasie F 84 | France
Dioszegia crocea 99/99 Positive 457 | ITS4 seule POS Gastrite F 76 | France
albus 99/99 Positive 524 | ITS1&4 POS Gastrite ™M 40 | France
Guehomyces pullulans 99/100 Positive 599 | ITS1&4 POs Gastrite F 49 | France
Psathyrella candolleans 99/98 Positive 681 | ITS4 seule POS Atrophie M 41 | Sénégal
radula 98/97 Positive 600 | ITS4 seule POS Gastrite ™ 42 | Mali
L I 99/97 Positive 581 | ITS4 seule NEG Gastrite ™M 78 | France
Neoerysiphe galii 100/99 Positive 565 | ITS4 seule NEG Gastrite F 50 | France
Cl ium sp 99/92 Positive 527 | ITS1&4 POs é i F 62 France
Cl ium sp 100/99 Positive 525 | ITS1&4 POS Gastrite ™M 49 | Algérie
Cl ium sp 100/100 Positive 527 | ITS1&4 POs Gastrite M 30 idj
Cladosporium sp 100/98 Positive 527 | ITS4 seule NEG Gastrite M 47 | France
Cl ium sp 100/95 Positive 589 | ITS4 seule NEG Gastrite M 68 | France
Cl sp 100/95 Positive 501 | ITS4 seule POs é i ™M 74 | France
Cl ium sp 96/90 Positive 520 | ITS4 seule POS Gastrite F 35 | France
Cl ium sp 100/95 Positive 527 | ITS1&4 POS Atrophie ™M 50 | Algérie
sp. 99/90 Positive 614 | ITS4 seule POS Gastrite F 72 | France
sp 97/93 Positive 611 | ITS1&4 POS Atrophie ™M 38 | Algérie
Curvularia sp 97/99 Positive 548 | ITS1&4 POS Gastrite F 51 France
Ascochyta sp 96/99 Positive 522 | ITs184 POS Atrophie M 28 | Togo
Peyronellaea sp 99/99 Positive 517 | ITS4 seule POs Gastrite M 71 | France
Udeniomyces sp 99/93 Positive 661 | ITS4 seule POS Atrophie ™M 60 | Ghana
phodontia sp 98/96 Positive 631 | ITS4 seule NEG F 49 | France
Botrytis sp 100/99 Positive 514 | ITS4 seule NEG Dysplasie F 57 | France
Tulasnella sp 97/96 Positive 579 | ITS184 NEG Ulcére gastrique F 54 | France
C i (végétal) 96/94 Positive 669 | ITS1&4 POS Atrophie ™M 26 | France
Pas d’i icati Positive 618 | ITS1&4 POS Gastrite M 25 | Maroc
Pas d’i ificati Positive 423 | ITS4 seule NEG Gastrite ™M 35 | France
Pas d’i ificati Positive 424 Multi-séquence POS Gastrite M 59 | Maroc
Pas d’i ificati Positive 576 Multi-séquence POS Ulcere duodénal M 71 | France
Pas d'identification Positive 547 | Multi-séquence POS Gastrite F 55 | France
Pas d’i ificati Positive 621 Multi-séquence POS é M 88 | France
Pas d'identificati Positive 431 | Multi-séguence | POS Atrophie M 37 | Sénégal
Pas d’i ificati Positive 612 Multi-séquence POS Ulcere gastrique F 29 | France
Pas d’i ificati Positive 605 Multi-séquence POS Gastrite F 52 | France
Pas d’i icati Positive 650 Multi-séquence POS Gastrite M 39 [ Tunisie
Pas d'i Positive 599 Multi-séquence POS Gastrite M 55 | France
Pas d'i ificati Positive 613 [ Multi-séquence POS Ulcere gastrique M 62 | Algérie
Pas d'identification Positive 656 | Multi-séquence POS Atrophie F 89 | France
Pas d’i ification Positive 610 Multi-séquence POS é i M 59 | Portugal
Pas d’i ificati Positive 639 Multi-séquence POS Ulcere gastrique M 30 | Soudan
Pas d'i ificati Positive 612 | Multi-séquence POS Cancer M 92 | France
Pas d’i ificati Positive 353 Multi-séquence POS Gastrite F 32 | Sénégal
Pas d’i ificati Positive 700 Multi-séquence POS é i F 78 | France
Pas d’i ificati Positive 606 Multi-séquence NEG subnormale M 44 | France
Pas d'i ificati Positive 601 | Multi-séquence NEG normale F 75 | France
Pas d’i ification Positive 648 Multi-séquence NEG normale F 38 | France
Pas d'ii ificati Positive 300 | Multi-séquence NEG Atrophie F 56 | France
Homo sapiens ADN i 21q Douteuse 180 | ITS1&4 NEG subnormale M 41 | France
Homo sapiens ADN gé i 21q Douteuse 174 | ITS1&4 NEG ™M 45 | France
Homo sapiens ADN gé i 21q Douteuse 172 | ITS4 seule NEG ™M 48 | France
Homo sapiens ADN gé i 21q Douteuse 220 | ITS4 seule NEG Atrophie ™M 86 | France
Homo sapiens ADN gé 21q Douteuse 169 | ITS1&4 NEG F 54 | France
Homo sapiens ADN gé 21q Douteuse 251 | ITS4 seule NEG F 74 | France
Homo sapiens ADN gé 21q Douteuse 175 | ITS1&4 NEG Gastrite F 58 | Algérie
Homo sapiens ADN gé 21q Douteuse 172 | ITS1&4 NEG subnormale M 43 | France
Homo sapiens ADN i 21q Douteuse 173 | ITS1&4 NEG Gastrite M 50 [ France
Homo sapiens ADN gé i 21q Douteuse 175 | ITS1&4 NEG Atrophie ™M 94 | France
Pas d’i ificati Douteuse 75 i NEG Ulcére duodénal F 54 | France
Pas d’i ificati Douteuse 77 i NEG normale F 81 | France
Pas d'ii Douteuse 131 i NEG Gastrite F 47 | France
Pas d’i Douteuse 134 i NEG Gastrite M 62 | France
Pas d’i ificati Douteuse 240 i NEG Gastrite ™M 50 | France

Tableau 4 : Présentation des résultats des 72 séquengages réalisés a partir des

biopsies gastriques.
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6. Especes fongiques identifiées

Les genres et especes des champignons identifiés par séquencage ITS dans les
biopsies gastriques sont représentés dans la figure 41 au sein de la classification
fongique.

DOMAINE  REGNE DIVISION SUBDIVISION CLASSE SOUS CLASSE ORDRE SOUS ORDRE FAMILLE GENRE ESPECE

Dothideomycetes

Pleosporaceae-
Pleosporineae
Didymellaceae —'

Ascomycota

Pezizomycotina

Orbilomycetes
Pezizomycetes
Arthoniomycetes
Eurotiomycetes
Laboulbeniomycetes
Lichinomycetes
ce

Sordariomycetes

Neolectomycetes
T
Schizosaccharomycetes

Taphrinomycetes

Eukaryota— Fungi—|

Tremellales
Tremellales incertaesedis —— Dios:

I idi C

Agaricomycotina

Agaricomycetidae — Agaricales

c

Agaricomycetes —————

Dacrymycetes

Basidiomycota —{

¥ J—

Pucciniomycotina —

Classiculomycetes
ycocolacomycetes
Mixiomycetes

Exobasidiomycetes
Zygomycota

Chytridiomycota

Deuteromycota

Figure 41 : Genres et especes des champignons identifiés (en rouge) au sein de la

classification fongique.

Seules deux des cinq divisions fongiques (Ascomycota et Basidiomycota) sont
représentées dans les especes identifiées chez nos patients. Parmi les especes

fongiques identifiées, seuls deux genres sont potentiellement pathogenes : Candida

et Cladosporium.
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7. Analyse statistique

Nous avons voulu étudier le lien entre la présence d’ADN fongique et 'infection par
la bactérie H. pylori au niveau gastrique. Nous avons donc comparé la population
des patients possédant de '’ADN présumé fongique au niveau gastrique (PCR ITS
positives) a la population des patients sans ADN fongique (PCR ITS négatives et

douteuses).

On peut observer que les patients chez lesquels on a détecté la présence d’ADN
présumé fongique sont plus souvent infectés par la bactérie H. pylori que les
patients sans ADN fongique (36,92% vs 70,17%; p = 1,7.10%). De méme, ils
présentent plus souvent une histologie gastrique inflammatoire (71,88% vs
84,21% ; p = 0,048). Il y a également une disparité du pays de naissance entre les
deux populations: on observe chez les patients possédant de 'ADN présumé
fongique au niveau gastrique plus de personnes dont la France est le pays de
naissance (20,11% vs 37,74% ; p = 0,004). Nous n’avons cependant pas observé de
différence de répartition du sexe (p=0,07) et de I'age (p=0,13) entre les deux

populations ni de différence significative de 'age moyen (p = 1,19).

Parmi les patients chez qui nous avons détecté de 'ADN présumé fongique au
niveau gastrique (PCR ITS positives), 20 présentaient des résultats de séquencage
inexploitables, du fait de la présence de plusieurs séquences superposées sur
I’électrophorégramme. Nous avons voulu comparer ces 20 patients ayant de
multiples séquences avec les 37 patients dont les résultats de séquencage
exploitables avec une séquence unique ont permis une identification fongique. Les
caracteres que nous avons étudié se répartissent de fagon identique dans les deux
populations étudiées : sexe (p = 0,47), age (p=0,32), pays de naissance (p = 0,75),
infection par la bactérie H. pylori (p= 0,23) et histologie gastrique (p=0,5).

L’étude de la population de patients infectés par la bactérie H. pylori a montré que
la présence d’ADN fongique n’est pas liée a une expression clinique plus sévére de
I'infection a H. pylori (p=0,24) : ulceres gastrique et duodénal, atrophie, métaplasie,
dysplasie et cancer. Nous avons également constaté que cette présence d’ADN
fongique n’est pas non plus liée a un état d’hypochlorhydrie secondaire aux 1ésions
inflammatoires provoquées par la bactérie H. pylori: atrophie, métaplasie,

dysplasie et cancer (p=0,27).
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VI. DISCUSSION

Pour la recherche et la description du mycobiome gastrique, nous avons étudié les
biopsies gastriques de 466 patients infectés ou non par la bactérie H. pylori et
présentant différentes pathologies gastro-duodénales pouvant étre causées par
cette infection pro-inflammatoire. Pour ce travail, nous avions besoin d’une
technique de détection de ’ADN fongique et d’identification des champignons
précise et efficace, sans culture préalable, sur des échantillons tels que les extraits

des biopsies gastriques que nous voulions étudier.

A. Mise au point de la technique d’identification
moléculaire fongique

La description du mycobiome gastrique a nécessité la mise au point d'une
technique d’identification des champignons précise et efficace dans des
échantillons biologiques sans culture préalable. Nous avons choisi la technique
d’identification moléculaire fongique par amplification génique et séquencage

Sanger avec le couple d’amorces universelles pan fongiques ITS1 et ITS4.

S’il s’agit déja de la méthode d’identification moléculaire standard la plus utilisée
pour les études d’écologie et de taxonomie moléculaire des espéces fongiques [31],
les vérifications auxquelles nous avons procédé lors de la mise au point ont
confirmé la performance de cette technique. Nous avons testé cette technique sur
une large gamme de champignons aussi bien retrouvés en pathologie humaine
qu’en hygiene hospitaliere et étude environnementale, tel que Candida albicans et
Candida inconspicua ; Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus
et Aspergillus terreus; Fusarium oxysporum, Trichophyton rubrum, Fonsecaea
nubica, Altenaria sp, Scedosporium apiospermum, Cladosporium sp, Penicillium
expansum, Scopulalopsis sp et Kazachstania heterogenica. Seules les identifications
moléculaires de deux especes d’Aspergillus (niger et nidulans) ont rencontré des
difficultés, sirement dues a un probléme d’extraction. Nous avons également testé
cette technique avec différentes méthodes d’extraction: thermique

« boiling/freezing » et « boiling » seul, manuelle avec le kit Qiagen et automatisée
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avec I'automate Roche. Apres adaptation de la prise d’essai, nous avons observé la
méme performance quelque soit la méthode d’extraction utilisée. Pour finir, nous
avons pu valider notre méthode sur différents types d’échantillons: cultures

fongiques et biopsies (sinusale, vulvaire et gastriques).

L’électrophorese en gel d’agarose a permis de vérifier la présence, la taille et la
pureté des fragments d’ADN amplifiés grace a la visualisation sous lumiere UV. La
réussite de 'amplification génique a été controlée a 'aide de témoins sur chaque
série d’amplification. Pendant la mise au point puis lors du passage des 466
biopsies, les témoins d’amplification ont toujours été conformes. Pourtant, comme
le montre I'étude de Loeffler et al. [88], le risque de contamination des séries
d’amplification par les autres produits d’amplification générés dans le laboratoire
mais également par les moisissures aéroportées de 'environnement est important
(8 % de réactions positives pour les témoins négatifs). Cependant aucune
contamination fongique des réactions d’amplification n’a été observée lors de
notre étude (absence d’ADN amplifié pour les témoins négatifs). De méme, la
réussite de l'amplification génique a toujours été confirmée par les témoins
positifs. Ces résultats confirment la performance de la technique d’amplification

génique fongique avec les amorces universelles pan fongiques ITS1 et ITS4.

En ce qui concerne le séquencage, 'amorce sens ITS1 n’a pas permis 'obtention
d’'une séquence nucléotidique dans 23 des 72 séquencages réalisés (soit 32%) et
seule 'amorce antisens ITS4 produisait une séquence nucléotidique exploitable. Le
traitement des séquences nucléotidiques brutes obtenues par séquencage de ces
produits d’amplification a été facilité par l'utilisation de logiciels tels que
Sequencing Analysis et BioEdit Sequence Alignment Editor. Pour l'identification
des séquences d’ADN fongique a l'aide du programme d’alignement BLAST,
plusieurs bases de données sont disponibles gratuitement sur internet: NCBI,
Mycobank, Unite, DDJB-NIG, BioloMICS, Silva, EMBL-EBI [35, 71, 72, 73]. Ces bases
de données de séquences fongiques de référence sont encore incomparablement
moins riches que celles référencant '’ADNr 16S pour les séquences bactériennes,
limitant la capacité a classer les séquences d’ADNr fongique au niveau de
I'espéce. De plus, la taxonomie fongique est complexe et ne cesse d’évoluer, ce qui

géneére la présence de nombreux synonymes taxonomiques et favorise les erreurs
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de classification. Ainsi, certaines formes sexuées ou asexuées d’'une méme espece

de champignons peuvent étre affiliées a des taxons différents [27].

B. Etude des biopsies gastriques

Une fois la technique d’identification moléculaire fongique mise au point, nous
avons pu reéaliser I'étude de 466 biopsies gastriques. Le premier résultat notable
de cette étude était le faible nombre de biopsies gastriques dans lesquels nous
avons détecté de 'ADN par amplification génique ITS : seules 57 des 466 biopsies
gastriques, soit 12,2 %, se sont révélées positives avec des fragments amplifiés de
taille supérieure a 300 pb. Pour 35 de ces biopsies positives, I'identification
moléculaire des amplifiats a été une réussite avec l'identification du genre
fongique et a méme permis d’accéder a I'espece fongique dans 17 de ces biopsies.
Cependant, I'une de ces identification d’amplifiat a révelé un végétal : Cucurbita sp.
La taille du fragment d’ADN amplifié (669 pb), la bonne lisibilité des deux
électrophorégrammes obtenus par séquencage et les hauts pourcentages de
recouvrement et de similarité de I'identification moléculaire par alignement (96 et
94 %) confirment la véracité de ce surprenant résultat. Cela montre l'un des
défauts de ce couple d’amorces universelles ITS1 / ITS4 qui est le manque de
spécificité. Ce manque de spécificité peut étre corrigé par I'utilisation d’amorces
plus spécifiques permettant une amplification sélective de séquences fongiques
comme ITS1F par exemple [81]. Cependant, il ne s’agit que d'un cas isolé, les 34
autres identifications moléculaires ayant permis l'identification de genres et
d’espéces appartenant au regne fongique. Pour deux des 57 biopsies gastriques
positives en amplification génique ITS, 'ADN amplifié n’a pas pu étre identifié dans
aucune des 7 bases de données consultées, malgré la réussite du séquencage avec
des fragments d’ADN amplifié de taille égale a 423 et 618 pb et des
électrophorégrammes de séquencage exploitables (I'un avec les deux amorces
ITS1 et ITS4 et I'autre avec ITS4 seule). Ces deux séquences d’ADN ne sont donc
pas renseignées dans les bases de données consultées. Peut étre s’agit-il de

nouvelles especes fongiques pas encore décrites au niveau moléculaire.
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Pour les 20 dernieres de ces 57 biopsies gastriques positives en amplification
génique ITS, soit 35%, I’ADN amplifié n’a pas pu étre identifié. Cela était di a la
présence de multiples séquences superposées sur les électrophorégrammes de
séquencage, empéchant le déchiffrage de chaque séquence d’ADN fongique et de ce
fait, l'identification de chacune d’entre elle. Dans ces cas, le séquencage est
considéré comme inexploitable mais il laisse présumer de la présence d'un ou
plusieurs ADN tres certainement d’origine fongique. Ainsi nous avons fait le choix
de considérer ces vingt patients comme hébergeant des champignons au niveau
gastrique pour la réalisation de nos études statistiques. Nous avons également
vérifié qu’aucun caractéere démographique ou clinique des patients ne pouvait
influencer le séquencage et expliquer la présence de multiples séquences d’ADN
sur les électrophorégrammes de séquencage. Ainsi le sexe (p=0,47), I'age (p=0,32),
le pays de naissance (p=0,75), l'infection par la bactérie H. pylori (p=0,23) et
'histologie gastrique (p=0,5) se répartissent de facon identique dans la population
de patients a séquence unique et ceux présentant des séquences multiples. Ils
représentent donc une population homogene, population considérée comme

hébergeant un ou plusieurs champignons au niveau gastrique.

Pour confirmer la présence de champignons au niveau de I'estomac de ces patients
a séquences multiples, il faudrait utiliser d’autres techniques moléculaires
permettant de séparer ces séquences multiples afin d’identifier chacune d’entre
elles. De plus la quantification de ces champignons pourrait apporter de précieuses
informations sur le compartiment gastrique et son éventuel mycobiome. D’autant
plus que pour les biopsies gastriques dans lesquelles un seul champignon a été
identifié, il pourrait s’agir du champignon majoritaire dont la prédominance
masque la présence d’autres champignons minoritaires non détectés par notre
étude. Les techniques de séquencage haut débit tel que le pyroséquencage
apporterait donc un approfondissement de I'’étude de nos biopsies positives a
I'amplification génique ITS. Cependant, ces techniques de séquencgage haut débit
ont un colt élevé et le principal probleme réside dans l'analyse bio-informatique

du tres grand nombre de séquences générées [25, 29, 30].
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Les 15 résultats d’amplification génique ITS douteux, présentant des fragments
d’ADN de taille inférieure a 300 pb, ont été controlés par séquencage. Cinq d’entre
eux se sont révélés négatifs au séquencage tandis que pour les 10 autres, les
séquences amplifiées correspondaient a de I'ADN génomique humain (le
chromosome 21 q). On retrouve ainsi le probléme de non spécificité de ce couple
d’amorces universelles 1TS1/ ITS4. En effet, si 'espaceur ITS conjointement
amplifié avec le geéne 5,8s est un bon marqueur spécifique permettant
I'identification du genre voire méme de l'espece, il est tellement conservé qu'il est
capable avec des amorces non spécifiques tel que ce couple ITS1/ITS4 de
s’hybrider a de I’ADN d’origine végétal mais aussi a de '’ADN humain, ce qui pose

probléme avec les échantillons d’origine humaine comme dans notre cas [78].

C. Influence de la bactérie H. pylori

La connaissance du statut infectieux a H. pylori, de 'histologie gastrique ainsi que
d’autres facteurs démographiques tels que le sexe, I'age et le pays de naissance

nous ont permis d’étudier la population de nos 466 patients.

La population étudiée était infectée par H. pylori avec une prévalence de 41%, ce
qui est proche de la prévalence de la population générale du méme age en pays
développé [93]. Nous avons mis en évidence une influence forte de I'infection par
la bactérie H. pylori sur la présence d’ADN fongique gastrique. En effet, les patients
chez lesquels on a détecté la présence d’ADN présumé fongique sont plus souvent
infectés par la bactérie H. pylori (p=1,7.10-¢). Nous avons également un lien entre la
présence d’inflammation de la muqueuse gastrique (ulcere gastrique, gastrite,
atrophie, métaplasie, dysplasie et cancer) et la présence d’ADN fongique (p=0,048),
mais ce lien est vraisemblablement d a la présence d’ H. pylori, bactérie pro-
inflammatoire [91, 92, 96]. Pour finir, nous montrons un lien entre une naissance a
I'étranger et la présence d’ADN fongique au niveau gastrique. Cependant il faut
noter que la prévalence de l'infection a H. pylori dans les pays dont nos patients
sont d’origine, est bien supérieure a celle de la France [93]. Ainsi ce lien est peut

étre da lui aussi a la présence d’H. pylori. Le sexe (p=0,07) et 'age (p=0,13) des
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patients ne semblent cependant pas étre un facteur d’influence pour la présence

d’ADN fongique au niveau gastrique.

Par ailleurs, nous avons voulu étudier I'influence de la présence d’ADN fongique au
niveau de la muqueuse gastrique sur le déterminisme pathologique de I'infection a
H. pylori. En effet, les champignons et certains profils de mycobiome apparaissent
désormais impliqués comme cofacteurs potentiels dans la physiopathologie de
plusieurs maladies [31]. L’étude qui nous a inspiré en particulier est celle de
Flahou et al [44] sur les gerbilles de Mongolie qui montre qu’'une levure,
Kazachstania heterogenica, colonise I'estomac exactement dans les mémes régions
que la bactérie Helicobacter suis et conduit a une augmentation significative de
I'inflammation gastrique causée par Helicobacter dans ce modele animal. En nous
focalisant sur la population de patients infectés par la bactérie H. pylori, nous nous
sommes intéressé a I'expression clinique (histologie gastrique) de cette infection
en fonction de la présence ou non d’ADN fongique dans la muqueuse gastrique.
Cependant la présence d’ADN fongique n’est pas liée a une expression clinique plus
sévere de l'infection a H. pylori (p=0,24), ce qui démontre qu’elle ne potentialise
pas l'effet pathogene de la bactérie H. pylori dans notre cas. Ainsi la présence
fongique n’est donc pas un cofacteur de gravité de linfection a H. pylori,

responsable d'une évolution vers des pathologies séveres : ulceres ou cancers.

En conclusion le lien entre la présence de la bactérie H. pylori et de champignons
au niveau gastrique peut étre établi et les autres liens démontrés semblent
découler de cette infection par la bactérie H. pylori. Cependant la présence d’ADN
fongique dans la muqueuse gastrique des patients infectés par H. pylori ne

constitue pas un cofacteur de gravité de I'expression clinique de cette infection.

D. Genres fongiques identifiés

Parmi les genres fongiques identifiés par séquencage, huit appartenaient a la
division des Ascomycota et onze a celle des Basidiomycota. Dans la division
Ascomycota, les champignons identifiés appartenaient aux Saccharomycotina et

aux Pezizomycotina. Chez les Saccharomycotina, nous avons identifié trois Candida
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albicans et un Candida tropicalis. Seules deux des dix classes des Pezizomycotina
ont été représentées: les Dothideomycetes et les Léotiomycetes avec huit
champignons du genre Cladosporium, un du genre Curvularia, un du genre
Peyronella, un du genre Ascochyta, un du genre Botrytis ainsi qu’un
Leptosphaerulina chartarum et un Néoerysiphe galii. Dans la division
Basidiomycota, la subdivision Agaricomycotina était fortement représentée avec
des espéces appartenant a deux des trois classes: Tremellomycéete et
Agaricomycete. On a ainsi pu identifier deux champignons du genre Dioszegia
(hungarica et crocea), un Bulleromyces albus, un Guehomyces pullulans, un
Schizopora radula et un Psathyrella candolleans ainsi qu'un champignon du genre
Udeniomyces, un du genre Tulasnella, deux du genre Peniophora et un du genre
Hyphodontia. On a également identifié quelques Sporidiobolales appartenant a la
subdivision des Pucciniomycotina : trois champignons du genre Sporobolomyces
(roseus et riberrimus) et deux Rhodotorula glutinis. Aucun champignon
appartenant aux divisions Zygomycota et Chytridiomycota n’a été identifié dans nos
biopsies gastriques. Si la division des Zygomycota est fréquemment retrouvée chez
I'homme avec les Mucorales en particulier responsables occasionnellement de
mucormycoses chez les patients immunodéprimés [13], la division des
Chytridiomycota regroupe des champignons primitifs aquatiques rarement décrits

chez 'homme.

Si seules deux des cinq divisions fongiques sont représentées, on retrouve quand
méme une certaine diversité des genres fongiques identifiés. De plus, aucun genre
de champignon n’a été majoritairement détecté dans les biopsies gastriques de
nos patients. Parmi les especes fongiques identifiées, seules deux genres sont
potentiellement pathogenes: Candida et a moindre degré Cladosporium. Nous
n'avons identifié que 12 patients avec de I'ADN de ces espéeces potentiellement
pathogenes. Les autres genres sont des saprophytes de végétaux sans potentiel

pathogene.

En conclusion, notre étude des 466 biopsies gastriques détecte peu d’ADN
fongique au niveau gastrique (12,2%) avec une diversité des genres fongiques

identifiés, dispersés au sein de la classification du regne fongique.
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E. Mycobiome ou flore de transit ?

La présence de champignons au niveau gastrique peut suivre trois modeles:
I'infection, la colonisation ou la flore de transit. L'infection correspond a
I’envahissement et la multiplication de micro-organismes pathogenes au sein d’'un
organe du corps vivant avec une action délétére sur cet organe. La colonisation se
caractérise par la présence a long terme de micro-organismes vivants dits
« commensaux » composant les différents écosystemes de I'humain dont les
principaux sont la muqueuse orale, la peau, les voies respiratoires et les tractus
intestinal et génital [15]. Si la colonisation n’occasionne pas d’effet délétere mais
plutot un effet bénéfique pour I'organisme humain, elle peut tout de méme dans
certains cas (déséquilibre de I'écosystéme, immunodépression) se transformer en
relation pathogene opportuniste. La flore de transit correspond a des micro-
organismes morts ou vivants, dont la présence transitoire n’entraine aucun effet

sur 'organisme.

L’hypothese de l'infection gastrique par des champignons semble peu probable en
raison de I'absence de pathologies gastriques fongiques décrites a ce jour. Quant a
la colonisation de ce compartiment gastrique tres particulier, il semblerait
étonnant qu’autant de champignons aient les caractéristiques pour survivre et
proliférer dans cet environnement acide hostile (pH aux alentours de 5,5) [96].
Parmi les bactéries, H. pylori est I'une des seules possédant les deux facteurs
nécessaire a la colonisation de I'épithélium gastrique : la mobilité, assurée par ses
5 a 7 flagelles polaires, lui permettant de se déplacer au sein du mucus gastrique et
I'uréase, capable de tamponner l'acidité gastrique [97]. Ainsi si un champignon
possédait de telles caractéristiques pour coloniser le compartiment gastrique, il
serait probablement retrouvé communément dans les biopsies gastriques de nos
patients et le pourcentage de biopsies gastriques positives a l'amplification
génique ITS serait slirement plus élevé. Ainsi, le tres faible pourcentage de patients
présentant de '’ADN fongique au niveau gastrique (12,2%) et la diversité des
genres et espéces fongiques détectés ne permet pas d’affirmer la présence d’'une

flore fongique gastrique résidente de type mycobiome.

La question de la provenance de cet ADN fongique retrouvé au niveau de I’'estomac

de nos patients se pose. L'’hypothése d’ADN fongique en transit au niveau
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gastrique, provenant du bol alimentaire, peut étre une explication. En effet les
champignons servent dans I'élaboration des nombreux aliments tels que pain, vin,
biere, fromage... [12]. Ainsi de nombreuses espéeces fongiques environnementales
peuvent se retrouver dans notre alimentation. De plus, il faut rester prudent avec
I'interprétation de la présence d’ADN dans les échantillons biologiques car en

raison de sa persistance, il ne prouve en aucun cas la présence de cellules viables.

Cependant, l'influence de I'infection par la bactérie H. pylori sur la présence d’ADN
fongique souleve des questions. Cette influence pourrait indiquer la persistance au
niveau l'estomac de champignons présents dans le bol alimentaire en présence d’
H. pylori, sans qu'il soit observé de spécificité de genre fongique ni de synergie de
la pathogénicité d’ H. pylori. De plus, les trois-quarts des patients présentant des
séquences multiples au séquencage, pouvant évoquer la présence de plusieurs
champignons au niveau gastrique, sont également infectés par H. pylori (80%).

Cela semble confirmer cette hypothese.

Pour essayer d’expliquer cette possible persistance de I’ADN fongique au niveau
gastrique en présence de la bactérie H. pylori, nous avons émis plusieurs
hypotheses. Tout d’abord, nous avons analysé l'influence de I'acidité gastrique avec
la constitution de deux groupes de patients en s’appuyant sur les études décrivant
un état d’hypochlorhydrie secondaire aux lésions inflammatoires provoquées par
la bactérie H. pylori (atrophie, métaplasie, dysplasie et cancer) [91, 96, 98, 100,
101, 102, 103]. L’hypothese de travail était que 1'état d’hypochlorhydrie rendrait
I'environnement gastrique plus hospitalier pour le développement fongique.
Cependant I'étude de la répartition des résultats d’amplification génique ITS
positifs au sein des deux groupes constitués n’a pas montré de différence
significative (p=0,27). L’hypothése d'un défaut d’élimination des restes du bol
alimentaire au niveau gastrique en raison de cette inflammation causée par la
bactérie H. pylori, celle ci permettant a I'’ADN fongique de rester accroché a la

muqueuse gastrique, reste une hypothese a confirmer.

Pour conclure, si la description du mycobiome humain évolue avec les études des

mycobiomes oral, des voies respiratoires, cutané, intestinal et génital, le
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compartiment gastrique ne semble pas contenir de mycobiome en raison de son

environnement acide hostile.

F. Perspectives

Pour pouvoir approfondir notre étude, des techniques de séquencage haut débit tel
que le pyrosequencage pourrait apporter de précieuses informations avec la
détection des différentes especes fongiques présentes dans le méme échantillon et
la quantification de ces especes. Une autre possibilité serait la réalisation d'une
cartographie de I'estomac avec I’étude de plusieurs biopsies réalisées a différents
endroits de la muqueuse gastrique. On pourrait également faire une étude de
I’évolution de cette «flore fongique » dans le temps avec I'étude de biopsies

prélevées régulierement chez le méme patient.

De plus, si cette technique d’identification moléculaire s’est révélée efficace pour la
recherche de champignons dans les biopsies gastriques, elle permettra également
la recherche de champignons dans n'importe quel échantillon biologique ainsi que
I'identification de culture. Ce procédé est donc désormais utilisé en routine au
département des agents infectieux du CHU de Poitiers pour le diagnostic

différentiel d’infections profondes en cas d’échec des techniques standards.
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VIl. CONCLUSION

Notre objectif principal était de rechercher et de décrire le mycobiome gastrique.
Pour cela nous avons mis au point une technique d’identification moléculaire
fongique par amplification génique et séquencage Sanger avec le couple d’amorces
universelles pan fongiques ITS1 et ITS4, technique précise et efficace dans des
échantillons biologiques sans culture préalable. Les vérifications auxquelles nous
avons procédé lors de la mise au point ont confirmé la performance de cette
technique sur une large gamme de champignons, avec différentes méthodes
d’extraction (thermique, manuelle et automatisée) et sur différents types

d’échantillons (cultures fongiques et biopsies).

Nous avons détecté de I'’ADN par amplification génique ITS dans 57 des 466
biopsies gastriques étudiées, soit 12,2 %. Pour 35 de ces biopsies gastriques
positives, l'identification moléculaire des amplifiats a été réalisée avec
I'identification du genre fongique et a méme permis d’identifier 'espece fongique
dans 17 de ces biopsies. Pour 20 autres de ces biopsies gastriques positives, soit
35%, I’ADN amplifié n’a pas pu étre identifié, du fait de la présence de multiples
séquences superposées sur les électrophorégrammes de séquencage. Pour les deux
dernieres biopsies gastriques positives, nous n’avons pas pu identifier 'ADN
amplifié dans aucune des 7 bases de données consultées, il s’agit
vraisemblablement de nouvelles espéeces fongiques pas encore décrites au niveau
moléculaire. Nous avons également pu constater que 'un des ADN amplifiés a
révélé un végétal : Cucurbita sp et pour 10 autres, '’ADN amplifié correspondait a

de ’'ADN génomique humain.

Nous avons ensuite établi un lien entre la présence de la bactérie H. pylori et celle
de champignons au niveau gastrique. En ce qui concerne les 19 genres fongiques
identifiés au cours de notre étude, ils étaient dispersés au sein de la classification
du regne fongique. De plus, aucun genre de champignon n’a été majoritairement
détecté dans les biopsies gastriques des patients et il s’agit principalement de

saprophytes de végétaux sans potentiel pathogéne.

En conclusion, I'étude des 466 biopsies nous a permis d’observer la rare présence

d’ADN fongique dans I’estomac humain (12,2% des biopsies gastriques) avec une
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grande diversité de genres fongiques impliqués et un lien avec la présence de la
bactérie pro-inflammatoire H. pylori. Ces résultats ne permettent pas d’affirmer la
présence d'une flore fongique gastrique résidente de type mycobiome. Ainsi
malgré 1'évolution de la description de la composition du mycobiome humain avec
les principaux sites de colonisation fongique (oral, des voies respiratoires, cutané,
intestinal et génital), notre étude montre que le compartiment gastrique ne semble
pas contenir de mycobiome probablement en raison de son environnement acide

hostile.

Nous montrons également que la présence d’ADN fongique dans la muqueuse
gastrique de patients infectés par H. pylori ne constitue pas un facteur de gravité

de 'expression clinique de cette infection.

Si notre étude ne confirme pas I'hypothese d'un mycobiome gastrique, elle peut
constituer un bon point de départ a une étude plus approfondie grace a des
techniques d’identifications plus performantes, tel que le pyroséquencage, ou la
réalisation de biopsies supplémentaires différées dans l'espace de la muqueuse

gastrique ou dans le temps.

De plus, si cette technique d’identification moléculaire s’est révélée efficace pour la
recherche de champignons dans les biopsies gastriques, elle permettra également
la recherche de champignons dans n'importe quel échantillon biologique ainsi que
I'identification de culture. Ce procédé est donc désormais utilisé en routine au
département des agents infectieux du CHU de Poitiers pour le diagnostic

d’'infections profondes en cas d’échec des techniques standards.
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RESUME

Objectif: Notre étude a porté sur la description du mycobiome gastrique et
’évaluation de l'influence mutuelle du mycobiome gastrique et de I'infection par la

bactérie Helicobacter pylori.

Matériel & Méthode: Dans ce but, nous avons développé une technique
d’identification moléculaire fongique par amplification génique et séquencage
Sanger avec le couple d’amorces universelles pan fongiques ITS1 et ITS4. Nous
avons validé cette méthode sur une large gamme de champignons, avec différentes
meéthodes d’extraction et sur différents types d’échantillons. Nous avons ensuite
étudié les biopsies gastriques de 466 patients infectés ou non par la bactérie H.
pylori et présentant différentes pathologies gastro-duodénales pouvant étre

causées par cette infection pro-inflammatoire.

Résultats : L’étude des 466 biopsies gastriques nous a permis d’observer la rare
présence d’ADN fongique dans I'estomac humain (12,2% des biopsies gastriques)
avec une grande diversité de genres fongiques impliqués et un lien entre la
présence d’ADN fongique et celle de la bactérie pro-inflammatoire H. pylori. Par
contre 'ADN fongique n’est pas plus fréquemment présent en cas de pathologie

sévere due a H. pylori (ulceres ou cancers gastriques).

Conclusion : Ces résultats ne permettent pas d’affirmer la présence d’une flore
fongique gastrique résidente de type mycobiome. Le lien avec la présence de la
bactérie H. pylori reste inexpliqué. Cependant la présence d’ADN fongique dans la
muqueuse gastrique ne constitue pas un cofacteur de gravité de l'expression

clinique de l'infection a H. pylori.

Mots clés : Mycobiome, gastrique, séquencage, ITS, Helicobacter pylori
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