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INTRODUCTION

Apres une émergence bruyante dans les années 80 au cours de la pandémie SIDA
(1,2,3,4), I'implication de Cryptosporidium spp. dans de nombreuses épidémies d’origine
hydrique et/ou alimentaire I'a définitivement propulsée en téte des préoccupations
internationales en matiere de santé publique et d’environnement (1,2). De méme,
I'augmentation de la notification des maladies diarrhéiques dans le monde, avec 1.3 millions de
déces en 2015, a montré que la cryptosporidiose était la quatrieme cause de déces chez les
enfants de moins de cinq ans (5,6). Cette année-la, la mortalité par cryptosporidiose

représentait alors 12% de la mortalité globale de cette jeune population (5).

Cryptosporidium spp. est un parasite entérique ubiquitaire, qui affecte un large panel
d’hétes, incluant 'Homme et les animaux. Il est en effet retrouvé chez plus de 150 especes de
mammiferes, 30 especes d’oiseaux, 57 especes de reptiles, 9 especes de poissons et 2 espéces
d’amphibiens (1,7,8,9). On le notifie dans 95 pays, et ce sur tous les continents et sous toutes

les latitudes (1).

C’est un parasite hydrique majeur, comptant parmi les plus répandus dans le monde.
Entre 2004 et 2016, Cryptosporidium sp. était ainsi responsable de 60% des épidémies
parasitaires d’origine hydrique au niveau mondial (10,11). On peut par exemple citer la
Thailande, ou 6% des eaux océaniques et 11% des eaux de rivieres sont contaminées par
Cryptosporidium sp. (12). Il représente une problématique mondiale importante dans
I'industrie de l'eau, du fait de sa prévalence que l'on vient de décrire, mais aussi de sa
résistance aux désinfectants usuellement employés (hypochlorite de sodium, peroxyde

d’hydrogene a doses usuelles) (13).

Le risque de contamination est d’autant plus élevé que les réservoirs sont vastes et que
les oocystes, infectants par voie orale des leur émission, sont tres résistants dans
I'environnement (6,9). En conséquence, cette parasitose se transmet non seulement par voie
directe, mais également par voie indirecte, médiée par I'eau et les aliments. Outre sa large
prévalence et sa résistance, c’est sa gravité chez les sujets immunodéprimés qui en fait une

parasitose au cceur des préoccupations médicales et épidémiologiques (27). Les enfants, les
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patients porteurs du VIH, les patients sous traitement immunosuppresseur ou atteints
d’hémopathies, les patients porteurs d’'un déficit immunitaire congénital sont des populations
particulierement a risque de développer des formes séveres et prolongées de cryptosporidiose
(2). La clinique se montre alors intense et réfractaire, pouvant se compliquer par des
phénomenes de malabsorption ou des formes extra-intestinales, menagant potentiellement le

pronostic vital (14).

Bien que Cryptosporidium sp. soit considéré comme 'une des causes les plus communes
de diarrhée parasitaire, les connaissances autour de ce parasite restent a I'’heure actuelle
incompléte (14). Les thérapeutiques sont encore a ce jour limitées, particulierement pour les
populations immunodéprimées, faisant de la prévention et de la connaissance de la dynamique
de transmission, des enjeux majeurs de controle de la pathologie (6,14). L’absence de culture
axénique a largement freiné les travaux de recherche visant a mieux connaitre la biologie du
parasite (3,96). C’est la biologie moléculaire qui a su trouver une place prépondérante dans le
diagnostic et I'étude épidémiologique de Cryptosporidium sp., particulierement depuis le
séquencage du génome de C. parvum et C. hominis il y a plus d’'une décennie (69,70). Les vastes
réservoirs animaug, la résistance dans I'’environnement de la forme infectieuse, et les lacunes
thérapeutiques actuelles sont autant de facteurs qui rendent difficile le controle
épidémiologique de cette parasitose (1,3). La maitrise de I'impact de la cryptosporidiose chez
I'Homme doit donc passer par des stratégies de prévention et de controle solides, qui doivent
se baser sur une bonne compréhension de l'épidémiologie de Cryptosporidium sp. (1,2,15).
Dans ce sens, les études épidémiologiques ont depuis ces dernieres années largement recours
aux outils de biologie moléculaire, et ce en utilisant des marqueurs génétiques divers.
Actuellement, le marqueur génétique le plus employé est le gene codant une glycoprotéine de
60kDa : gp60 (16,17). Ce marqueur est hautement polymorphique et est donc un outil de choix
pour 'étude des sous-types de Cryptosporidium sp., permettant de répondre aux questions
épidémiologiques telles que les dynamiques de transmission, les phénomenes

d’hypervirulence, les sources de contamination, ... (16,18,19,94)

Les techniques moléculaires utilisées a ce jour reposent principalement sur de la PCR
conventionnelle suivie de séquencage par la technique Sanger (5,16,18). Cette combinaison
permet de détecter le génotype majoritaire au sein d’un isolat, mais rarement de caractériser

une infection mixte, ce qui est un facteur limitant dans I'étude des épidémies (15,18,20,96). Le
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séquencage haut débit ou NGS, une technique permettant le séquengage massif en parallele de
nombreux échantillons, peut nettement améliorer notre compréhension de la taxonomie, de la
transmission, et surtout faciliter I'étude des épidémies, notamment les épidémies mixtes
(20,96). Cette approche a en effet été employée récemment dans I'étude d’échantillons
environnementaux, pour lesquels elle a su montrer une utilité en détectant la présence de
plusieurs variants en sein d'un unique isolat. L’objectif du travail présenté ici est de mettre au
point cette technique en pratique courante et d’évaluer son intérét sur des échantillons

cliniques.
Nous commencerons par une revue bibliographique qui précise les notions nécessaires

a la compréhension de cette étude, puis dans un second temps je vous présenterai les résultats

expérimentaux obtenus et les perspectives futures.
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PARTIE I : REVUE DE LA BIBLIOGRAPHIE

I) Point sur Cryptosporidium spp.

1) Historique et taxonomie

C'est Ernest Tyzzer (1875-1965), parasitologue médical américain, qui décrit la
premiére espece de Cryptosporidium en 1907. Il s’agit de C. muris, alors découverte dans les
glandes gastriques d’'une espece murine, Mus musculus (21). Quatre ans plus tard, Tyzzer
rapporte I'existence d'une seconde espece, C. parvum, qu'il distingue de la premiére espéce par
(i) sa localisation dans les cellules intestinales de la souris, (ii) et la plus petite taille de ses
oocystes (22). C’'est ce méme parasitologue qui décrit le premier le cycle du parasite, lui
permettant d’établir en 1910 un nouveau genre proche des coccidies : Cryptosporidium (3).
Bien qu’au fil des années notre compréhension du parasite ait évolué, les publications de
Tyzzer ont défini la majorité de ce qui est connu actuellement sur la morphologie et le cycle de
vie de Cryptosporidium spp. (3). En 1955, la découverte d’'une nouvelle espéce, C. meleagridis,
permet pour la premiere fois d’associer la présence de Cryptosporidium spp. a des signes

cliniques chez 'animal (23).

Longtemps considéré comme rare et peu significatif, c’est pres de soixante ans apres sa
découverte, dans les années 1970, que I'on reconnait le rdole pathologique de Cryptosporidium
spp. en étudiant des épidémies diarrhéiques mortelles chez des veaux (24,25,26). Les premiers
cas humains de cryptosporidiose sont finalement rapportés en 1976 chez des patients
présentant des diarrhées aqueuses séveres suite a des travaux collaboratifs entre médecins et
vétérinaires (1,3,4,24,27,28).

Quant au premier cas chez un patient porteur de VIH, il est décrit en 1982, suivi de la
documentation d’'une cinquantaine de cas dans cette population a risque l'année suivante

(3,24).
Depuis la description du genre Cryptosporidium sp., sa classification taxonomique a fait
l'objet de nombreux débats (29). Casemore et al. soulignaient d’ailleurs en 1990 une confusion

dans les publications de I'époque au sujet de la taxonomie du parasite (24). Il est clairement
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établi qu'il fait partie du Phylum des Apicomplexa (2,14,30), des entités parasitaires dotées
d'un complexe apical impliqué dans 1'adhésion et I'invasion de la cellule héte. C'est également
le cas de Plasmodium et Toxoplasma (8). Néanmoins, Cryptosporidium sp. a des sa découverte
été considéré comme une coccidie atypique (31). Le nom de ce genre est d'ailleurs issu de
I'absence de sporocystes au sein de 1'oocyste, particularité de son cycle de développement qui
le distingue des autres coccidies. La microscopie électronique permettait déja a Tyzzer de
constater que l'oocyste était capable de sporuler en étant attaché a la cellule hote, permettant
une autoinfection, le séparant plus encore des autres coccidies. Plus tard, 1a mise en lumiére de
sa position intracellulaire particuliere et de sa résistance aux traitements classiques des
coccidies n'a fait que confirmer les différences déja mises en évidence (3). L’étude génomique
et biochimique de Cryptosporidium sp. a permis de constater I'absence de genes et de voies
métaboliques normalement présents chez les membres des Apicomplexa. L’absence
d’apicoplaste et de génes essentiels a la synthese de protéines mitochondriales 1'éloignent un
peu plus des coccidies et le rapproche des grégarines (14,31,61). Plus récemment, les
techniques de séquencage de génome entier ont conforté cette proximité et il a été proposé de
classer Cryptosporidium sp. dans la classe des Gregarinomorphea et la sous-classe des
Cryptogregaria (31,32). De plus amples recherches sur ces stades extracellulaires sont

nécessaires afin de confirmer ces hypotheses (4,33).

Les regles de taxonomie traditionnellement utilisées pour définir les différentes espéeces
de Cryptosporidium sp. se sont au fil des études avérées insuffisantes (1,9). Ces caractéristiques
étaient fondées sur la notion de spécificité d'hdte, la morphologie des oocystes, et la
localisation des stades intracellulaires parasitaires (3,34). Ces notions ont entrainé une
explosion de la description de nouvelles especes, celles-ci étant nommeées en fonction de I'héte
dans lequel elles étaient découvertes (34). La théorie de la spécificité d'espece a été contredite
dans les années 80 au décours de multiples études de transmission croisée, mettant en
évidence qu'une espece peut étre transmise avec succes d'une espece de mammifere a une
autre (1,35). On peut citer en exemple I'espece C. ubiquitum, qui présente une large diversité
d'hotes, tels que les ruminants, les rongeurs, les cerfs, les marmottes et 'Homme (5,36). La
morphologie des oocystes est aussi un critere taxonomique majeur au sein du Phylum
Apicomplexa. Néanmoins, le fait que les oocystes d'especes distinctes puissent présenter une
morphologie similaire, a l'origine de confusions, explique également l'insuffisance voire

I'inexactitude des criteres de classification jusqu'alors utilisés (34,37). Il a donc fallu créer des
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outils plus performants afin de caractériser les différentes especes du genre Cryptosporidium
sp. avec plus d’exactitude. Dans les années 90, de premiers outils comme le Western Blot et le
Southern Blot (3), ainsi que la premiére PCR développée par Laxer et al. en 1991 (3) ont
permis d'observer une large hétérogénéité génétique qui est devenue une clé de 'amélioration
de la classification taxonomique. Les outils de biologie moléculaire ont alors trouvé une place
prépondérante dans la classification et la taxonomie. (3) Ils ont notamment permis la
reconnaissance des especes C. hominis, C. canis et C. suis comme des especes a part entiere,
longtemps considérées comme des génotypes humains, canins et porcins de C. parvum
respectivement (1,4). C'est en 2002 que le génotype 1 ou H (humain) de C. parvum était

officiellement reconnu comme C. hominis (4).

A l'issu d’une session tenue a l'Institut Pasteur en 2004, intitulée « La taxonomie du
genre Cryptosporidium spp. », un consensus est publié réunissant les conditions essentielles a
la notification d’'une nouvelle espece de Cryptosporidium sp. Ces conditions englobent 1) une
étude morphométrique des oocystes, 2) une caractérisation génétique du parasite, 3) L’analyse
de la spécificité d’héte naturelle ou expérimentale, 4) La conformité aux regles de
|'«International code of zoological nomenclature » (34).

Le tableau 1 reprend la liste des espéeces considérées comme valides selon les criteres cités.

Tableau 1 : Liste des especes valides de Cryptosporidium spp. (5)

Especes Hotes Description

C. andersoni Bovins Lindsay et al. 2000
C. baileyi Oiseaux Current et al. 1986
C. bovis Bovins Fayer et al. 2006

C. canis Canidés Fayer etal 2001

C. cuniculus Lapins Inman et al. 1976
C. erinacei Chevaux Kvacetal 2014

C. fayeri Kangourous Ryan et al. 2008

C. felis Félidés Isekietal 1979

C. fragile Amphibiens Jirku etal 2008

C. galli Oiseaux Ryan et al. 2003

C. hominis Humains Morgan et al. 2002
C. huwi Poissons Ryan etal. 2015

C. macropodum Marsupiaux Power et al. 2008
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C. meleagridis Oiseaux Slavin et al. 1955
C. molnari Poissons Alvarez etal 2002
C. muris Rongeurs Tyzzer et al. 1907
C. parvum Humains, bovins Tyzzer etal 1912
C. proliferans Rongeurs Kvacetal 2016

C. ryanae Bovins Fayer etal 2008
C. rubeyi Ecureuils Lietal 2015

C. scophthalmi Poissons Alvarez et al. 2004
C. scrofarum Cochons Kvacetal 2013

C. serpentis Reptiles Levine et al. 1980
C. suis Cochons Ryan et al. 2004

C. tyzzeri Rongeurs Renetal 2012

C. ubiquitum

Rongeurs, primates

Fayer etal 2010

C. varanii Reptiles Pvalasek et al. 1995
C. viatorum Humains Elwin et al. 2012
Vetterling et al
C. wrairi Cochons d'Inde
1971
C. xiaoi Ovins, caprins Fayer et al 2009

L’éclaircissement de la classification taxonomique est utile a la compréhension de la biologie

du parasite, de son importance en santé publique, et de ses dynamiques de transmission (38).

2) Biologie du parasite (14,39)

Cryptosporidium spp. se multiplie dans le tractus gastro-intestinal de I'h6te selon un
cycle monoxene mais complexe, comprenant deux stades asexués et un stade sexué. On parle
respectivement de schizogonie et de gamogonie. Le cycle débute par 'ingestion ou I'inhalation
d’oocystes sporulés de 5um, infectants des leur émission dans l'environnement, ou ils sont

capables de résister plusieurs mois.

Au cours d’une phase d’excystation dans la lumiére intestinale, I'oocyste relargue par
une suture de la paroi quatre sporozoites mobiles qui pénétrent la couche de mucus et
s’attachent au bord luminal des entérocytes. Il semblerait que I'excystation soit un phénomene
influencé par différents facteurs comme la température et le pH environnants, la présence

d’enzymes pancréatiques, de sels biliaires, ainsi que de molécules sécrétées par le parasite.
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Comme pour les autres membres du phylum Apicomplexa, la mobilité des sporozoites est
médiée par le complexe apical du parasite, via un mécanisme actine-myosine-tubuline
dépendant. Cela est primordial a I'initiation du cycle au niveau de la cellule hote, en permettant
I'adhérence et I'invasion.

Au cours de l'invasion, le parasite est englobé par la membrane cytosplasmique de la
cellule, formant une vacuole parasitophore renfermant le stade intracellulaire : le trophozoite.
La localisation apicale dans la cellule de I'épithélium intestinal fait de Cryptosporidium spp. un
parasite intracellulaire, mais extracytoplasmique du fait de la présence d'une couche dense aux
électrons fabriquée par la cellule hote qui le sépare du cytoplasme. Au sein de la vacuole
parasitophore, le trophozoite est protégé du milieu intestinal agressif et est nourrit par
I'intermédiaire d’un organelle nourricier.

Il peut ainsi commencer son cycle de multiplication asexuée. Il subit une succession de
divisions mitotiques, qui permettent d’obtenir des mérontes de type I, contenant huit
meérozoites de type I. Les mérozoites de type I, de structure similaire aux sporozoites, sortent
de la vacuole parasitophore et sont libérés dans l'espace intraluminal du tube digestif. Ils
peuvent ensuite envahir les entérocytes voisins, permettant d’augmenter la charge parasitaire.
Cette capacité d’amplification de la charge parasitaire explique la faible dose infectante du
genre Cryptosporidium sp. Au sein de cette nouvelle cellule, le mérozoite de type I peut subir
une nouvelle multiplication asexuée et donner naissance a de nouveaux mérontes de type L. Le
meérozoite de type I peut également suivre une autre voie évolutive, et dériver en un méronte
de type I, qui contient quatre mérozoites de type II. Ces mérozoites de type Il initient la phase
de multiplication sexuée, et ce en produisant soit un macrogamonte (femelle), soit un
microgamonte (male). Au moins seize microgametes sont libérés du microgamonte et chacun
peut fertiliser un macrogamete issu du macrogamonte, afin de former un zygote, qui se
différencie lui-méme en oocyste lors de la sporogonie. La sporogonie permet en fait de faire
sporuler quatre sporozoites dans l'oocyste, directement au sein de I'hote, on parle de
sporulation in situ.

Les oocystes sporulés sont relargués dans la lumiére intestinale. Il résulte de ce cycle
monoxene deux types d’oocystes, qui différent par la composition de leur paroi:
- Les oocystes a paroi fine, qui représentent 20% des oocystes produits, sont susceptibles
d’excyster des leur détachement de 1'épithélium intestinal, et donc d’entrainer un cycle

d’autoinfection.
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- Les oocystes a paroi épaisse quant a eux, qui représentent 80% des oocystes, sont excrétés
dans les selles et plus largement dans I'environnement.

En résumé, le cycle asexué permet une prolifération du parasite au sein de I'héte, tandis
que le cycle sexué assure I'’émission d’oocystes sporulés dans I’environnement. La durée de ce
cycle variede 1 a 22 jours chez 'Homme (1).

Le cycle particulier que l'on vient de décrire, avec la localisation extracytoplasmique du
trophozoite, ainsi que la possibilité d’auto-infection, participe a faire de Cryptosporidium spp.
une coccidie atypique.

Bien que la culture et I'étude in vitro de Cryptosporidium spp. soient difficiles, des stades
de multiplication extracellulaire ont été décrits au décours du cycle, ce qui rapproche ce genre
de celui des grégarines. Ces formes extracellulaires sont encore insuffisamment étudiées et il

reste notamment a déterminer leur role en physiopathologie.

Ingestion Sporozo'ite

(ou inhalation) @E

A

Méronte de type |

((
Sortie de I'hote
A
Auto-infection Mérozoneéé)
Oocyste a paroi épaisse

Microgamonte Méronte de type Il

Macrogamonte
Mérozoites
&<

Figure 1 : Représentation du cycle biologique de Cryptosporidium spp. au sein de I'hote (14)
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3) Epidémiologie

La cryptosporidiose est contractée par ingestion ou plus rarement inhalation d’oocystes.
Ces derniers sont directement infectants dés leur émission et émis en grande quantité (jusque
10° oocystes / selle (1)). De plus, la dose infectante peut étre faible (moins de 100 oocystes
(1,2)) et la résistance du parasite dans l'environnement tres importante. Ainsi, la
contamination féco-orale peut survenir selon différentes voies : les contacts directs personne a
personne, ou animal a personne, et les contacts indirects avec des aliments ou de I’eau souillés

par des oocystes, responsables de cas sporadiques ou épidémiques. (1,2,8,13,18,30,38).

On définit ainsi les facteurs de risque de développer une cryptosporidiose comme :
(1,2,14,30)
- Lesvoyages en zone d’endémie ;
- Le contact avec une personne atteinte de cryptosporidiose ;
- Le contact avec des animaux de la ferme ;
- Le contact avec de jeunes enfants agés de moins de cinq ans ;

- Le contact avec de I'’eau de consommation ou de 'eau de baignade.

La transmission par voie hydrique est une voie de dissémination majeure, dans les pays en
voie de développement comme dans les pays industrialisés (9,12,40). Entre 2004 et 2016, la
cryptosporidiose représentait 60% des protozooses intestinales médiées par I'’eau en Australie,
en Europe et aux Etats Unis (10,11,31). Quant au Royaume-Uni, elle y représentait 92% des
épidémies de gastro-entérites infectieuses associées a un contact avec une eau de piscine ou un
plan d’eau entre 1988 et 2012 (1). Elle représente encore aujourd’hui la cause la plus fréquente
de maladie infectieuse médiée par l'eau au Royaume-Uni (13,27). La voie hydrique est
également a 'origine d’épidémies historiques. En 1989 a Oxfordshire, une épidémie d’origine
hydrique touchait 5000 personnes, entrainant la création d’'un groupe d’experts impliqués
dans la surveillance de Cryptosporidium spp. dans les réseaux d’eau (3) ainsi que la mise en
place de membranes de filtration dans ces mémes réseaux (11). Quatre ans plus tard, en 1993,
une épidémie massive impliquait 400 000 personnes a Milwaukee aux Etats-Unis. Une fois
encore, la reconnaissance de I'impact de la cryptosporidiose en population générale, a travers
une épidémie massive, imposait de se pencher sur des techniques de détection et de

destruction de Cryptosporidium spp. dans I'eau (4). Ce protozoaire a en fait eu un impact
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majeur sur I'industrie de I'eau et sa régulation (4,38,41). En 2011, 'OMS éditait de nouvelles
recommandations quant a la qualité des eaux de boisson, en prenant en compte
Cryptosporidium spp. comme pathogene de référence a surveiller (38,42). La résistance des
cryptosporidies aux désinfectants usuellement employés a imposé de rechercher des
alternatives en matiére de désinfection des eaux. Aujourd’hui la destruction hydrique de
Cryptosporidium spp. dans les réseaux hydriques repose principalement sur I'exposition de ces
eaux a 'ozone et aux UV (1,2,3,4,5,38). Des épidémies d’origine alimentaire ont également été
observées. C’est le cas par exemple en Angleterre en 2012 suite a la consommation de salade
en sachet contaminée, ou plus récemment a Nantes en 2019 dans un colléege suite a la

consommation de fromage a base de lait non pasteurisé (1,4,98).

La cryptosporidiose a longtemps été associée exclusivement aux personnes
immunodéprimées. Ainsi, en 1980 on retrouvait dans une publication de Bird et al. : « Lorsque
les mécanismes immunitaires fonctionnent normalement et qu’il n'y a pas d’autres troubles
intestinaux, la cryptosporidiose ne semble pas poser de probléme et peut étre considérée
comme une parasitose opportuniste. » (43) La pandémie SIDA est en partie responsable de
cette croyance erronée. En effet, apres la description du premier cas chez un patient porteur de
VIH en 1982, la cryptosporidiose connait une nette augmentation de sa prévalence au cours de
la pandémie SIDA. Le lien établi entre cryptosporidiose et SIDA est alors si fort que cette
maladie infectieuse est inscrite sur la liste des infections opportunistes définissant le stade
SIDA par le CDC (Center for Disease Control) d’Atlanta en 1993 (3). L’avénement des
trithérapies dans les pays industrialisés a permis une large diminution de la prévalence de la
cryptosporidiose chez le patient sidéen (1,5,30). Mais cette prévalence reste importante dans
les pays en voie de développement chez les patients porteurs de VIH (4,30). Plus tard, il a été
reconnu que les immunocompétents pouvaient également souffrir de signes cliniques en lien
avec Cryptosporidium spp. La population immunodéprimée n’en reste pas moins
particulierement a risque de développer des formes plus séveres. En effet, les facteurs de
risque pour les formes graves sont le VIH, les hémopathies, les transplantations, les
traitements par immunosuppresseurs, ... autant de causes qui entrainent une diminution
significative de l'immunité et particulierement du taux sanguin de lymphocytes T CD4
(1,2,4,8,38). On estime qu'il existe un risque particulierement élevé de complications quand le

taux de CD4 passe sous le seuil des 100/mm?3 (1,14,27,44).
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Des les années 80 des études de population ont montré une répartition bimodale en
fonction de I'age, avec un pic d’incidence dans la population des 1-5 ans (1,2,5,8,14,30), ainsi
qu'un second pic, moins important, dans la fourchette 25-40 ans (5). Ces chiffres élevés
peuvent s’expliquer chez cette jeune population par une hygiene précaire, un systeme
immunitaire immature, voire une malnutrition dans les pays en voie de développement (14).
Dans ces derniers, la cryptosporidiose est d’ailleurs une cause importante de morbi-mortalité
chez I'’enfant, notamment du fait d'un lien réciproque avec la malnutrition (1,45,89). La maladie
se place par ailleurs en seconde place des causes de diarrhées mortelles chez le nourrisson,
apres le rotavirus (31,71). Le second pic quant a lui, concerne sans doute des parents,
particulierement des femmes (2,13), et confirme que le contact avec de jeunes enfants est un
facteur de risque de contamination. L’incidence de la cryptosporidiose est donc variable selon
I'age, le statut immunitaire, mais également selon les saisons (2,3,5,8). Ce caractere saisonnier
se caractérise par une dépendance aux fluctuations de températures et de précipitations
(1,46). En France, on observe un pic annuel en fin d’été et au début de I'automne (1,2).

La cryptosporidiose reste malgré tout une maladie largement sous-estimée. L’'OMS classait
d’ailleurs Cryptosporidium spp. parmi les « parasites négligés » en 2004 (6,38,47). Cette sous-
estimation s’explique encore a l'heure actuelle par (i) le caractére asymptomatique ou
paucisymptomatique chez les immunocompétents qui ne pousse pas a consulter un avis
médical, (ii) 'absence de recherche systématique du parasite dans les selles par tous les
laboratoires, ainsi que (iii) le fait qu’il ne s’agisse pas d’'une maladie a déclaration obligatoire

(1,2,30).

La cryptosporidiose est une maladie cosmopolite, retrouvée sur tous les continents, et
causée par un parasite considéré comme I'un des entéropathogenes les plus importants dans le
monde. Aujourd’hui, on estime entre 0.5% et 2% la prévalence dans les pays industrialisés et
elle peut dépasser 10% dans les pays en voie de développement (1,3). Parmi la vingtaine
d’espéces validées par les regles taxonomiques, cinq sont responsables de la majorité des cas
humains dénombrés dans le monde : C. hominis, C. parvum, C. canis, C. meleagridis et C. felis
(1,6,14,38). Les espéces C. hominis et C. parvum se distinguent par leur fréquence élevée, dont
la proportion relative varie selon les régions. En France et plus largement en Europe, C. parvum
est 'espéce majoritairement impliquée, a I'inverse des USA et du Japon ou l'on retrouve
principalement C. hominis (1). Dans certains pays comme |'Inde et le Pérou, ou les conditions

d’hygiéne sont précaires, on retrouve une large majorité de cas liés a C. hominis (1,2).C.
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hominis a pour seul réservoir 'Homme, faisant de cette espece anthroponotique une source
importante de contamination interhumaine, et notamment d’épidémies dans les collectivités et
les familles (3,41). Quant a 'espéce C. parvum, elle est capable d’étre transmise de I'animal a
I’'Homme. L’existence de cette voie zoonotique a été initialement démontrée en étudiant des
infections chez des vétérinaires s’occupant de veaux infectés, en soulignant qu'’ils étaient bien

atteints par la méme souche (6,14).

En France, plusieurs épidémies ont été décrites. La premiere a Sete en 1998 touchant
150 personnes, la seconde a Dracy le Fort (Sadne et Loire) en 2001 impactant 480 personnes,
la troisiéme en 2003 a Divonne les Bains avec 800 cas dénombrés, toutes trois d’origine
hydrique (1,99). La derniere importante épidémie en lien avec une contamination du réseau
d’eau date de 2019 et a eu lieu a Grasse, causant plusieurs milliers de cas dont 155 ont pu étre
confirmés au laboratoire du CHU de Dijon (48). En novembre 2017, une épidémie touchant 150
personnes a eu lieu dans un collége de Loire-Atlantique, mettant en évidence la consommation
d’un fromage au lait non pasteurisé contaminé par C. parvum (98). Les rapports d’investigation
de I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) concernant les trois
premiéres épidémies ont permis de mettre en lumiere la nécessité d’améliorer le diagnostic,
I'étude épidémiologique et I'estimation du risque en France (49). C’est dans cette optique qu’a
été créé en 2004 un réseau de laboratoires, Crypto-ANOFEL sous I'égide d’ANOFEL
(Association francaise des enseignants et praticiens hospitaliers titulaires de parasitologie et
mycologie médicale) et avec le soutien de I'InVS (Institut de Veille Sanitaire, aujourd’hui appelé
Santé Publique France), comptant 53 laboratoires membres (1,5). En 2017, ce réseau a été
consolidé par la création d'un CNR-LE cryptosporidiose par Santé Publique France, dont les
missions sont 'expertise, le conseil, la surveillance et I'alerte de la cryptosporidiose en France.
En 2018, le rapport d’activité du CNR-LE Cryptosporidiose en France rapportait 323 cas en
2017, dont 3 déces. La majorité des cas rapportés concernait des enfants de moins de cinq ans,
et suivait une répartition estivale, en rapport avec une plus grande exposition aux eaux de
boisson et de baignade, ainsi qu’aux crudités mal lavées en été. 36% des patients étaient
immunodéprimés, avec comme principale cause d’immunodépression la transplantation
d’organes solides. C. parvum était retrouvé dans 55% des cas et C. hominis dans 42% des cas.
Les enquétes épidémiologiques menées ont permis de mettre en lumiére que 24% des patients
ont pu contracter l'infection lors d’'une baignade, 17% ont contracté leur infection a lors d'un

séjour a I'étranger, 14% étaient patient contact d’'une personne contaminée, 11% étaient en
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contact avec des animaux d’élevage potentiellement infectés, et 8% se sont contaminés en

ingérant un aliment souillé (85).

4) Clinique

Chez 'Homme, la cryptosporidiose est principalement responsable d’atteintes du
jéjunum et de l'iléon, a 'origine du symptdme principal de la maladie : la diarrhée aqueuse
(1,2,6,38). Cette diarrhée peut étre profuse et prolongée, consistant en 3 a 6 selles par jour. On
peut noter la présence de mucus dans les selles, tandis que la présence d’hématies et de
leucocytes est plus rare (1,6).

La diarrhée ainsi que les douleurs abdominales qui 'accompagnent sont généralement
la cause de la consultation médicale (14). On peut également noter la présence fréquente de
nausées, de vomissements, d’anorexie, de perte de poids ainsi que d’une possible fievre
modérée (6,8,30,38). Plus occasionnellement, des myalgies et une sensation de malaise
peuvent étre retrouvées (8,38). Les symptOmes apparaissent en moyenne sept jours apres
I'ingestion des oocystes (1,6,38,50). La durée et la sévérité des symptomes dépendent d'une
variété de caractéristiques liées au parasite et aux facteurs de I’hote. Parmi les facteurs d’hote
interviennent le statut immunitaire, I'état nutritionnel et la fréquence d’exposition au parasite
(2,6,14). On distingue ainsi classiquement les atteintes de l'immunocompétent et de
I'immunodéprimé.

Un patient immunocompétent présente en général un tableau asymptomatique ou
paucisymptomatique (30), limité a une gastroentérite spontanément résolutive en neuf jours
en moyenne, bien qu'il existe également de plus rares tableaux prolongés notamment chez le
jeune enfant (6,50).

Le tableau clinique du patient immunodéprimé est marqué par des symptomes plus
séveres et prolongés et un potentiel de récurrence, ayant un impact sur la morbi-mortalité du
patient (1,2,14,27). La cryptosporidiose est en fait une pathologie grave de I'immunodéprimé.
Elle entraine alors des tableaux de diarrhées chroniques, qui durent plusieurs mois voire
années, et de malabsorption qui peuvent menacer le pronostic vital. Chez les sujets
profondément immunodéprimés, une dissémination extra intestinale peut étre observée,
responsable d’atteintes biliaires, pancréatiques ou respiratoires (1,2,3,8,14,27). Des
complications articulaires ont pu étre observées chez adultes et enfants pourtant

immunocompétents, ainsi que des phénomenes de céphalées et douleurs oculaires récurrentes
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(4,6,30,50,51), particulierement avec C. hominis suggérant une plus grande sévérité de cette

espece (2).

5) Physiopathologie

La majorité de ce qui est connu en termes de physiopathologie résulte de travaux sur
des modeles d’animaux immunodéprimés ou néonataux, et sur des modeles in vitro de cultures
cellulaires épithéliales (8). Les mécanismes physiopathologiques par lesquels le parasite induit
des diarrhées ne sont pas encore clairement établis. Les trois principales pistes explorées en
recherche sont: (6,8)

- La malabsorption résultant en une diarrhée osmotique ;
- La génération induite par le parasite de produits inflammatoires et de
neurotransmetteurs sécrétagogues ;

- La sécrétion d’'une entérotoxine.

Le parasite entraine l'afflux de cellules inflammatoires au niveau de la muqueuse
intestinale, aboutissant a terme a une atrophie des villosités intestinales ainsi qu'a une
hyperplasie cryptique. Des modeles animaux ont également permis la mise en évidence d'une
baisse des échanges ioniques a travers la muqueuse de I'iléon, a I'origine des phénomeénes de
malabsorption (52). Vingt-cinq facteurs de virulence ont été par ailleurs identifiés par des
techniques immunologiques ou moléculaires, intervenant a des étapes clés du cycle biologique
du parasite, comme l'attachement a la cellule cible et l'internalisation. Parmi ceux-ci on
retrouve des phospholipases, des protéases ainsi que des glycoprotéines de surface (14). La
forme trophozoite dans les cellules intestinales provoque une augmentation de I'expression de
NF-KB, inhibant l'apoptose cellulaire et permettant ainsi au cycle de continuer (1). Les
récepteurs Toll-Like (TLR), qui sont des acteurs majeurs de reconnaissance des pathogenes,
auraient eux aussi un réle probable dans la physiopathologie de la cryptosporidiose (53). La
gravité accrue chez l'immunodéprimé et la résolution des signes par la restauration
immunitaire soulignent le réle prépondérant de I'immunité dans la physiopathologie de la
cryptosporidiose. L'immunité innée a un role important dans le contréle de l'infection,
particulierement chez les enfants. Parmi les effecteurs de cette immunité innée on retrouve les

cellules NK (natural Kkiller) qui induisent I'apoptose cellulaire. La lectine liant le mannose, un
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effecteur moléculaire de I'immunité innée, empéche quant a elle I'adhésion du parasite a la
cellule hote (54). L'immunité adaptative n’en reste pas moins essentielle a I'élimination du
parasite. Un déficit immunitaire acquis ou congénital en cellules T entraine une plus grande
sensibilité a la cryptosporidiose (55). Les lymphocytes T CD4 sont indispensables a la clairance

du parasite, et ce par la voie Th1 sous l'influence de I'effecteur moléculaire IFNgamma (2).

6) Diagnostic

La symptomatologie de la cryptosporidiose est commune a de nombreuses maladies. La
diarrhée, l'asthénie, ainsi que les complications biliaires et respiratoires ne sont pas
pathognomoniques de la cryptosporidiose. Le diagnostic de cette parasitose ne peut donc pas
étre posé sur la seule observation clinique du patient. La recherche biologique du parasite est
indispensable au diagnostic. Depuis la reconnaissance irrévocable de I'existence de 'oocyste en
1978 (3), le diagnostic est en premier lieu microscopique avec la mise en évidence de cette
entité. Cette recherche a lieu principalement dans les selles, mais peut également étre réalisées
sur d’autres natures de prélevements tels que des liquides biliaires, des biopsies duodénales
voire des prélevements respiratoires en cas de suspicion d’atteinte de I'arbre pulmonaire. Des
techniques immunologiques et de biologie moléculaire font également partie intégrante de la
démarche diagnostique de la cryptosporidiose.

Une prescription spécifique est nécessaire a la recherche de Cryptosporidium sp. car les
oocystes sont peu visibles a I'état frais et avec les techniques usuelles d’examen
parasitologique des selles. Cela nécessite donc l'utilisation de techniques adaptées a la

recherche spécifique des oocystes de Cryptosporidium sp.

a) Microscopie

La technique la plus utilisée en France pour la recherche de cryptosporidies est la
coloration de Ziehl-Neelsen modifiée (1,2). Celle-ci utilise le caractere acido-résistant des
oocystes, qui retiennent la fuschine lors de I'étape de décoloration, leur permettant de se
démarquer du reste des constituants de la selle : les oocystes apparaissent en fuchsia sur fond
vert (1). Il est préférable que cette coloration soit mise en ceuvre apres le recours a un procédé

de concentration des selles (Technique de flottaison ou technique diphasique comme la
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technique Bailanger par exemple). En effet, une concentration préalable permet de limiter les
artéfacts a la lecture et d’améliorer la sensibilité de I'’examen. D’une taille de 5-6um, les
oocystes sont de forme arrondie, avec une paroi épaisse et un contenu granuleux. Ils
présentent fréquemment une vacuole qui apparait plus claire. Bien que trés spécifique, cette
coloration rapporte une sensibilité variable, de 37% a 90% selon les études (56). Cette
technique de coloration permet également la mise en évidence inconstante d’oocystes de plus
grosse taille (8-9um), les oocystes de Cyclospora spp. qui ne doivent pas étre confondus.
Notons que la technique de Ziehl-Neelsen classique ne permet pas la mise en évidence des

cryptosporidies (1,2).

La coloration a l'auramine-phénol peut également étre utilisée pour la recherche
microscopique de cryptosporidies. L’auramine est un colorant fluorescent jaune, classiquement
utilisé dans le marquage des bacilles acido-alcoolo-résistants. La lecture d’'un frottis teinté avec
ce colorant nécessite donc I'emploi d’'un microscope a fluorescence, avec une longueur d’onde
d’excitation de 350nm et une longueur d’onde d’émission de 450nm (57). Cette technique est
trés sensible, mais présente plusieurs inconvénients que sont (i) la manipulation de produits

toxiques et (ii) une spécificité affaiblie par des artéfacts de fluorescence (56).

La lecture microscopique en contraste de phase est un outil disponible pour le
diagnostic de cryptosporidiose. Elle est mise en ceuvre soit directement a partir du
prélévement, soit par l'intermédiaire de procédés en coloration négative, comme celle de
Heine. Cela permet la coloration de tous les éléments dans les selles sauf les oocystes de
Cryptosporidium sp., qui apparaissent alors réfringents au microscope a contraste de phase.
Simple a mettre en ceuvre et fiable, cette technique nécessite toutefois une lecture rapide de la

lame par un ceil expert, au risque de perdre le contraste en une quinzaine de minutes (58).

Enfin, il est possible de révéler la présence d’oocystes par immunofluorescence directe
ou indirecte, et ce grace a des anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes de surface,
couplés ou non a des fluorochromes (95). Les oocystes apparaissent alors fluorescents sur fond
noir. Il s’agit d’'une technique présentant de bonnes performances analytiques, avec une
excellente spécificité et une sensibilité décrites entre 80% et 100% selon les études (56). Des
performances similaires a la coloration a I'auramine ont été décrites pour des échantillons
contenant un grand nombre d’oocystes, mais une meilleure sensibilité est observée quand le

nombre d’oocystes diminue (57). Cette technique nécessite un équipement spécialisé ainsi
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qu’'une lecture par un opérateur expérimenté et implique donc des colits de mise en ceuvre

plus élevés que les autres techniques microscopiques.

En conclusion, il est important de répéter I'examen microscopique sur trois selles
prélevées a plusieurs jours d’intervalle, afin d’augmenter la sensibilité de détection. En effet, un
examen microscopique négatif ne peut conclure a 'absence de cryptosporidies sur une seule
selle, cela s’expliquant par I’émission intermittente d’oocystes dans les selles et par la
sensibilité médiocre de I'examen microscopique. En plus de parfois souffrir d'un manque de
sensibilité et/ou de spécificité, les techniques microscopiques ne permettent pas de réaliser un

diagnostic d’espece (30).

Remarque : I'examen anatomopathologique de biopsies intestinales par une coloration a
I’'hématoxyline et a I'’éosine peut mettre en évidence la présence des formes endogénes au

niveau du pdle apical des cellules intestinales. On parle « d’aspect en collier de perles ». On

constate alors I'altération de la bordure en brosse (6).

Les oocystes sont objectivés par des fleches sur les images. Photographies réalisées au laboratoire de
parasitologie du CHU de Dijon.

Figure 2 : Oocystes de Cryptosporidium spp. apres coloration de Heine (grossissement x1000
microscope a contraste de phase) et coloration de Ziehl-Neelsen modifiée (grossissement
x1000 microscope optique).
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b) Recherche d’antigenes

Les kits de recherche d’antigenes pariétaux dans les selles sont nombreux a avoir été
développés, et on retrouve parmi eux des techniques immunochromatographiques et
immunoenzymatiques (ELISA) (6). La spécificité des trousses immunochromatographiques est
excellente (> 95%) (5), mais une étude de leur sensibilité par le réseau Crypto-ANOFELa
permis de mettre en lumiere un défaut de sensibilité. Celle-ci varie de 70% a 90% concernant
quatre trousses commercialisées en France, pour la détection des espéces C. parvum et C.
hominis. Cette sensibilité chute a moins de 30% pour les autres espéces (59). Cela pose
probléme dans les pays ou les espéces autres que C. parvum et C. hominissont plus répandues.
Quant aux trousses utilisant une technique ELISA, elles présentent une bonne sensibilité et une

bonne spécificité, mais sont surtout réservées a I'étude de séries importantes (60).

c) Biologie moléculaire

Depuis la premiére PCR étudiant Cryptosporidium sp. en 1991, la biologie moléculaire
s’est fait une place de choix dans le diagnostic de cryptosporidiose. A la fois plus sensibles et
plus spécifiques que le diagnostic microscopique et immunologique (56), les techniques
moléculaires présentent également I'avantage pour certaines d’entre elles de pouvoir identifier
I'espece de Cryptosporidium en cause, élément indispensable aux études épidémiologiques
(1,2,30). Différentes techniques de PCR ont été mises en ceuvre ces dernieres décennies telles
que la PCR nichée, la PCR quantitative ou la PCR en point final (1,5). La PCR quantitative ou g-
PCR, encore appelée PCR en temps réel, présente 'avantage de donner une notion de la
quantité relative d’ADN présente dans 1'échantillon. Associée a l'utilisation de sondes
d’hybridation, elle permet I'identification des especes par le biais de courbes de fusion, faisant
de cette PCR une technique de choix. Le diagnostic de la cryptosporidiose par techniques de
biologie moléculaire a longtemps été réservé aux laboratoires spécialisés ou référents, avec
comme principaux freins le prix de ces techniques et la difficulté de leur mise en ceuvre
(nécessité de locaux et d’équipements spécifiques), particulierement dans les pays en voie de
développement (1,2). Le développement plus récent de trousses commerciales a permis un

premier pas vers une plus large utilisation de ces techniques.

Les principaux genes de Cryptosporidium spp. ciblés par la biologie moléculaire sont le

gene codant la sous-unité 18 de '’ARN ribosomal (ARNr 18SSU), le géne codant la HSP70 (Heat
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Shock Protein 70), le géne codant l'actine, ainsi que le géne codant la glycoprotéine 60 (gp60),
une glycoprotéine majeure de la paroi parasitaire (41). Les genes de sous-unité 18S de 'ARN
ribosomal, de 'actine et de la HSP70 présentent une faible variabilité intra-espece mais sont
polymorphiques d’une espece a 'autre, ce qui en fait de bons outils d’étude d’especes (1). Le
gene codant pour la sous-unité 18S de I’ARN ribosomal est le plus largement utilisé pour
I'identification d’espéces, comme en atteste le fait qu'on retrouve son utilisation dans 86% des
publications concernant le diagnostic d’espece de Cryptosporidium sp. par biologie moléculaire
(5,18,94). Le gene codant la protéine gp60, est extrémement polymorphique au sein d’'une
méme espece, ce qui explique son intérét pour la différenciation de sous-types au sein d'une

méme espece, et donc son intérét épidémiologique majeur (18).

7) Traitement et prévention

Bien que la cryptosporidiose ait été décrite pour la premiere fois il y’a plus d'un siecle,
des traitements efficaces font toujours défaut (1,30,45). La localisation particuliere de la
vacuole parasitophore et I'existence de mécanismes métaboliques uniques a Cryptosporidium
sp. sont probablement en cause dans l'inefficacité des traitements antiprotozoaires classiques
sur Cryptosporidium sp. (61). Chez I'immunocompétent, les symptomes étant spontanément
résolutifs, le traitement se limite souvent a un traitement de support (8,38). Ce traitement
purement symptomatique vise a limiter les éventuelles complications d'une diarrhée
importante, a savoir la déshydratation et les désordres électrolytiques, principalement chez
I'enfant (38). C'est chez l'immunodéprimé que ce manque d’options curatives pose des
difficultés thérapeutiques. Cryptosporidium spp. étant résistant aux traitements classiques des
coccidies (61), il a fallu étudier d’autres classes de molécules afin de trouver des solutions
thérapeutiques. Plusieurs molécules ont ainsi été testées comme l'azithromycine et la
roxithromycine mais elles ne se sont pas révélées suffisamment efficaces, notamment
concernant la clairance du parasite (8,27). La paromomycine, un antibiotique de la classe des
aminoglycosides, a montré de bons résultats concernant la durée et I'intensité des symptomes,
mais des rechutes ont été observées lors de 'usage de cette molécule (1,4). Cette molécule

n’est pas disponible en France et est particulierement utilisée en médecine vétérinaire (2,4).
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Apres avoir accumulé pendant des années des preuves d’efficacité et de sécurité chez
I'immunocompétent, le Nitazoxanide a, en 2004, obtenu l'autorisation de la FDA (Food and
Drug Administration) pour le traitement des adultes et des enfants agés de plus d’un an
(2,13,31,45). 1l est aujourd’hui disponible en France sous condition d’obtention d’'une ATU
(attestation temporaire d’utilisation) nominative, destinée aux patients immunodéprimés
(1,2). Le Nitazoxanide a démontré chez 'immunocompétent une efficacité sur l'intensité et la
durée des signes cliniques, ainsi qu'une nette amélioration sur les complications a long terme
(27,90,91,92). Il permet en effet, chez un patient avec un statut immunitaire fonctionnel, un
arrét des diarrhées dans 80% des cas, et une disparition du parasite dans plus de 60% des cas
(2). Néanmoins, chez I'immunodéprimé, les effets du Nitazoxanide ne semblent pas pleinement
satisfaisants et dépendent du degré d'immunosuppression (62). Le principal facteur de
guérison d’un patient reste a ce jour la restauration de ses capacités immunitaires (8,63). Ainsi
chez le patient porteur de VIH, c’est la mise sous antirétroviraux qui conditionne en grande
partie la disparition des symptomes associés a la cryptosporidiose et la clairance du parasite

(1,2,64).

Connaissant la gravité des atteintes chez les personnes immunodéprimées, le
développement de nouvelles molécules reste indispensable, sans oublier le caractere diffusible
indispensable aux atteintes extra-intestinales existantes. Des traitements continuent ainsi sans
cesse d’étre étudiés pour leur potentiel anti-cryptosporidien. C’est le cas ces dernieres années
de la clofazimine (antibactérien antilépreux) qui a été étudiée en essais cliniques sur des
patients porteurs de VIH et a montré une bonne efficacité et une bonne tolérance (65). Un
dérivé de la pipérazine (antihelminthique) a également été étudié dans un modéle murin et
montrerait des effets parasiticides améliorant des formes cliniques aigues et chroniques (66).
Un autre exemple est I'étude de I'effet des statines (hypolipémiants) dans un modele murin, qui
montreraient un effet synergique avec le Nitazoxanide en privant le parasite de lipides
essentiels a son métabolisme (67). Plus récemment, une équipe de I'INSERM a obtenu des
résultats concluants in vivo sur une molécule nommée AN3661, ciblant la maturation des ARN
messagers du parasite, montrant une bonne efficacité lors d’essais précliniques sur un modele
murin (101). Pour 'heure, le Nitazoxanide reste la molécule de choix, étant celle qui a montré
les meilleurs résultats lors d’essais cliniques. L’amélioration des connaissances génétiques du

parasite pourra sans doute orienter la recherche en termes de cibles thérapeutiques (30). Le
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tableau 2 regroupe quelques-unes des molécules testées pour le traitement de la

cryptosporidiose (102,103).

Tableau 2 : Molécules testées en essais cliniques pour le traitement de la cryptosporidiose.

Molécules testées Niveau de | Résultats obtenus
recherche
Thérapeutiques Nitazoxanide Approuvé par la FDA | Pas d’effet chez les
ayant subi des essais et ATU nominative patients trés
cliniques immunodéprimés
Paromomycine Multiples essais | Effets variés selon les
cliniques études, rechutes
fréquentes
Azithromycine Un essai clinique | Réponse clinique
publié mais persistance des
oocystes
Rifamycine Plusieurs essais | Fonctionne chez les
cliniques patients porteurs du
VIH
Roxithromycine Multiples essais | Réponse clinique
cliniques mais persistance des
oocystes
Anticorps anti CD40 Un essai clinique | Rechutes apres arrét
publié du traitement

Les options thérapeutiques limitées laissent une place d’autant plus grande a la
prévention, individuelle et collective. La protection individuelle passe en premier lieu par la
lutte contre le péril fécal. Il s’agit donc d’avoir une bonne hygiéne des mains, de ne pas
consommer de fruits et légumes crus mal lavés, de ne pas consommer d’eau non stérilisée en
zone de forte endémicité, et de ne pas entrer en contact avec des personnes ou animaux
susceptibles d’étre contaminés (100). Il convient de respecter ces regles en population
générale, mais surtout en population a risque. En 2013, I'OMS insistait sur I'importance de
disposer d’'une eau de boisson sans risque sanitaire, principalement pour les patients
immunodéprimés, et notamment porteurs du VIH (68). Quant a la protection collective, elle
doit prendre en compte la résistance des oocystes dans l'environnement, et surtout leur
résistance aux désinfectants usuellement utilisés. Elle s’élabore donc autour d’un controle
strict des zones de captage d’eau, de l'intégrité des points de distribution d’eau destinés a la
consommation humaine, et de I'utilisation de techniques de décontamination efficaces de 'eau

domestique. La filtration des réseaux et le dénombrement des oocystes de Cryptosporidium
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spp. dans I'’eau sont des outils de controle sanitaire, adoptés par de nombreux pays suite a des
épidémies majeures comme celle de Milwaukee, et qui ont su montré leur efficacité (4,38,41).

Il est également primordial d’informer les professions a risque tels que les personnels de
creche, les professionnels de santé, les vétérinaires et les agriculteurs quant aux bons gestes a

adopter (2).

II) Cryptosporidium spp. al’ére de la génomique

1) Le séquencage du génome complet

La recherche génomique sur Cryptosporidium spp. a débuté a la fin des années 90 aux
Etats-Unis, avec la mise en place d’'un consortium d’universités, dont I'objectif était de pallier le
manque de thérapeutiques et d’outils épidémiologiques, en mettant la biologie moléculaire au
service de la recherche (5). C'est dans cette optique qu’ont été séquencés pour la premiere fois
les génomes de C. parvum et C. hominis en 2004 (4). Ce sont les isolats C. parvum IOWA et C.
hominis TU502 qui ont ainsi été séquencés par technique Sanger, sur la base d’ADN extrait
d’oocystes issus de veaux « germ free » infectés par Cryptosporidium (5,69,70). Les génomes de
C. parvum et C. hominis, d’'une longueur totale similaire de 9Mb (4,31,71), s’organisent en huit
chromosomes dont la taille varie entre 0.88 et 1.34Mb (4,31,61,71). Ces génomes compacts se
sont révélés tres similaires, avec 97% de similitude des leurs séquences nucléotidiques, et une
organisation identique de leurs loci (72). Cryptosporidium sp. est dépourvu de certains genes
typiques des Apicomplexa: c’est le cas de génes impliqués dans la synthése de protéines
mitochondriales, dans des fonctions oxydatives, dans la synthese d’acides aminés et de sucres.
(14,31,86). La petite taille du génome par rapport a celui des autres Apicomplexes (Par
exemple Toxoplasma gondii: 65Mb) explique pourquoi Cryptosporidium sp. est en grande
dépendance métabolique vis-a-vis de son hote, et produit de I'énergie principalement par

glycolyse (31,61).

Malgré leur proximité en termes de séquences nucléotidiques, C. parvum et C. hominis
possédent de nombreux traits phénotypiques distincts, comme le panel d’hotes et la virulence
(5). 11 a longtemps été pensé que les différences phénotypiques majeures entre ces deux

especes reposaient sur des modifications mineures (notamment dans la longueur des mini- et
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micro-satallites et dans la régulation des genes) (5,71). Mais récemment, en utilisant des
techniques de séquencage de génome entier (WGS), différentes insertions et délétions
importantes ont été mises en évidence dans le génome de C. parvum qui n’étaient pas présente
chez C. hominis. De méme, des familles multigéniques spécifiques de C. parvum ont été
découvertes. Sachant que des genes membres d'une famille multigénique jouent un role
prépondérant dans les fonctions biologiques, cela pourrait expliquer les différences
phénotypiques et notamment le réservoir d’hotes plus vaste de C. parvum par rapport a C.

hominis (71,72).

D’autres espéces ont vu leur génome séquencé plus récemment. C'est le cas de C.
meleagridis et C. andersoni. Les génomes des especes de Cryptosporidium spp. étudiées sont a
I'heure actuelle disponibles sur la base de données CryptoDB (73). Les techniques de
séquencage de génome entier appliquées a Cryptosporidium sp. ont largement facilité le
développement du génotypage, du sous-typage et des outils comme le typage multi-locus

(MLST) pour réussir a caractériser la transmission de C. hominis et C. parvum (5,74).

2) La caractérisation a I’échelle du sous-type
a) Objectifs du sous-typage

Les connaissances actuelles sur la taxonomie et I'épidémiologie de Cryptosporidium sp.
sont basées sur des outils de biologie moléculaire, qui caractérisent le parasite a I'échelle de
I'espéce et du sous-type. Les thérapeutiques étant encore limitées, la compréhension
épidémiologique du parasite est surtout un enjeu majeur pour assurer le contrdle de la
transmission de la pathologie. La caractérisation des especes de Cryptosporidium sp. au rang du
sous-type permet de répondre a ces enjeux. Le sous-typage s’inscrit aujourd’hui dans la routine
des laboratoires spécialisés et permet la caractérisation de la transmission de Cryptosporidium
sp. chez 'Homme et I'animal. Il permet une meilleure compréhension de lI'importance de
Cryptosporidium sp. en santé publique, en précisant les sources de contamination, les
dynamiques de transmission, les disparités géographiques et de virulence (1,5,18). A I'heure
actuelle, le sous-typage a principalement recours a I'étude d’'un seul locus en séquencant
partiellement le géne codant la gp60 (75,78). 1l est le marqueur le plus étudié dans la plupart

des publications a visée épidémiologique (75,78).
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b) Cibles du sous-typage

Le sous-typage repose sur I'analyse d’un ou plusieurs loci hautement polymorphiques.
Des mini- et micro-satellites et d’autres cibles hautement polymorphiques ont pu étre mis en
évidence ces derniéres années a partir du séquencage du génome entier de Cryptosporidium

sp., faisant de ceux-ci des marqueurs de choix pour le sous-typage (69,70).

C’est le séquencage de ’ADN du géne codant pour la gp60 qui est le marqueur de sous-
typage de Cryptosporidium sp. le plus employé a I'heure actuelle, du fait de son haut degré de
polymorphisme (1,2,5,18,41,76). En juin 2019, au cours de I'lGCC (International Giardia and
Cryptosporidium Conference) qui s’est tenu a Rouen, le réle encore primordial de ce marqueur
comme outil épidémiologique a été consolidé (44). En effet, a la différence du gene codant la
sous-unité 18S de I’ARN ribosomal, géne tres conservé au sein d'une espece (ce qui en fait un
bon outil pour l'identification des espéeces), le gene codant la protéine gp60 est trés variable, a
I'origine de variations intraspécifiques qui en font un bon outil de sous-typage. La
glycoprotéine gp60 est aussi connue sous le nom de gp15/40 du fait que cette glycoprotéine de
60kDa est un précurseur protéique, scindé par une sérine protéase en deux glycoprotéines :
gp15 (15kDa) et gp40 (40kDa) (5,41,76). Ces deux glycoprotéines sont présentes au pole apical
des formes invasives du parasite, et sont donc directement exposées a la réponse immunitaire
neutralisante de 'hote. La pression de sélection immunitaire exercée sur ces deux protéines

pourrait donc expliquer le haut degré de polymorphisme de la protéine gp60 (18,76).

Le gene codant la protéine gp60 contient une séquence microsatellite. [l comprend en
effet des répétitions en tandem de trinucléotides codant pour la sérine (TCA, TCG et TCT) a son
extrémité 5’. Des variations dans le nombre de répétitions existent, ainsi que des différences de
séquences nucléotidiques dans les régions non répétées (18). Ces variations ont permis de
classer C. parvum et C. hominis dans différentes familles de sous-types. On retrouve ainsi en
marge des especes validées, 11 familles de sous-types pour C. parvum et 6 familles de sous-
types pour C. hominis (1,76). Au sein de chaque famille, les sous-types different principalement
dans le nombre de répétitions des tandems de trinucléotides (TCA, TCG et TCT) (18,76,77). Le
nom du sous-type commence par le nom de la famille de sous-type (la, Ib, Ic, ...), suivi du
nombre de répétitions des tandems TCA, TCG et TCT représentés par les lettres A, G et T

respectivement. Ainsi, le nom du sous-type prédominant de C. hominis, IbA10G2, indique que
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celui-ci appartient a la famille de sous-type Ib et qu’il comporte dix copies du tandem TCA, et

deux copies du tandem TCG a I'extrémité 5’ du gene codant la protéine gp60 (18).

Tableau 3 : Liste des familles de sous-types existantes : (18)

Espeéces Familles de sous-types Tandems répétés | Exemples de sous-type
majoritaires décrits
C. hominis Ia TCA laA23R4
Ib TCA, TCG, TCT IbA10G2
Id TCA, TCG 1dA16
Ie TCA, TCG, TCT 1eA11G3T3
If TCA, TCG IfA19G1
Ig TCA IgA24
C. parvum IIa TCA, TCG IIaA15G2R1
Ib TCA IIbA14
Iic TCA, TCG [IcA5G3a
Id TCA, TCG [1aA18G1
Ile TCA, TCG [leA12G1
IIf TCA 1IfA6
lig TCA 1IgA9
ITh TCA, TCG 1ThA7G4
IIi TCA I1iA10
Ik TCA 11kA14
I TCA 111A18

Les sous-types en gras représentent les sous-types majoritairement représentés en pathologie humaine.

Le recours a I’étude de plusieurs loci tient compte du caractere sexué d’'une phase de la
reproduction de Cryptosporidium sp. La reproduction sexuée entraine en effet de potentiels
réarrangements qui risquent d’étre ignorés par 'étude d'un locus unique (74). Le typage d'un
seul locus peut en effet ne pas suffire quand il s’agit d’'investiguer la structure d’'une population
de Cryptosporidium sp. (74,78), particuliéerement quand celle-ci est dense et donc plus sujette
aux réarrangements génétiques (17). Le typage multi-locus trouve donc son intérét en zone
endémique, dans I'étude de la dynamique de transmission, de structure de population et
d’élucidation des mécanismes d’émergence de souches virulentes, et ce en augmentant la
résolution par rapport a I'étude d’'un simple locus (78). Bien que de plus en plus utilisé dans les
publications, le typage multi-locus ne s’inscrit pas dans la routine des laboratoires, souffrant

encore a l'heure actuelle d'un manque de standardisation des protocoles (75). Le choix des
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marqueurs et la maniere de les choisir restent des questions en suspens qui freinent le

séquencage multi-locus et laissent une place de choix au géne codant la protéine gp60 (17,74).

c) Sous-typage de Cryptosporidium spp. par séquencage

Le développement du séquencage de 'ADN dans les années 70 a été un enjeu majeur
pour la recherche scientifique, avec pour objectifs de mieux comprendre et appréhender les
processus physiologiques et pathologiques du vivant. La premiere génération d’outils de
séquencage a vu le jour avec le séquencage selon la technique Sanger, développé par Frédérick
Sanger (79,88). Le séquencage selon la technique Sanger s’est amélioré au cours du temps,
notamment en remplacant les radiomarqueurs par des marqueurs fluorescents, et s’est
nettement automatisé, avec notamment le remplacement des systemes de migration des
fragments d’acides nucléiques fluorescents en gel par des systémes capillaires permettant une
migration des acides nucléiques fluoromarqués et une meilleure intégration des différentes
étapes du séquencage en un seul automate. Plus tard, dans les années 90, a vu le jour la
technique de séquencage par pyroséquencage, plus rapide et a moindre colit par rapport a la
méthode de Sanger (105). Enfin, dans les années 2000 est apparue une nouvelle génération de
séquencage appelée séquencgage haut débit ou séquencage nouvelle génération (NGS : « Next
Generation Sequencing »). Cette nouvelle génération de séquencage a permis de répondre a la
problématique du temps de séquencage, permettant de traiter des millions de séquences en
parallele. Elle a également permis d’améliorer la résolution de séquencage. Il y’a ainsi eu une
évolution des années 80 ou les outils de séquencage permettaient le séquencage de fragments
de 800 a 1000 nucléotides en quelques jours avec des techniques lourdes, jusqu’a aujourd’hui
avec des techniques modernes et simplifiées, capables de séquencer des millions de molécules

nucléotidiques dans des temps relativement courts (80,105).

Qu'il s’agisse de I'étude d'un ou plusieurs loci, la majorité des publications traitant de
Cryptosporidium sp. repose sur de la PCR conventionnelle suivie de séquencage par la
technique Sanger. Il en est de méme dans les laboratoires spécialisés ayant recours au sous-

typage de Cryptosporidium sp. dans leur activité de routine.
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c-1) Séquencage selon la technique Sanger

La technique de séquencage selon la technique Sanger repose sur une méthode par
synthese enzymatique. La polymérisation de I'’ADN est initiée par une amorce complémentaire
et l'élongation a lieu grace a une ADN polymérase. 11 y'a donc addition de
désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) afin d’allonger le brin d’ADN. Néanmoins,
afin d’assurer la réaction de séquencage, des didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) marqués par un fluorophore et en faible concentration sont incorporés dans la
séquence en cours de synthese. Une fois fixés, ils empéchent la poursuite de I’élongation. On
obtient ainsi de maniere statistique un arrét de I’élongation a toutes les positions possibles de
la séquence complete, et par conséquent des brins d’ADN de longueur croissante. Ces derniers
sont séparés sur gel de polyacrylamide et classés en fonction de leur taille. La détection de
fluorophores associés aux didésoxyribonucléotide incorporés permet d’identifier le
didésoxyribonucléotide incorporé au bout de chaque fragment de taille croissante, et cela
permet finalement de reconstituer I'ensemble de la séquence étudiée (79,88,104). Les

différentes étapes de la méthode sont résumées dans la figure 3.
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Figure 3 : Schéma reprenant le principe du séquencage par la technique Sanger. (79)

Bien que robustes, ces techniques ne détectent que les variants majoritaires présents au
sein de matrices complexes (par exemple, les selles) pouvant contenir un mélange de plusieurs
isolats/sous-types. Ainsi, un mélange d’ADN peut étre ignoré par ces techniques, dans un

échantillon environnemental ou un échantillon clinique (15,20,82).

c-2) Sous-typage de Cryptosporidium spp. par approche NGS

Ces problématiques d’'une probable sous-estimation du nombre d’infections mixtes
et/ou de l'impossibilité d’étudier des mélanges d’isolats/sous-types dans des échantillons
environnementaux complexes, notamment hydriques, ont incité les communautés médicales et
scientifiques a développer des outils qui permettraient de les contourner. A ce jour, la
caractérisation de Cryptosporidium sp. dans des échantillons environnementaux par technique

NGS semble pouvoir répondre a ces questions (15,82,83,84,87,96).
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c-2-a) Généralités sur le NGS

Le NGS (« Next Generation Sequencing » ou séquencage nouvelle génération), aussi

appelé séquencage haut débit, correspond a un ensemble de méthodes de séquencage

apparues dans les années 2000. Le NGS a recours a des plateformes capables de réaliser le

séquencage massif de milliers voire millions de bases en parallele, apportant entre autres un

gain de temps massif par rapport aux techniques de séquencage telles que Sanger. Cette

technique se démocratisant dans les laboratoires, des automates plus compacts et donc plus

accessibles ont été créés. Certes moins productifs, ces automates sont amplement suffisants

pour I'étude de génomes microbiens, par exemple, du fait qu’ils sont 1000 fois plus petit que le

génome humain (80).

Il existe de multiples technologies de NGS commercialisées telles que Illumina®

(Solexa), Roche 454, SOLiD (Roche Diagnostics), qui difféerent notamment par la méthode de

séquencage utilisée (105). Le tableau 4 regroupe les principales technologies commercialisées.

Tableau 4 : Principales technologies de NGS existantes et leurs caractéristiques (105).

Technologie Plateforme Méthode de Durée de Capacité de

NGS de séquencage séquencage | séquencage
séquencage

Ion Torrent Ion Torrent Séquencage par 2 heures 1 000Mb
PGM, Ion ligation (ion semi-
Proton conducteur)

Roche 454 Roche 454 Pyroséquencage 20 heures 900Mb

Illumina MiSeq, HiSeq, | Séquengage par 1-14 jours 200 000Mb
TruSeq, synthese
NextSeq

SOLiD ABI SOLID, Séquencage par 8-12 jours 80 000Mb
SOLiD 5500, ligation

SOLiD 5500xl1
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c-2-b) Principe du NGS

Quelle que soit la technologie choisie, le NGS présente des étapes communes que sont
(105):
- La collecte des échantillons (sang, tissu, selles, ...) ;
- L’extraction et la purification des acides nucléiques (ADN ou ARN) ;
- La génération d’'une banque d’ADN/ARN rendue compatible avec le NGS grace a la fixation
d’adaptateurs sur les fragments d’ADN/ARN étudiés, et I'amplification de cette banque : on
parle de préparation de la librairie ;
- Le chargement de la librairie ;
- La synthese de clusters ;
- Le séquencage.

Dans la suite de 'exposé, nous nous focaliserons sur le séquengage de fragments d’ADN.

Préparation de la librairie

Une étape clé du séquencage par NGS est la construction de la librairie qui correspond
au mélange de fragments d’ADN de tous les échantillons destinés a étre séquencés par
I'automate.
L’ADN préalablement extrait et purifié est fragmenté de maniere aléatoire, de fagon différente
selon le protocole de préparation de librairie. En fonction de l'approche utilisée, cette
fragmentation peut se faire par (104,105) :
- Action mécanique (sonication par des ultrasons par exemple) ;
- Action chimique ;
- Action enzymatique (fragmentation et marquage simultanés: on parle alors de

tagmentation) ;

Les fragments d’ADN ainsi obtenus doivent étre rendus compatibles avec le séquencage NGS.
Cela passe par I'ajout d’adaptateurs et d'index aux extrémités des fragments d’ADN. L’index
correspond a un code-barre qui permet d’associer le brin sur lequel il est fixé a son échantillon
d’origine. Ainsi, quand plusieurs échantillons sont mélangés dans une méme librairie, il est
facile de savoir a quels échantillons appartiennent les différents fragments d’ADN. Les
adaptateurs sont quant a eux des séquences indispensables aux réactions d’amplification et de

séquencage ultérieures. En effet, ces adaptateurs permettent aux brins d’ADN de se fixer
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spécifiquement a des oligonucléotides présents en surface de la flow cell. Cette derniere est
une plaque en verre a la surface de laquelle ont lieu les réactions d’amplification et de

séquencage (104,105).

La fabrication de la librairie dépend de la technique choisie, mais le résultat final est le méme,

et celui-ci est présenté dans la figure 4.

adaptateur v S?QU?QFE A % adaptateur
- d'intérét ' \

) - s _ index
Sequences complementaires aux

amorces de séquencgage

Figure 4 : Fragment d'ADN obtenu a l'issue de la préparation de librairie pour NGS (106)

Nous pouvons prendre 'exemple de deux protocoles de préparation de librairie de

principe différent, qui sont deux protocoles auxquels nous avons eu recours dans ce travail.

Le protocole de préparation de librairie Nextera XT (Illumina) utilise une méthode de
fragmentation enzymatique de I’ADN, appelée tagmentation, par lintermédiaire de
tagmentases (106). Ces tagmentases, aussi appelées transposomes, sont des enzymes capables
de simultanément fragmenter I’ADN (toutes les 300pb environ) et le marquer par ajout d’'une
amorce a chaque extrémité des fragments d’ADN générés. Ces amorces sont indispensables
pour rendre ces fragments compatibles avec le séquencage haut débit, car elles sont
complémentaires des amorces de séquencage. Au cours d'une PCR dite d'indexation, un index
(code-barre) et un adaptateur (fixation a la flow cell) viennent se lier a chaque extrémité de
I’ADN déja « tagmenté ». La figure 5 schématise le principe de ce protocole. Le résultat final de
ce protocole montre que I'on obtient la méme chose qu’en figure 4, a savoir un brin d’ADN avec

a ses extrémités des adaptateurs, index et amorces de séquencage.
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Figure 5 : Schéma représentant le principe de la préparation de librairie a I'aide du protocole
Nextera XT (Illumina) (106).

1) Fixation des transposomes ou tagmentases sur les séquences d’ADN;  2) Tagmentation toutes les
300pb environ : coupure enzymatique et fixation d’amorces de séquencage (en bleu et vert) ;

3) Fixation des index (rose et violet) et adaptateurs (orange et rouge) lors d’'une PCR d’indexation avec
obtention d'un fragment prét pour le séquencage.

Un second protocole de préparation de librairie, de principe différent, est le protocole
16S Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina) (107). Il s’agit du protocole
employé dans la plupart des publications traitant du NGS appliqué a I'étude de Cryptosporidium
sp. (15,82,83). Méme si tres similaire au protocole Nextera XT (Illumina), il comprend une
différence majeure qui réside dans l'absence de tagmentation, nécessitant d’ajouter des
amorces de séquencage d’'une autre maniere. Des amorces spécifiques de la séquence d’intérét
sont incrémentées d’adaptateurs dits « overhang » qui rendent les amorces compatibles avec le
NGS en les rendant complémentaires de 'amorce de séquencage. Les amorces ainsi modifiées
sont fixées a la région d’intérét lors d’une réaction d’amplification. Puis au cours d’'une PCR

d’indexation, les adaptateurs et index sont a leur tour fixés. Les principales étapes de ce
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protocole sont schématisées dans la figure 6. Le résultat final est identique a celui observé en

figure 4.

amorces specifiques + adaptateurs
« gverhang »

adaptateur %

Index 2

Fixation des adaptateurs et index

Indiex 1

\ adaptateur

Normalisation et pool de librairie

Dénaturation et
séquencage

Figure 6 : Schéma représentant le principe de la préparation de librairie a I'aide du protocole
16S Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina) (107).

Génération de clusters

Avant d’étre chargée dans le séquenceur, la librairie est dénaturée afin d’obtenir de
I’ADN simple brin. La librairie est ensuite injectée sur la flow cell et les différents fragments
d’ADN vont venir se lier aux oligonucléotides en surface par lintermédiaire de leurs
adaptateurs. La flow cell est une lame de verre contenant de petits canaux, a travers lesquels
les polymérases, les ANTP et les tampons peuvent circuler. Le verre a l'intérieur des canaux est
incrémenté d'oligonucléotides complémentaires aux adaptateurs préalablement fixés aux brins
d’ADN de la librairie (88,97). Chaque fragment d’ADN simple brin ainsi fixé est élongé selon le
principe de PCR, permettant la formation d'un brin complémentaire. Une étape de

dénaturation permet le détachement du brin d’origine, ne laissant que le brin issu de
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I’élongation en surface de la flow cell, fixé de fagon covalente. Ce brin se replie ensuite en
direction de la flow cell, afin que I'adaptateur fixé sur son extrémité libre se fixe de maniere
aléatoire a un oligonucléotides sur la flow cell. On parle de pont. Une nouvelle réaction
d’amplification a lieu, on obtient ainsi un pont fait d’ADN double brin. Une étape de
dénaturation permet de séparer et redresser les deux brins complémentaires, qui restent
chacun fixés a la flow cell par l'intermédiaire d’'un de leurs adaptateurs. Les étapes de
formation de ponts et d’amplification se répetent. Pour un méme fragment d’ADN initial, on
obtient ainsi une multitude de molécules d’ADN dans une méme région de la flow cell, on parle
de clusters. Dans ces clusters sont retrouvés des brins d’ADN dans les deux sens. Une digestion
enzymatique permet d’éliminer un des deux brins et de ne conserver que des molécules d’ADN

dans le méme sens (104,105) (Figure 7).

Réaction de séquencage

Afin d’amorcer la réaction de séquencage, une amorce complémentaire se fixe a
I'amorce d’un brin d’ADN. Le séquencage consiste ensuite en la fixation de dNTP fluorescents
dits terminateurs. Le premier dNTP complémentaire se fixe au niveau de la premiere base du
brin d’'intérét. Le fluorochrome du dNTP est excité et le signal est détecté. La notion de
« terminateur » implique que ce dNTP doit étre clivé afin qu'un autre dNTP puisse étre
incorporé a la suite. La séquence est ainsi reconstituée par fixation successive des différents
dNTP tout au long de la séquence d’intérét. Afin de permettre la lecture des brins d’ADN dans
'autre sens, ils sont retournés en formant des ponts a la surface de la flow cell : on parle de
séquencgage « paired-end » (105).
Les séquences obtenues dans les deux sens sont comparées entre elles afin d’aligner les parties
qui se chevauchent. Enfin, les différentes séquences appartenant a un méme échantillon sont
regroupées, grace aux index. Cela permet d’obtenir des séquences finales de plusieurs millions
de bases pour chaque échantillon. A la fin du séquencage, ces séquences obtenues sont

comparées a des séquences de référence (104).

La figure 7 résume les étapes qui viennent d’étre décrites.
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Figure 7 : Etapes du séquencage par technique NGS (108).

1 - Fragmentation aléatoire de 'ADN préalablement extrait ; 2 - Ajout d’adaptateurs (fixation sur la flow cell) et
d’index (identification des échantillons) ; 3 - Fixation a la flow cell par I'intermédiaire d’'une intéraction entre les
adaptateurs et des oligonucléotides en surface de la flow cell ; 4 - Formation de ponts possible grace au repli du
fragment d’ADN sur lui-méme, qui fixe son adaptateur libre sur la flow cell ; 5 - Elongation et formation d’un brin
complémentaire ; 6 — Dissociation des brins d’ADN par dénaturation; 7 - La répétition des étapes précédentes
aboutit a la formation de clusters; 8 - Réaction de séquencage par l'intermédiaire de dNTP fluorescents
terminateurs dont on détecte le signal pour reconstituer la séquence.

c-2-c) Applications générales du NGS

Le NGS peut permettre le séquencage de diverses cibles que sont ’ARN (RNA-seq),
I’ADN (DNA-seq) ou encore la chromatine (ChIP-seq) (105,109). Le RNA-seq est une technique
permettant le séquencage de tous les ARNm et les petits ARN. Cela permet de détecter,
quantifier des ARN, voire découvrir des ARN jusqu’alors inconnus, et d’en étudier les
implications dans divers mécanismes de régulation (oncogénétique, épigénétique, ...). Le ChIP-
seq est une technique de NGS permettant de cartographier des sites de fixation de facteurs de

transcription, mettre en évidence des interactions protéines/ADN ou encore d’étudier la

48



structure de la chromatine. Le séquencage haut débit peut également se faire a I'échelle de
I’ADN (DNA-seq), et se divise alors en trois catégories : séquencage ciblé, étude d’exome ou de
génome. Le séquencage du génome entier permet I'analyse approfondie voire la découverte
d’organismes. Le séquencage des exomes offre la possibilité de séquencer toutes les parties
codantes des genes et est tres utilisé dans I'étude des maladies génétique. Enfin le séquencage
ciblé permet le séquencage de zones spécifiques du génome, offrant des informations plus
spécifiques et plus simples a analyser (109). Notons que le séquencgage ciblé (DNA-seq) est
I'approche NGS a laquelle nous avons eu recours dans ce travail, par I'intermédiaire du

séquencage du gene codant la protéine gp60 de Cryptosporidium sp.

L’accessibilité accrue au NGS a permis ces dernieres années un large essor de I'étude
génomique en microbiologie, expliquant par exemple que 98% des génomes bactériens
actuellement séquencés 'ont été durant ces sept dernieres années (80). Les approches de
génomique qui ont pu étre développées permettent I'investigation approfondie des souches
microbiennes, de leur virulence, leur pathogénicité, leur résistance aux traitements usuels.
Enfin, grace a des approches dites métagénomiques, il est possible d’étudier la diversité
microbiologique de n'importe quel échantillon, et de répondre a des problématiques actuelles
telles que la composition des microbiotes (digestifs, pulmonaires, ...). Diverses plateformes de
séquencage a haut débit ont vu le jour et ont pour principaux axes le développement
d’approches diagnostiques (pour n'importe quel pathogene viral, fongique, bactérien ou
parasitaire), et le développement d’approches de caractérisation (identification de mutations,

de genes d’intérét, classification, typage moléculaire) (81).

Nous nous intéresserons particulierement a la technologie Illumina, qui est celle que
nous avons utilisée dans ce travail. La technologie Illumina repose sur une méthode de
séquencage par synthese, ce qui signifie qu’elle permet d’identifier les bases simultanément a
leur incorporation dans la chaine d’acides nucléiques en cours de synthese (105,109). Chaque
base ainsi incorporée émet un signal fluorescent utilisé pour déterminer la séquence d’ADN. La

figure 8 permet de schématiser I'étape du séquengage selon la technologie [llumina.

Les premiéres étapes du protocole sont variables selon le protocole de préparation de

librairie choisie. L’ADN peut subir ou non une fragmentation initiale. Dans les deux cas, I'ajout
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d’adaptateurs et d’index aux deux extrémités des fragments d’ADN formés est indispensable.

La figure 7 schématise les différentes étapes du séquencage NGS selon la technologie Illumina.

82060
0068606
T 000000

Figure 8 : Schéma présentant les étapes de séquencage par synthese selon la technologie
[llumina® (109).

1) Un fragment d’ADN simple brin issu de la librairie dénaturée est chargé dans le séquenceur. La séquence
d’'intérét est représentée en vert. L’extrémité grise correspond a I'amorce fixée pendant la préparation de la
librairie. Elle est complémentaire de I'amorce qui permettra de débuter la réaction de séquencage.

2) La séquence bleue qui vient se fixer sur le fragment d’ADN correspond a I'amorce de séquencage. Elle vient se
fixer spécifiquement a I'amorce grise du fragment et permet de débuter I'élongation du brin complémentaire.

3) A chaque position vient se fixer un dNTP fluorescent terminateur complémentaire de la base correspondante
sur le brin d’intérét. Ainsi en premiere position se fixe un dATP (complémentaire du T) terminateur. Le
fluorophore spécifique du dATP qui y est fixé est excité par un laser et le signal émis est recueilli. Le dATP
terminateur est ensuite clivé pour permettre la fixation d'un nouveau dNTP fluorescent terminateur.

4) L’élongation peut continuer de la méme maniere et les signaux sont détectés a chaque incorporation de bases.
5) Les signaux sont interprétés et permettent de reconstituer la séquence d’'intérét représentée en vert.

c-2-d) Le NGS appliqué a I'étude de Cryptosporidium sp.

Le NGS offre I'avantage par rapport a la méthode Sanger, de pouvoir identifier
efficacement des génotypes de faible abondance au sein d’échantillons mixtes (15) grace au

séquencage massif de molécules d’ADN en parallele. Différentes équipes de recherche ont
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abordé ces dernieres années la possibilité d’appliquer I'approche NGS pour 'identification et le

sous-typage de Cryptosporidium sp. (15,82,83,84,87,96).

Paparini et al. soulignaient en 2015 l'importance d’avoir a notre disposition des
techniques fiables, rapides et sensibles pour mieux appréhender les épidémies (37). Ils ont
réalisé le séquencage haut débit de 25 échantillons de selles humaines et animales, positives a
Cryptosporidium sp. L’ADN de Cryptosporidium sp. a été amplifié en ciblant le géne codant la
petite sous-unité 18S de ’ARN ribosomal et le gene codant l'actine, puis séquencé en utilisant
ces mémes cibles, en ayant recours a la technologie de séquencage Ion Torrent (ou séquencage
par ion semi-conducteur, ThermoFischer). En utilisant cette approche, les séquences obtenues
lors du séquengage n’existant qu’en une seule copie étaient exclues de toute interprétation,
considérées comme des erreurs de PCR/séquencage. Les séquences retenues étaient assignées
a une séquence de référence en comparant a une base de données « maison » a I'aide du logiciel
BLAST. Cette technique a permis de mettre ici en évidence des mélanges au sein de différents
échantillons (2 échantillons sur 25), 1a ou le séquengage par la technique Sanger avait échoué a
le faire. Notons que dans cette publication, environ 4% de séquences non spécifiques de
Cryptosporidium sp. ont été retrouvées a l'issue du séquencage, lorsque la cible était le géne

codant 'actine.

L’équipe australienne de Zahedi et al. s’est quant a elle intéressée a I'approche NGS
appliquée a Cryptosporidium sp. a plusieurs reprises.

En 2017, une premiere étude avait pour but de mettre en évidence l'existence de co-
infections, car celles-ci peuvent avoir des impacts sur le comportement du parasite au sein de
I’h6te, en termes de virulence, résistance aux traitements, etc ... Ainsi 41 échantillons de feces
d’animaux ont été recueillis dans deux régions australiennes, tous positifs a une espéce de
Cryptosporidium sp. incluant C. hominis (11 échantillons), C. parvum (22 échantillons) et C.
cuniculus (8 échantillons). La détection de la présence d’ADN de Cryptosporidium sp. et
I'identification des sous-types dans ces échantillons étaient réalisées par amplification par PCR
du géne codant la protéine gp60 suivie d’'un séquencage des produits d’amplification par NGS
sur MiSeq (Illumina), en comparaison du séquencage par la technique Sanger. Les séquences
issues du séquencage haut débit n’étant représentées qu’en une ou deux copies identiques
étaient supprimées, ainsi que celles dont le nombre de copies représentait moins de 0.01% du

nombre total de séquences. Les conditions d’appariement aux séquences de référence étaient
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strictes, fixées a 100% d’homologie de séquence et 100% de recouvrement. Les séquences
étaient comparées a une base de données contenant 131 séquences de sous-types de
Cryptosporidium sp. issues de GenBank. Pour les 41 échantillons, les résultats du séquencage
par NGS étaient similaires a ceux obtenus par séquencage Sanger en termes de sous-typage. En
effet, le sous-type identifié pour chaque échantillon par Sanger était également le sous-type
retrouvé comme majoritaire par NGS. Cependant, les résultats obtenus par NGS mettaient en
évidence des sous-types additionnels pour plusieurs échantillons. Ainsi, pour les échantillons
positifs a C. parvum, 2 a 4 sous-types cohabitant au sein d'un méme isolat étaient retrouvés
pour certains échantillons, chaque sous-type représentant entre 0.4% et 31% du nombre total
de séquences. De méme pour C. cuniculus, 3 sous-types étaient retrouvés au sein de certains
échantillons pour lesquels un seul sous-type avait été identifié par technique Sanger, et ce a
plusieurs reprises, chaque sous-type représentant entre 0.4% et 6.7% du nombre total de
séquences obtenues. Seuls les échantillons de C. hominis ne présentaient pas de sous-type

additionnel a I'issue du séquengage haut débit.

En 2018, ils ont de nouveau étudié Cryptosporidium sp. a 'aide de I'approche NGS mais
d’un autre point de vue. Ils ont ainsi travaillé sur la présence de Cryptosporidium spp. dans les
eaux usées (87). Le but était de cartographier la diversité de Cryptosporidium spp. dans ces
eaux, en focalisant leur étude sur les espéces potentiellement pathogénes pour 'Homme, afin
de disposer d’outils qui permettraient (i) de mieux appréhender les sources de contamination
hydriques, et (ii) de réfléchir a des normes qualité dans 'optique d’un futur recyclage des eaux
usées. 730 échantillons d’eaux usées ont été récoltés dans trois régions distinctes en Australie
sur une période d'un an. L’ADN de Cryptosporidium sp. a été amplifié et séquencé en haut débit
en ciblant le gene de la petite sous-unité 18S de 'ARN ribosomal, et ce en ayant recours a la
technologie Illumina sur un automate MiSeq (Illumina). Les séquences obtenues lors du
séquencage devaient présenter un minimum de 100 copies répliquées pour étre conservées et
assignées. Les séquences restantes devaient présenter une correspondance a 99% en termes
de similitude de bases et 98% de recouvrement avec la séquence de référence. Les résultats de
cette étude ont mis en évidence des mélanges entre 2 et 8 sous-types de Cryptosporidium spp.

au sein d’échantillons de diverses régions australiennes.
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d) Applications du sous-typage

Nous nous intéresserons pour la suite uniquement au sous-typage par séquencage
partiel du géne codant la protéine gp60, car il s’agit du marqueur que nous étudierons par
technique NGS dans ce travail. La caractérisation a I'échelle du sous-type par séquencage du
gene codant la protéine gp60 a permis de mettre en évidence des différences intra-especes,

importantes pour la compréhension épidémiologique de Cryptosporidium sp.

Le sous-typage apporte des informations importantes en termes de distribution
géographique du parasite. En effet, alors qu'’il était admis que la distribution relative des deux
principales espéces, C. hominis et C. parvum, variait en fonction des zones géographiques,
I'étude des variations intraspécifiques de la protéine gp60 a permis d’en préciser les sous-
types (5,71). Ainsi, en Europe et en Australie, C. hominis est principalement représenté par la
famille de sous-type Ib (41,76), et plus particulierement par IbA10G2 et IbA9G3 (1,18,30). A
noter que le sous-type IbA10G2 est le sous-type de C. hominis responsable de I'épidémie
massive de Milwaukee, qui a contaminé 400000 personnes (1,18). Ce sous-type est encore a
I'’heure actuelle responsable de 50% des contaminations d’origine hydrique aux Etats-Unis et
au Canada (2). Il est également responsable d’environ 80% des cas humains d’infection en
Europe, et de la quasi-totalité des épidémies européennes a C. hominis (4). Concernant C.
parvum, la famille de sous-type prépondérante chez 'Homme en Europe, en Australie et aux

Etats-Unis est la famille Ila (18,41,76,94).

En France, en 2018, C. parvum reste l'espéce majoritaire, comme les années
précédentes. Le génotype I[1aA15G2R1 est largement prédominant (40% des isolats).
Concernant C. hominis, le génotype dominant demeure le génotype IbA10G2 (50% des isolats),
ce qui est le reflet de la prédominance mondiale de ce génotype. Un second génotype est

toutefois apparu en proportion importante en 2018, a savoir le génotype [aA22R2 (85).

En plus de mieux comprendre les disparités géographiques, I'étude des sous-types a
également permis de préciser des dynamiques de transmission, notamment pour l'espéece C.
parvum que l'on pensait jusque-la uniquement zoonotique. Pour préciser ces dynamiques de
transmission, il faut comparer les sous-types présents dans une méme région, chez 'animal et
chez 'Homme. Par exemple, le sous-type de C. parvum prédominant chez les veaux au Portugal
et en Slovénie est [laA15G2R1, et c’est également le plus fréquemment retrouvé chez 'Homme

dans ces pays. De méme en Irlande du Nord ou I'Homme se contamine principalement avec le
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sous-type le plus représenté chez les veaux, a savoir le sous-type 11aA18G3R1 (18). Ces
données épidémiologiques sont intéressantes pour souligner le caractere zoonotique encore
prépondérant lors de la transmission de certains sous-types de C. parvum, que sont notamment
deux sous-types importants : Ila et [Id. Cependant, le sous-typage de C. parvum a permis de
mettre en évidence une famille de sous-types, qui malgré de nombreuses études n’a jamais été
retrouvée chez 'animal. Il s’agit de la famille Ilc (5), qui est notamment retrouvée dans les
régions urbanisées des Etats-Unis, ou elle devient majoritaire par rapport a la famille Ila,

certainement du fait de son caractére anthroponotique pur (18).

La structure génétique de population de Cryptosporidium sp. dans les différentes régions
du monde fait également I'objet de discussions grace a I'avenement du sous-typage. Plusieurs
études récentes ont ainsi souligné le caractere clonal de 'expansion européenne du sous-type
IbA10G2. A linverse de ce l'on retrouve dans certains états des Etats-Unis, ou des
recombinaisons génétiques auraient lieu au sein du sous-type IbA10G2, du fait qu’il soit en
contact de nombreux autres sous-types dans ces états (72). De méme dans les pays en voie de
développement, ou I'on peut identifier jusque quatre sous-types qui cohabitent en proportions
similaires, principalement les sous-types Ia, Ib, Id et Ie. On peut citer 'Inde et le Pérou ou une

haute diversité de sous-types de C. hominis est retrouvée (5).

Le sous-typage est également important en termes de cliniques, car il est possible de
relier les caractéristiques biologiques et la virulence clinique avec le sous-type (18). Bien qu'’il
soit déja connu que C. hominis entraine des tableaux cliniques plus séveres que C. parvum, le
sous-typage a permis de mettre en évidence des différences de virulence a I'échelle du sous-
type (8,30). La premiere étude qui soulignait des variations dans la virulence entre les
différents sous-types de Cryptosporidium sp. date de 2007. Cama et al. mettaient alors en avant
des disparités cliniques entre patients porteurs de VIH au Pérou, en fonction du sous-type de C.
hominis qui les infectait. Ainsi, des patients atteints par une souche de C. hominis de sous-type
Id présentaient une diarrhée plus sévere que des patients contaminés par une souche de sous-
type Ib, tandis que des patients atteints par une souche de sous-type la restaient
asymptomatiques (86). Par ailleurs, des études cliniques chez des volontaires sains ont montré
que différents isolats de C. parvum (UCP, IOWA, TAMU, dont les noms sont issus des universités
ou elles ont été découvertes) montraient des ID50s (dose infectieuse 50 %) distinctes,

indiquant des variations dans leur pathogénicité (93). Au sein de I'espéce C. hominis, le sous-
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type IbA10G2 est le plus représenté a I'échelle mondiale, et il est également reconnu comme le
plus virulent (1,2,17). Les mécanismes expliquant I'hypertransmissibilité et la virulence de ces
sous-types particuliers ne sont pour autant pas clairement élucidés. Les outils moléculaires ont
ouvert la voie pour tenter de les appréhender. En étudiant les séquences génétiques de sous-
types virulents comme IbA10G2, des recombinaisons génétiques particulieres autour de la
région codant pour la protéine gp60 ont pu étre mises en évidence. Ces recombinaisons étant
les seules différences retrouvées dans les séquences de ces sous-types particuliers, cela
suggere leur implication dans la transmissibilité accrue et la virulence de certains sous-types.
En somme, lorsque des sous-types majeurs sont comparés en termes de virulence et de
prévalence, une grande similitude dans I'organisation de leurs genes et dans la composition de
leurs séquences est observée. Leurs différences résident surtout dans des recombinaisons
génétiques, observées notamment dans la région du gene codant la protéine gp60 situé sur le
chromosome 6. Méme dans un pays ou la structure de population de C. hominis semble clonale,
des recombinaisons génétiques au sein d’'un sous-type pourraient étre a l'origine d’un sous-
type dominant. Les recombinaisons génétiques seraient alors la principale force motrice pour
I’émergence et 'expansion des sous-types virulents, a 'origine d’épidémies massives (5,17,19).
D’autres études dans les années a venir permettront sans doute d’en préciser les mécanismes

et peut étre de découvrir d’autres pistes génétiques explicatives.
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PARTIE II : PARTIE EXPERIMENTALE

I) Objectifs

Ces derniéres années, la littérature scientifique s’est enrichie de publications traitant de
I'approche NGS appliquée a Cryptosporidium (15,20,21,37,82,83,84,87). Les études ont porté
sur des échantillons provenant de stations d’eaux usées, de feces d’animaux, ou encore des
échantillons de selles d’origine humaine. Différents loci ont été étudiés pour l'identification
et/ou le sous-typage de Cryptosporidium sp. : gene codant la protéine gp60 (15), géne codant la
petite sous-unité 18S de ’ARN ribosomal (82,84), gene codant pour I'actine (37). Différentes
approches de séquencage NGS ont été employées telles que la technologie Ion Torrent
(Thermofisher) (37) ou encore Illumina (Illumina) (15,87), et ce sur différents séquenceurs
(HiSeq, TruSeq, MiSeq (Illumina)) et avec différentes techniques de préparation des librairies
(fragmentation par nébulisation, ajouts d’adaptateurs « overhangs », tagmentation). Ces études
ont montré des résultats encourageants quant a la détection de plusieurs variants au sein d'un
méme échantillon. Néanmoins, il apparait clairement qu’il n’y a pas encore de standardisation
des techniques NGS appliquées a Cryptosporidium sp. De plus, en l'état actuel de nos
connaissances, aucune publication n’a porté sur la création de mélanges connus d’ADN de
Cryptosporidium sp., afin d’en étudier le séquencage par NGS. Or, la mise en application d’une
telle approche sur des échantillons cliniques au laboratoire, notamment dans l'investigation

d’épidémies, nécessite de telles études afin d’assurer des résultats fiables.

Le travail que nous avons réalisé avait pour objectif d’utiliser cette approche NGS pour
la détection de sous-types de Cryptosporidium sp., et particulierement la mise en évidence
d’infections mixtes. Nous nous sommes basés sur la technologie mise au point par Zahedi et al.
en 2017, portant sur la comparaison des techniques de séquencage Sanger et NGS par
technologie Illumina sur des échantillons dont la composition était inconnue (15). Cette
meéthodologie était basée sur I'étude du gene codant la gp60 grace a la technologie Illumina sur

MiSeq (Illumina).

Les premiers essais réalisés ont eu pour but (i) d’utiliser le NGS pour la réalisation du
sous-typage de Cryptosporidium sp. et (ii) de confirmer les capacités du NGS a détecter des

meélanges de sous-types de Cryptosporidium sp. dans un méme échantillon de selles, mais
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surtout d’en préciser les limites, c’est-a-dire : (i) dans quelle proportion un variant minoritaire
peut étre détecté dans un mélange de différents variants présents en proportions différentes,
(ii) quel seuil faut-il appliquer lors de I'analyse afin de distinguer une identification erronée
correspondant a un bruit de fond analytique par rapport a l'identification correcte d’'un
génotype réellement présent au sein d’un échantillon de selles.

Des essais secondaires ont eu pour objectif de comparer les résultats obtenus par technique

Sanger a ceux obtenus par NGS lors de I'étude de mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp.

II) Matériels et méthodes

1) Premiére partie : Comparaison de deux protocoles de préparation de librairie

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a trouver un protocole NGS adapté a
notre problématique, a savoir le sous-typage de Cryptosporidium sp. En effet, les publications
concernant le sous-typage de Cryptosporidium sp. par approche NGS restent peu nombreuses,
et il n’existe pas encore de standardisation des protocoles. Il était donc important de s’assurer
que le séquencage NGS est capable d’identifier correctement une espece de Cryptosporidium au
sein d’un échantillon, et cela sans entrainer trop de bruit de fond analytique. Nous avons ainsi
étudié des échantillons de composition connue, positifs a une seule espece de Cryptosporidium
sp. par séquencage NGS griace a deux protocoles de préparation de librairie distincts. Le
protocole Nextera XT (Illumina) est un protocole largement utilisé pour la technologie
[llumina. Le protocole 16S Metagenomics Sequencing Preparation Library (Illumina) est le
protocole qui a été utilisé dans la majorité des publications traitant du NGS appliqué a

Cryptosporidium sp.

a) Choix des échantillons

Trois échantillons ont été choisis afin de comparer les deux protocoles de préparation de
librairie. Ils étaient composés d’ADN extraits de selles de patients positives a Cryptosporidium
sp. L'extraction avait été réalisée sur 'automate Nuclisens® Easymag® (Biomérieux) ayant
recours a la technologie BOOM, basée sur l'utilisation de billes de silice paramagnétiques. Les

trois échantillons sélectionnés étaient conservés a -80°C apres recherche initiale de parasites
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digestifs par PCR au laboratoire de parasitologie du CHU de Dijon, et étaient identifiés 1761,
1770 et 1772.

L’identification de 'espéce de Cryptosporidium sp. avait été préalablement réalisée par une
PCR en temps réel sur un Light Cycler 2.0 (Roche), ciblant la petite sous-unité 18S de I’ARN
ribosomal et utilisant des sondes d’hybridation.

L’identification des sous-types avait quant a elle été réalisée par séquencage selon la
méthode Sanger des amplicons obtenus par une PCR en point final ciblant le géne de la gp60
(Protocole de la technique Sanger détaillé en annexe 1) au cours de l'activité de routine du

laboratoire de parasitologie du C.H.U. de Dijon.

Nous avions donc en notre possession trois échantillons positifs a Cryptosporidium sp. dont
nous connaissions l'espéce et le sous-type, et dont nous voulions vérifier l'identification
correcte par NGS, et ce par comparaison de deux protocoles de préparation de librairie. Le

tableau 5 reprend l'identification des trois échantillons 1761, 1770 et 1772.

Tableau 5 : Récapitulatif des espéces et sous-types correspondants aux échantillons choisis

Numéros Especes identifiées Crobtenus | Sous-types
d’échantillons identifiés
1761 C. parvum 26,3 [IcA5G3
1770 C. parvum 28,1 [IaA18G1R1
1772 C. hominis 24,2 IIbA10G2

b) Protocole de préparation de librairie Nextera XT (Illumina)

Le premier protocole de préparation de librairie appliqué a I'étude de Cryptosporidium

Sp. était le protocole Nextera XT (Illumina).

Pour débuter, une premiere amplification de 'ADN était nécessaire, par PCR en point
final ciblant le géne codant la protéine gp60, de la méme maniere que pour le séquencage par
la technique Sanger (annexe 1). L’amplification utilisait les amorces sens AL3532 et anti-sens
LX0029, qui sont des amorces spécifiques du gene codant la protéine gp60, et une polymérase
HotStarTaq® (Qiagen). La réaction de PCR a été réalisée sur un thermocycleur ABI Applied
Biosystems™ 9700 (ThermoFisher) selon le méme programme que décrit pour le séquencage

selon la technique Sanger (Annexe 1).
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L’ADN issu de cette amplification était quantifié précisément afin d’assurer une
fragmentation de qualité, et ce avec une méthode basée sur la fluorométrie utilisant I'appareil
Qubit® (ThermoFisher). Cet ADN était dilué a une concentration de 0.2ng/uL, permettant de
travailler avec 1ng de quantité totale d’ADN (5uL de prise d’essai) comme recommandé par

[lumina.

L’ADN était ensuite « tagmenté », c’est-a-dire a la fois coupé par voie enzymatique
(tagmentase) et marqué par des amorces spécifiques adaptées au séquengage ultérieur. Pour
cela, 5uL d’ADN a 0.2ng/pL ont été mélangés avec 10pL de tampon de tagmentation et 5uL de
mix de tagmentation d’amplicon, fournis par le kit Nextera XT (Illumina). Apres centrifugation,
le mélangeur était chauffé 5 minutes a 55°C. La réaction de tagmentation a été neutralisée a
I'aide de 5uL de tampon de neutralisation (fourni dans le kit Nextera XT) ajouté au mélange

réactionnel.

Une PCR d’indexation a ensuite été réalisée grace au kit Nextera XT Index Kit®
(Illumina), suivant le protocole décrit par Illumina. Ainsi, 5uL. de chaque index (soit 10uL) ont
été mélangés a 15puL d’'un mélange réactionnel fourni par le kit Nextera XT (Nextera PCR
Master Mix), ainsi qu’a 25uL d’ADN tagmenté. Les cycles d’amplification ont été réalisés sur un
thermocycleur (ThermoFisher) au cours du programme suivant :

- 72°C pendant 3 minutes

- 95°C pendant 30 secondes

- 95°C pendant 10 secondes

- 55°C pendant 10 secondes 12 cycles
- 72°C pendant 30 secondes

- 72°C pendant 5 minutes

- maintien a 10°C

Une fois marqués par les index et adaptateurs, les échantillons ont été purifiés a I'aide
de billes Ampure XP® (Beckman). L'incubation a eu lieu sur une plaque magnétique et deux

lavages successives ont été réalisés a I'aide d’éthanol a 80%.

L’ADN de chaque échantillon a ensuite été normalisé de fagon a assurer une

représentation équivalente de chaque échantillon au sein de la librairie poolée. Pour un
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échantillon, 44uL d’additif de normalisation (Illumina) et 8uL de billes de normalisation
(Illumina) étaient mélangés. Un volume de 45uL de ce mélange a ensuite été mis en contact de
20uL d’ADN purifié. Une incubation sur une plaque magnétique et plusieurs lavages a l'aide
d’'un tampon de lavage (Illumina) ont été effectués. Enfin, une élution de I’ADN a été réalisée a
I'aide de NaOH 0.1N préparé extemporanément, et 30pL de surnageant (contenant I'’ADN) ont

été stockés dans 30pL de tampon de stockage (Illumina).

Les échantillons ont été mélangés a volume égal au sein d’'une unique librairie poolée.
24uL de cette librairie ont été prélevés et mélangés a 576ul de tampon d’hybridation
(Illumina) afin d’en assurer la dilution a 20pM, concentration recommandée par Illumina pour

le chargement dans 'automate.

Cette librairie poolée a été dénaturée a I'aide d’'un chauffage a 96°C pendant 2 minutes,
puis chargée dans 'automate MiSeq (Illumina), dans lequel elle a été séquencée a I'aide d’'une
cartouche de réactifs V3 600 cycles (Illumina). Dans le run a été ajouté un contrdle interne
représenté par du PhiX (Illumina), lui-méme dénaturé et dilué de la méme maniére que la

librairie.

La figure 9 résume les principales étapes de ce protocole de préparation de librairie.

™ ™

PCR en point final
ciblant le géne de la

gpel

™ N
Tagmentation Quantification et pool
(coupure de 'ADN et des échantillons en
ajout d'amorces) une seule librairie

S A

Purification avec billes
Ampure XP

PCR d'indexation
(ajout d'index et
adaptateurs)

Dénaturation de la
librairie poolée
Chargement dans MiSeq

Figure 9 : Etapes du protocole de préparation de librairie pour séquencage NGS Nextera XT
(Illumina)
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c) Protocole de préparation de librairie 16S Metagenomics Sequencing Library
Preparation (Illumina).

Le second protocole de préparation de librairie testé était le protocole16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation (Illumina). Il s’agit du protocole employé dans la plupart des

publications traitant du NGS appliqué au sous-typage de Cryptosporidium sp. (15,82,83).

La premiere amplification des extraits d’ADN de nos trois échantillons reposait sur une
PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60, identique a celle employée pour le
séquencgage par la technique Sanger ou pour le NGS avec le protocole Nextera XT (Illumina).
Les amorces utilisées étaient donc AL3532 (sens) et LX0029 (anti-sens) (TIB Molbiol) et la Taq
polymérase est une HotStarTaq® (Qiagen). L’amplification était réalisée sur un thermocycleur
ABI Applied Biosystems™ 9700 (ThermoFisher), selon le méme programme de PCR que pour le

séquencage selon la méthode Sanger détaillé en annexe 1.

Une seconde amplification était nécessaire, par une PCR nichée en point final dirigée
contre le géne codant la protéine gp60, quasiment identique a la premiére PCR. Cependant,
pour étre compatible avec un protocole de séquencage haut débit, cette seconde PCR
comprenait une différence notable par rapport a la premiére amplification. Il s’agissait de
'ajout d’adaptateurs dits « overhang » sur les amorces spécifiques du géne codant la protéine
gp60 : AL3532 et LX0029. Cela rendait possible la réaction de séquencage ultérieure. Ces

adaptateurs « overhang » possédaient les séquences suivantes :

- Overhangsens: 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG - {AL3532} -3
- Overhang anti-sens : 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG - {LX0029} - 3

Les amplicons issus de la PCR nichée avec amorces modifiées par les séquences
« overhang » était purifiés a 'aide de billes paramagnétiques AMPure XP® (Beckman), avec
une incubation sur plaque magnétique et deux étapes de lavage a I’éthanol 80%. Un volume de

50pL de surnageant, contenant ’ADN purifié, a été récupéreé pour chacun des échantillons.

L’étape suivante était une PCR dite d’indexation, consistant a fixer a I'extrémité de
chaque fragment d’ADN un index et un adaptateur de séquencage issus du kit Nextera XT index

Kit® (Illumina), et ce a I'aide d’'une Taq polymérase KAPA HiFi® (KAPA Biosystems). Dans
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chaque puits étaient déposés 5uL. de chaque index (soit 10uL), 25uL de Taq polymérase, 10puL
d’eau et 5uL. d’ADN purifié, soit un volume total de 50uL. Le programme d’amplification était
court :

- 95°C pendant 3 minutes

- 95°C pendant 30 secondes

- 55°C pendant 30 secondes 8 cycles

- 72°C pendant 30 secondes

- 72°C pendant 5 minutes

- Maintien a 4°C

Cette PCR d’indexation était suivie d'une nouvelle étape de purification par les billes
AMPure XP® (Beckman), a l'issue de laquelle 25pL de surnageant contenant I’ADN purifié était
récupéré. Puis chaque échantillon amplifié et indexé était quantifié¢ a lI'aide du QuBit®
(ThermoFisher). Il convenait de diluer chaque échantillon a une concentration de 4nM a l'aide
de tampon Tris de pH 8.5 concentré a 10mM. Un volume de 5uL de chaque échantillon dilué a
4nM était enfin aliquoté et mélangé aux autres échantillons afin d’obtenir une unique librairie

poolée de facon équimolaire.

La librairie ainsi constituée a été dénaturée par du NaOH 0.2N (5uL de la librairie + 5pL
de NaOH) puis par la chaleur, en la chauffant a 96°C pendant 2 minutes. Elle a enfin été diluée a
I'aide de tampon d’hybridation (Illumina), a une concentration finale de 4pM dans un volume
total de 600uL, volume nécessaire a la prise d’essai du MiSeq (Illumina). Dans le run a été
ajouté un controle interne représenté par du PhiX (Illumina), lui-méme dénaturé et dilué de la
méme maniere que la librairie. Le séquengage dans le MiSeq (Illumina) a été assuré par un kit

de réactifs MiSeq V3 600 cycles (Illumina).

Les différentes étapes de ce protocole de préparation de librairie sont résumées dans la figure

10.
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PCE nichée ciblant le

géne de la gp60 avec Purification avec
amorces modifiées hilles Ampure XP

« overhang »

Purification avec Quantification et pool
billes Ampure XP des échantillons en une

seule librairie

J

PCR d'indexation avec Dénaturation de la
ajout d'adaptateurs de librairie poolée
séquencage et d'index Chargement dans MiSeq

Figure 10 : Etapes du protocole de préparation de librairie pour séquencage NGS : 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation (Illumina).

2) Deuxieme partie : Etude de mélanges connus d’ADN de Cryptosporidium sp. par NGS

Apres avoir choisi le protocole de préparation de librairie le plus adapté a notre
problématique, nous avons constitué différents mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp. afin
d’en étudier le séquencage par NGS. Nos objectifs étaient de confirmer les capacités du NGS a

détecter des variants minoritaires au sein de mélanges, et d’en préciser les limites.

a) Choix des échantillons

Sept échantillons ont été choisis afin d'étudier des mélanges d’ADN connus de
Cryptosporidium sp., en suivant le protocole de préparation de librairie choisi a l'issue de la

comparaison précédente.

Chaque échantillon correspondait a un ADN extrait de selles positives a Cryptosporidium
sp., recues pour génotypage au laboratoire du C.H.U. de Dijon, collaborateur du CNR-LE
Cryptosporidioses. Les sept échantillons sélectionnés (1770, 1772, 1791, 2094, 2369, 2479,

2487) ont été conservés a -80°C.
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L’identification d’espece de Cryptosporidium sp. présente dans chaque échantillon avait été
préalablement réalisée par PCR en temps réel ciblant le géne codant la sous-unité 18S de 'ARN

ribosomal, avec sondes d’hybridation, sur un Light Cycler 2.0 (Roche).
L’identification des sous-types avait été opérée par séquencage selon la technique Sanger

du gene codant la protéine gp60 (protocole détaillé en annexe 1). Les espéces et sous-types

identifiés pour les 7 échantillons sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Récapitulatif des espéces et sous-types correspondant aux échantillons choisis

Numéros Especes Cr Sous-types
d’échantillons identifiées obtenus identifiés
1770 C. parvum 28,1 [1aA18G1R1
1772 C. hominis 24,2 IIbA10G2
2479 C. parvum 26,8 [IaA20G1R1
2487 C. parvum 24,5 [1aA15G2R1
1791 C. erinacei 30.5 XIIlaA21R1
2094 C. meleagridis 25.7 [1IgA21G3R1
2369 C. cuniculus 26.6 VbA24

- Cr (Cycle Treshold ou Cycle seuil) : Nombre de cycles de PCR nécessaires a la détection du produit de
PCR, obtenus ici lors de la PCR en temps réel dirigée contre le gene codant petite sous-unité 18S de
I’ARN ribosomal.

b) Constitution des mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp.

Les sept premiers mélanges (1 a 7) consistaient en un mélange d’ADN d’especes distinctes,
C. hominis IbA10G2 (1772) et C. parvum 11aA18G1R1 (1770) dans des proportions différentes.
L’objectif était de réaliser une gamme de concentration pour déterminer jusqu’a quelle
proportion il est possible de détecter un variant minoritaire par séquencage haut débit. Ces
melanges ont été réalisés directement a partir des extraits d’ADN de 1770 et 1772, n’ayant subi
aucune amplification, de facon a étre le plus proche possible de la composition réelle d’'une

selle positive a Cryptosporidium sp.

Le mélange 8 consistait en un mélange a parts égales de trois ADN d'une méme espece,
C. parvum, mais de sous-types différents (1770, 2479 et 2487), permettant de vérifier que
I'approche NGS permet de distinguer trois sous-types d’'une méme espece trés proches

génétiquement au sein d’'un méme échantillon, chaque sous-type ne variant des autres que par
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la répétition des tandems au sein du microsatellite (bases en rouge dans les séquences
suivantes).
Les séquences de référence utilisées pour chaque échantillon sont issues de la banque de

données GenBank :

» C. parvum 11aA15G2R1

TTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCATC
ATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTGGAGAAGACGCAGAAGGCAGTCAA

GATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTGAAGACGATGGCC

AAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTACCGAAACCATAGAA
GCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGG

» C. parvum 11aA18G1R1

TTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATC
ATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTGGAGAAGACGCAGAAGGC
AGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTGAAGACG
ATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTACCGAAACC
ATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGG

» C. parvum 11aA20G1R1

TTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATC
ATCATCATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTGGAGAAGACGCA
GAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTG
AAGGCGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTACC
GAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGG

Pour réaliser les mélanges d’ADN 1 a 8, nous nous sommes basés sur les Cr obtenus
pour chaque échantillon lors de la PCR en temps réel ciblant le géne de la sous-unité de I'’ARN
ribosomal qui avait permis l'identification d’espéce. Pour rappel, I'’échantillon 1770 avait un Cr

de 28,1 et ’échantillon 1772 un Cr de 24,2.
En nous intéressant a la phase d’amplification exponentielle de la PCR en temps réel,
nous avons pu déterminer la quantité d’ADN obtenue a 'issue de n cycles d’amplification Qn, et

ce a partir de la quantité d’ADN initiale Qo, grace a la formule suivante :

Qn=(1+E)".Qo ouE estl'efficacité de duplication de 'ADN.
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Au cours d’'une réaction de PCR, il existe une valeur seuil a partir de laquelle sont
déterminés les nombres de cycles d’amplification nécessaires a la détection des amplicons de
chaque échantillon. Cette valeur seuil Qs étant unique pour tous les échantillons traités au
cours d'une méme PCR, cela signifie que la quantité d’ADN initiale de chaque échantillon (Qo1,

Qoz, Qo3, ...) est directement reliée a cette valeur seuil Qs.

Ainsi, pour des échantillons 1, 2, ..., n traités au cours d'une méme PCRon a:

Qs=(1+E)CTL. Qo1

Qs= (1 + E)¢T2. Qo2

Qs= (1 +E)C™. Qon

Il est donc possible de calculer le rapport entre les quantités d’ADN de deux échantillons a
partir de leur différence de CT.

Qo1 / Qoz = (1 + E)CT2-CT1

En estimant que la PCR a une efficacité de 100% et qu’elle est reproductible d'un

échantillon a 'autre au cours de la PCR, nous obtenons : Qo1 / Qoz = 2 €T2-CT1

L’échantillon 1770 a été conservé pur et a été dilué au 1/5¢, 1/10¢ et 1/100¢ dans
différents tubes. L’échantillon 1772 a été conservé pur et dilué de la méme maniere dans
différents tubes. Des mélanges volume a volume ont ensuite été réalisés, en prenant 2uL de
1770 (pur ou dilué) et 2uL de 1772 (pur ou dilué), permettant d’obtenir le schéma de

constitution des mélanges exposé dans le tableau 7.

Tableau 7 : Schéma de constitution des mélanges 1 a 8 du second essai.

1770 1772 2479 2487 1791 2094 2369
1 Pur 1/100¢
2 Pur 1/10¢
3 Pur 1/5¢
4 Pur Pur
5 1/5¢ Pur
6 1/10¢ Pur
7 1/100¢ Pur
8 Pur Pur Pur
1791 Pur
2094 Pur
2369 Pur

Par exemple le mélange 2 était un mélange de 2pL. d’ADN de 1770 pur et de 2uL. d’ADN de 1772 dilué au 1/10e.

66




Sur la base de la formule énoncée précédemment nous avons calculé la proportion d’ADN de
chaque échantillon dans les mélanges. Ces proportions sont indiquées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Proportions en ADN de C. parvum (1770) et C. hominis (1772) dans les mélanges 1 a

8
1770 1772 2479 2487 1791 2094 2369
1 85% 15%
2 40% 60%
3 25% 75%
4 5% 95%
5 2% 98%
6 1% 99%
7 0.1% 99.9%
8 10% 25% 65%
1791 100%
2094 100%
2369 100%

c) Application du protocole NGS

Une fois les mélanges 1 a 8 réalisés a partir des extraits d’ADN de Cryptosporidium sp., ces
mélanges ainsi que les échantillons 1791, 2094 et 2369 ont été amplifiés par une premiere PCR
en point final ciblant le gene codant la protéine gp60. Les produits de PCR ont été migrés sur

gel d’agarose 2% afin de vérifier la présence d'une amplification significative.

Le protocole de préparation de librairie choisi a l'issue de la comparaison des deux
protocoles a ensuite été appliqué de maniere identique a ce qui a été décrit précédemment

dans la partie [ de Matériels et Méthodes.

La figure 11 résume les étapes de cette partie Il de Matériels et Méthodes.
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Extraits d’ADN de Cryptosporidium sp.
1770, 1772, 1791, 2094, 2369, 2479,
2487

v

Création de meélanges 1 a 8
(1770, 1772, 2479, 2487) +
extraits purs 1791, 2094 et
2369

v

PCR en point final ciblant
le géne codant la gp60

Selon le protocole choisi &
l'issue de la partie |

Figure 11 : Etapes expérimentales de la partie Il de Matériels et Méthodes

3) Troisieme partie : Etude de mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp. par PCR en temps
réel et par séquencage selon la technique Sanger.

Dans cette troisieme partie, nous nous sommes attachés a étudier différents mélanges
d’ADN de Cryptosporidium sp. avec les techniques de diagnostic actuellement déployées en
routine au laboratoire de parasitologie du C.H.U. de Dijon. Les mélanges ont donc été traités
comme le seraient de véritables échantillons cliniques a visée diagnostique, en étant d’abord
identifiés au rang d’espéce par PCR en temps réel ciblant le gene de la sous-unité de 'ARN

ribosomal, puis séquencés par séquengage Sanger pour déterminer leur sous-type.

IIs ont donc d’abord été amplifiés par PCR en temps réel afin de voir si, dés 'étape de
'identification d’espeéce, il était possible de détecter les mélanges d’ADN. Ensuite, les différents
échantillons ont été séquencés selon la technique Sanger afin de voir d’'une part si cette
technique permettait de détecter les différents variants au sein des mélanges, et d’autre part

jusqu’a quelle proportion.
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a) Choix des échantillons

a-1) Echantillons issus d’'une épidémie de cryptosporidiose a Divonne

Une épidémie mixte de cryptosporidiose a été observée en 2003 dans la ville de Divonne
les Bains, entrainant un nombre de malades estimé a 1100 cas (99). L’origine de cette épidémie
était la contamination du réseau d’eau distribué a la population. Quatre extraits d’ADN,
analysés a I'époque au laboratoire de parasitologie du C.H.U. de Dijon, ont été conservés et
congelés a -80°C pendant ces deux derniéres décennies.

Les échantillons correspondants numérotés 23, 24, 26, et 45, ont été appelés D23, D24, D26 et
D45 pour la suite de ce travail. En 2003, ils avaient été identifiés comme suit au laboratoire de
parasitologie du CHU de Dijon :

Echantillon D23 : mélange de C. parvum et C. hominis i
Echantillon D24 : C. hominis seul

Echantillon D26 : mélange de C. parvum et C. hominis

Echantillon D45 : mélange de C. parvum et C. hominis

Il est important de préciser qu'en 2003, le diagnostic de ce mélange d’ADN avait été
réalisé par clonage. En résumé, I’ADN extrait de selles était cloné dans un plasmide contenant
un geéne de résistance a 'ampicilline, puis transformé dans une bactérie (Escherichia coli),
chaque bactérie contenant un seul plasmide incluant un « clone » d’ADN de Cryptosporidium sp.
associé au gene de résistance a 'ampicilline. Aprés mise en culture de ces bactéries sur un
milieu gélosé contenant de I'ampicilline, seules les bactéries contenant le plasmide (et donc le
gene de résistance a I'ampicilline) étaient capables de croitre. Ainsi, ’ADN de Cryptosporidium
sp., obtenu a partir de 10 colonies de bactéries indépendantes, était séquencé selon la méthode
Sanger afin d’'investiguer la présence éventuelle de différents clones pouvant correspondre a
différentes espéces et/ou sous-types de Cryptosporidium sp. A cette période, les génotypes I et
I de C. parvum correspondaient aux actuels C. hominis et C. parvum respectivement. Le
laboratoire avait donc rendu des selles positives aux génotypes I et Il de C. parvum avec une

proportion de 70% pour le génotype I et 30% pour le génotype Il dans une des selles (99).

69



De plus, le sous-typage par séquencage du gene codant la protéine gp60 n’a pas été
utilisé lors de I'investigation de cette épidémie. Enfin, a cette période, I'identification au rang
d’espece était obtenue par PCR en point final ciblant un fragment de I'’ADN codant la petite
sous-unité 18S de I'’ARN ribosomique, qui ne donnait aucune information sur la quantité d’ADN
de Cryptosporidium sp. présente dans les échantillons. A l'inverse, la technique de PCR en
temps réel utilisée en routine actuellement au laboratoire permet une détermination semi-

quantitative de I’ADN de Cryptosporidium sp. présente dans les échantillons par I'étude.

a-2) Echantillons fortement positifs a Cryptosporidium sp.

Ensuite, des échantillons fortement positifs (i.e. dont le CT était inférieur a 20) obtenus
au laboratoire de parasitologie du C.H.U. de Dijon par PCR en temps réel ciblant le gene codant
la sous-unité de I’ARN ribosomal, ont été sélectionnés pour créer les mélanges d’ADN mimant
une infection mixte a Cryptosporidium sp. Ainsi, les échantillons 2055 (C. hominis IbA10G2
positif a 18Cr) et 1572 (C. parvum IIcA5G3 positif a 17Cr) ont été sélectionnés. Ces échantillons
d’ADN étaient congelés au laboratoire de parasitologie a -20°C pour 2055 et -80°C 1572, en

fonction de I'ancienneté de leur obtention.

a-3) Validation du choix des échantillons

Avant de passer a la réalisation les mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp., les extraits
d’ADN sélectionnés ont été traités individuellement afin d’en valider le choix. Ainsi, ’ADN de
Cryptosporidium sp. contenu dans ces échantillons était amplifié par la technique de PCR en
temps réel ciblant le gene de la sous-unité de I’ARN ribosomal actuellement utilisée au
laboratoire de parasitologie du CHU de Dijon, afin (i) de vérifier la présence d’'une amplification
de 'ADN (donc de vérifier I'intégrité de 'ADN apres une conservation par congélation), et (ii)
de déterminer (pour les échantillons D23, D26 et D45) ou vérifier (pour les échantillons 1572

et 2055) le seuil de détection des produits d’amplification objectivé par la valeur du Cr.

La PCR en temps réel utilisée au laboratoire de parasitologie du C.H.U. de Dijon permet
la détection et I'identification des principales especes de Cryptosporidium  sp. Elle repose sur
I'amplification par PCR d’une partie du gene codant pour la petite sous unité de I’ARN

ribosomal (18S ARNT), en utilisant les amorces Cry80F3 et Cry337R. La détection des produits
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de PCR utilise des sondes d’hybridation CryAnch et CrySens. L'identification des espéces est
réalisée par I'analyse des courbes de fusion réalisée a la fin de la PCR: la sonde CrySens est
complémentaire d'une séquence d’ADN variable chez les différentes especes, et la température
de fusion de la sonde et de 'ADN sera variable en fonction de I'espéce. L’amplification est
réalisée sur I'automate Light Cycler 2.0, les réactifs nécessaires a la réalisation de cette PCR

sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 9 : Réactifs nécessaires a la PCR en temps réel ciblant le géne codant la sous unité 18S
de 'ARN ribosomal

Réactifs Volumes pour un échantillon (pL)
Master Mix 2.0

Amorce Cry80F3 1.0

Amorce Cry337R 1.0

Sonde CryAnch 0.4

Sonde CrySens 0.4

MgClI2 1.6

UNG 0.5

Eau 8.1

Total 15.0

Deux types de courbes sont issus de cette PCR pour chaque échantillon :
- La courbe d’amplification, reflet de 'amplification en temps réel des produits de PCR en
fonction du nombre de cycles d’amplification, permettant de déterminer le Cr.
- La courbe de fusion, objectivant I’évolution de la fluorescence en fonction de la température.
Celle-ci permet de déterminer la température de fusion (Tm) définie comme étant le point
d’inflexion de la courbe de fusion. Chaque espéce de Cryptosporidium sp. a une température de

fusion (Tm) attendue. La détermination de cette Tm permet donc I'identification de 'espece.

Tm attendus :

C. hominis = 61.5°C
C. parvum = 53.5°C
C. meleagridis = 57°C
C. felis = 50°C
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La figure 12 permet de résumer cette partie qui nous a permis de valider le choix de nos

échantillons, en vérifiant leur intégrité et la valeur de leur Cr.

Echantillons de Echantillons forts
I'épidémie de positifs (C; < 20) :
Divonne : D23, D24, 1572 et 2055
D26 et D45
| |
Verification de Vérification de
|'intégrlté de I’ADN PCR en temps réel |'intégrité de IJADN
| ciblant la sous-unité |

de I’ARN ribosomal

|
Obtention d’une 1%
valeur de C;

Veérification de la
| valeur des C;

Figure 12 : Schéma montrant l'intérét de la PCR en temps réel ciblant le géne codant la sous-
unité 18S de I'’ARN ribosomal pour la validation des échantillons

b) Schémas de dilution pour les mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp.

Apres nous étre assurés de l'intégrité de nos extraits d’ADN grace a la PCR en temps réel
ciblant le gene codant la sous-unité de 'ARN ribosomal, le but était de réaliser des mélanges
d’ADN de C. hominis (1572) et C. parvum (2055), avec 'objectif d’évaluer la capacité de la PCR
en temps réel ciblant le gene codant la sous-unité de I'’ARN ribosomal et du séquencage par la
technique de Sanger a les détecter. Ces mélanges ont été réalisés directement a partir des

extraits d’ADN de 1572 (C. parvum) et 2055 (C. hominis).
L’extrait d’ADN de 1572 a été conservé pur et a été dilué au 1/10¢, 1/100¢ et 1/1000¢

dans différents tubes. L’extrait d’ADN de 2055 a été conservé pur et dilué de la méme maniere

dans différents tubes. Des mélanges volume a volume ont ensuite été réalisés, en prenant 5uL
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de 1572 (pur ou dilué) et 5uL de 2055 (pur ou dilué), permettant d’obtenir le schéma de

constitution des mélanges exposé dans le tableau 11.

Tableau 10 : Schéma de constitution des mélanges d’ADN (A a G) pour le troisieme essai.

Mélanges 1572 2055

A Pur Pur

B Pur Dilué au 1/10¢

C Pur Dilué au 1/100¢
D Pur Dilué au 1/1000e
E Dilué au 1/10¢ Pur

F Dilué au 1/100¢ Pur

G Dilué au 1/1000e Pur

Dans le mélange B, 5uL d’ADN de 1572 pur étaient mélangés avec 5uL. d’ADN de 2055 dilué au 1/10e.

Avant de réaliser les mélanges d’ADN, nous avons vérifié la présence d’'une amplification
pour chaque dilution (1/10¢, 1/100¢ et 1/1000¢) des échantillons 1572 et 2055 isolément.
Ainsi, les extraits dilués de 1572 et 2055 ont été amplifiés individuellement par PCR en point
final ciblant le géne codant la protéine gp60, puis migrés sur gel d’agarose 2% afin de vérifier la
présence d’'une bande signant une amplification significative. Cette étape permettait ainsi de
vérifier que de 'ADN de Cryptosporidium sp. était détectable par PCR aux dilutions utilisées
pour chacun des extraits, et ainsi de valider notre schéma de dilutions avant réalisation des

melanges.

c) PCR en temps réel sur les mélanges d’ADN de différentes especes de Cryptosporidium
sp.

Comme indiqué dans la figure 13, les mélanges d’ADN de C. parvum (1572) et C. hominis
(2055) constitués directement a partir des extraits d’ADN étaient destinés a étre amplifiés
d’'une part par PCR en temps réel ciblant le gene codant la sous-unité 18S de ’ARN ribosomal,

et d’autre part par PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60.
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Extraits d’ADN (D23, D24, D26, D45, 1572 et 2055) H CONSTITUTION DES MELANGES }

AaG

PCR en temps réel (18S ARNr) PCR en point final (gp60)
= Détection et identification < Sous-typage
au rang d'espéce

Purification Migration
Quantification PCR nested « overhang»
Sanger —
PCR de séquencage Purification
NGS -
Interprétation PCR d'indexation
Purification
Séquencage

Figure 13 : Schéma illustrant le déroulement de la troisieme partie de nos essais

Les mélanges A a G ont ainsi été amplifiés par PCR en temps réel ciblant le géne codant
la sous unité 18S de I'ARN ribosomal de Cryptosporidium, afin d’en étudier les courbes
d’amplification et de fusion et ainsi évaluer jusqu’a quelle proportion un mélange peut étre
détecté par cette technique. Notons qu’'un mélange dans un échantillon se traduirait par un
double pic sur sa courbe de fusion.

La PCR en temps réel ciblant la sous-unité de 'ARN ribosomal a été réalisée dans les mémes

conditions que celle utilisée pour conforter notre choix d’échantillons en partie a-3) (Page 70).

d) PCR en point final ciblant le gene codant la gp60

Comme l'illustre la figure 13, les quatre échantillons d’ADN issus de I'épidémie de
Divonne les Bains (D23, D24, D26 et D45) et les sept mélanges d’ADN (A a G) ont également
subi une amplification par PCR en point final ciblant le géne codant la protéine gp60. Cette PCR

a permis de générer des amplicons pour ces onze échantillons, permettant de réaliser ensuite
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une PCR de séquencage par technique Sanger. La PCR en point final ciblant le gene codant la

protéine gp60 était la méme que celle utilisée dans nos premiers essais (décrite en annexe 1).

e) Séquencage par la technique Sanger appliquée aux mélanges d’ADN

Les échantillons D23, D24, D26, D45, 1572, 2055 ainsi que les mélanges A a G ont ainsi

été amplifiés par PCR en point final ciblant le géne codant la protéine gp60.

Les produits de PCR ont subi une migration sur un gel d’agarose a 4%. Les échantillons
pour lesquels ont été obtenues plusieurs bandes, un découpage de ces bandes par excision du
gel d’agarose et une purification individuelle était nécessaire, et ce grace au kit Gene]ET gel
extraction kit (ThermoFisher). Quant aux échantillons ne présentant qu'une bande unique en

migration, leur purification a été réalisée sur colonne Amicon Ultra 30K (MerckMillipore).

Apres quantification, les amplicons ainsi purifiés ont été séquencés par la technique

Sanger. Ce séquencage a été réalisé comme décrit dans I'annexe 1.

4) Analyse bio-informatique

Les séquences obtenues par séquencage NGS ont été comparées a une base de données
que nous avons construite, regroupant les séquences consensus des différents sous-types
connus de Cryptosporidium sp. Cette base de données de référence était basée sur celle de la
publication de Zahedi et al. (15) et comprenait 131 séquences (annexe 2) issues de la base
GenBank. Les séquences des sous-types [IaA18G1R1 et IIaA20G1R1, ainsi que celles des
especes C. cuniculus et C. erinacei n’étant pas présentes dans la base de données construite par
Zahedi et al. (15), nous avons réalisé des recherches supplémentaires sur GenBank afin de
compléter au mieux la base de données. L’analyse bio-informatique a été réalisée a I'aide de la
version 1.6 de la méthode DADAZ2. Pour cela, les données générées par séquencage sur MiSeq
(Illumina) ont été préalablement regroupées sous forme de fichiers individuels FastQ et les
nucléotides non biologiques ont été retirés (amorces, index et adaptateurs). La méthode
DADA2 permet de controler la qualité des séquences obtenues (notamment en supprimant
celles dont le score de Phred, un score de qualité de la séquence nucléotidique, est inférieur a

30), fusionner les séquences appariées et éliminer les chimeres. Enfin, les séquences sont
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assignées a la séquence de référence correspondante dans la base de données. Le produit final
de la méthode DADA2 est un fichier .ASV qui regroupe le nombre de chaque variante de
séquences obtenues et a quelles séquences de référence ces variantes correspondent.

Notons qu’a l'issue de la comparaison des séquences obtenues par NGS a celles de notre base
de données, celles qui sortaient finalement en « non appariées » étaient comparées a la base de

données BLAST afin d’essayer de leur associer une identification.

III) Résultats

L’analyse bio-informatique des données de séquencage a permis d’obtenir pour chaque
échantillon un fichier sous format .ASV que nous avons étudié sous Excel. Chaque fichier Excel
permet la comparaison des séquences de référence extraites de la base de données GenBank,
avec les séquences retrouvées lors du séquencage. Les séquences retrouvées par le séquencage
sont classées par groupes de séquences identiques, et sont associées a la séquence de référence

correspondante. Pour illustration, pour un échantillon peut étre retrouvé :

A B C
1 Sous-types de référence Séquences obtenues par séquengage  Nombre de copies de séquences identiques
2 C hominis |bA10G2_AY262031 TCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCALC 150 000
3 C hominis IbAL0G2_AY262031 TCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCAC 25 000
4 |C. hominis IbA20G2_FJ153240 TCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCAC 14 000
5 |C.hominis IbA12G3_KFB79725 TCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCAC 200

Figure 14 : Exemple de fichier .ASV obtenu apres séquencage NGS

Pour cet échantillon, un groupe de 150000 séquences identiques obtenues au cours du
séquencgage correspondent parfaitement a la séquence de référence de C. hominis IbA10G2. Un
second groupe de 25000 séquences identiques est également identifié comme C. hominis
IbA10G2. Ces séquences different de celles du premier groupe par 1 ou 2 pb d’insertions ou
délétions, mais n'empéche pas la correspondance fiable a la séquence de référence (>99% de
similitude de séquences). Pour plus de clarté, ces groupes de séquences ne différant que de
quelques bases mais correspondant finalement au méme sous-type seront réintégrées en un
seul groupe dans la suite du manuscrit. Ainsi, on peut dire ici que 175000 séquences obtenues
au cours du séquencgage correspondent a C. hominis IbA10G2. Un troisieme groupe de 14000

séquences identiques est identifié comme C. hominis IbA20G2. Enfin, le quatrieme groupe de
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séquences identiques obtenues est identifié comme C. hominis IbA12G3 et ne représente que

0.1% du nombre total de séquences obtenues.

1) Premiére partie : Comparaison des deux protocoles de préparation de librairie

Pour chaque protocole de préparation de librairie, trois fichiers ont été obtenus pour les

échantillons 1761, 1770 et 1772. Dans chaque fichier, les différentes séquences identifiées

comme appartenant au méme sous-type ont été regroupées. Les résultats sont présentés dans

le tableau 12.

Tableau 11 : Présentation des résultats obtenus avec le protocole de préparation de librairie
Nextera XT (Illumina) :

Les sous-types en rouge sont les sous-types majoritaires identifiés par séquencage NGS, en se basant sur le
nombre de séquences appariées.

Nombre de | Nombre de | Especes et sous types | Sous-types
séquences totales | séquences identifiés par NGS identifiés par
appariées Sanger
Echantillon 1761 | 159783 157721 C. parvum IIcA5G3 C. parvum IIcA5G3
(98.7%)

2062 (1.3%)

35 autres sous-types

Echantillon 1770

161026

87592 (54%)

C. parvum 11aA18G1R1

C. parvum
11aA18G1R1

15203 (10%)

C. parvum IIcA5G3

13216 (9%)

C. parvum 11aA19G2R1

12703 (8%)

C. parvum 11aA16G2R1

11010 (7%)

C. parvumllaA15G2R2

10566 (6%)

C. parvumllaA15G2R1

9918 (5.5%)

C. parvum 11aA20G3R1

818 (0.5%)

78 autres sous-types

Echantillon 1772

201304

146929 (73%)

C. hominis IbA10G2

C. hominis
IbA10G2

20471 (10%)

C. hominis IbA20G2

18843 (9%)

C. hominis IbA12G3

6820 (3%)

C. hominis IbA9G3

5205 (2%)

C. hominis IbA6G3

2185 (1%)

C. hominis IfA22G1

851 (0.4%)

25 autres sous-types

Les sous-types en rouge sont les sous-types majoritaires identifiés par séquencage NGS, en se basant
sur le nombre de séquences appariées.
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Au total, 522113 séquences de qualité ont été obtenues par séquencage haut débit des

trois échantillons.

Pour rappel, le sous-type de l'’échantillon 1761 identifié par séquencage selon la
technique Sanger est C. parvum IIcA5G3. Un nombre total de 159783 séquences ont été
obtenues par séquencage NGS de cet échantillon. Parmi elles, 157721 séquences soit 98.7%
correspondent a la séquence de référence de C. parvum IIcA5G3. Parmi les 2062 séquences
restantes, des groupes de séquences représentant chacun moins de 1% du nombre total de

séquences ont été retrouvés et été assignés a 35 sous-types différents additionnels.

Pour I’échantillon 1771, 54% des séquences obtenues par séquengage NGS ont montré
un résultat de sous-typage identique au sous-typage par Sanger, a savoir C. parvum
[IaA18G1R1. Néanmoins, d’autres groupes de séquences correspondant a des sous-types
différents ont été retrouvées dans des proportions variant de 0.1% a 10% du nombre total de
séquences obtenues. 818 séquences présentaient un nombre de copies inférieur a 1%,
aboutissant a I'identification de 85 sous-types au total pour I’échantillon 1770.

Parmi les 201304 séquences totales obtenues pour I'échantillon 1772, 73%
correspondaient a la séquence de référence de C. hominis IbA10G2. D’autres groupes de
séquences correspondant a 30 sous-types additionnels sont représentés en proportion

variable, entre 0.1% et 10%.
De méme, trois fichiers ont été obtenus pour les trois échantillons préparés par le

protocole de préparation de librairie 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation

(Illumina). L’analyse des différents résultats sont regroupés dans le tableau 13.
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Tableau 12 : Présentation des résultats obtenus avec le protocole de préparation de librairie
16S Metagenomics Sequencing Library Preparation ([llumina).

Nombre de | Nombre de | Espéces et sous | Sous-types
séquences totales | séquences types identifiés | identifiés par
appariées par NGS Sanger
Echantillon 1761 42421 42421 (100%) C. parvum lIcA5G3 | C. parvum
IIcA5G3
P ———§—§—R—§§
Echantillon 1770 49986 49122 (98.3%) C. parvum C. parvum
[1TaA18G1R1 [1TaA18G1R1
864 (1.7%) C. parvum
[aA11G2R1
P —
Echantillon 1772 30238 30238 (100%) C. hominis IbA10G2 | C. hominis
IbA10G2

Les sous-types en rouge sont les sous-types majoritaires identifiés par séquencage NGS, en se basant
sur le nombre de séquences appariées.

Le séquencage des trois échantillons a permis d’obtenir 122645 séquences de qualité.

100% des séquences issues du séquencage de I'échantillon 1761, soit 42421 séquences,
correspondaient au sous-type C. parvum IIcA5G3. Il s’agit du méme sous-type que celui

retrouvé par séquencage par la technique Sanger.

Le séquencage de I'échantillon 1770 a quant a lui permis de retrouver le sous-type C.
parvum [1aA18G1R1. En effet, 98.3% des séquences totales correspondaient a ce sous-type,
identique a celui retrouvé par la technique Sanger. Notons qu’'un sous-type différent a été

identifié, C. parvum 11aA12G1R1, représentant 1.7% du nombre total de séquences.

Enfin, le séquencage de I'échantillon 1772 a identifié uniquement des séquences
correspondant au sous-type IbA10G2, correspondant a celui identifié suite au séquengage par

la technique Sanger.

A l'issue de ces deux essais, le protocole de préparation de librairie 16S Metagenomics
Sequencing Library Preparation (Illumina) était plus en accord avec les résultats obtenus par
séquencage selon la technique Sanger. En effet, un seul sous-type a été retrouvé avec ce
protocole pour les échantillons 1761 et 1772, et deux sous-types pour I"échantillon 1770. Avec

le protocole Nextera XT (Illumina), le nombre de séquences correspondant au sous-type C.
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parvum 11aA18G1R1 n’ont atteint que 54% des séquences totales et 84% de sous-types
additionnels étaient identifiés, avec des pourcentages de fréquence de séquences allant de
0.1% a 10%. La technique de préparation de librairies utilisant le protocole 16S Metagenomics
Sequencing Library Preparation (Illumina) semble ainsi mieux adaptée que le protocole
Nextera XT (Illumina). Nos observations corroborent le fait que le protocole 16S Metagenomics
Sequencing Library Preparation (Illumina) est celui utilisé dans la plupart des publications
traitant de techniques NGS appliquées a Cryptosporidium sp. Pour ces deux raisons, le
protocole 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina) a été utilisé dans la

suite de nos travaux.

2) Deuxieme partie : Etude de mélanges d’ADN de différentes espéces et/ou sous-types
de Cryptosporidium par NGS.

Les échantillons 1791, 2369, 2094, ainsi que les mélanges d’ADN 1 a 8 avaient dans un
premier temps été amplifiés par PCR en point final ciblant le géne codant la protéine gp60.
Cette premiere PCR a été suivie par une seconde PCR nichée dite « overhang » ciblant le gene
codant la protéine gp60, en accord avec le protocole de préparation de librairie 16S
Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina) choisi précédemment. Les amplicons
issus de ces deux amplifications ont été migrés sur gel d’agarose 2%, et cette migration est

retrouvée dans la figure 17.

2369

2094
12 w3 oef o b B 7o B A .

Figure 15 : Migration sur gel d’agarose 2% apres PCR « overhang » ciblant le géne codant la
protéine gp60 sur les échantillons 1 a 8, 1791, 2094 et 2369.
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Il est a souligner que la migration sur un gel d’agarose a 2% n’était pas suffisamment

discriminante pour mettre en évidence des bandes séparées dans les mélanges 1 a 8 ou deux

(voire trois) espéces pourtant distinctes sont présentes.

De plus, I'échantillon 1791 n’a pas présenté d’amplification significative apres

amplification, comme en atteste I'absence de bande d’amplification sur le gel. Cet échantillon a

toutefois été conservé jusqu’a la fin de notre essai.

Les échantillons ont donc tous été séquencés dans le MiSeq (Illumina). Dans le tableau

14, nous présentons d’abord les résultats obtenus par NGS sur les mélanges d’ADN 1 a 8.

Tableau 13 : Présentation des résultats obtenus par NGS sur les mélanges 1 a 8 lors du second

essai.
Nombre de | Nombre de | Especes et sous types | Proportions
séquences totales | séquences dans
appariées I’échantillon
Mélange 1 152468 95211 (62%) C. parvum 11aA18G1R1 | 85%
55533 (36%) C. hominis IbA10G2 15%
1724 (2%) C.parvum I1aA11G2R1 | 0%

Mélange 2 287924 194803 (67%) C. hominis IbA10G2 60%
89199 (31%) C. parvum 11aA18G1R1 | 40%
3922 (2%) C.parvum 11aA11G2R1 | 0%

Mélange 3 263257 160645 (61%) C. hominis IbA10G2 75%
99188 (37%) C. parvum 11aA18G1R1 | 25%
3424 (2%) C. parvum I1aA11G2R1 | 0%

Mélange 4 705914 507304 (72%) C. hominis IbA10G2 95%
185942 (26%) C. parvum 11aA18G1R1 | 5%
11665 (1.6%) C.parvum 11aA11G2R1 | 0%

Mélange 5 281537 266154(94%) C. hominis IbA10G2 98%
13162 (5%) C. parvum 11aA18G1R1 | 2%
2221 (1%) C. parvum I1aA11G2R1 | 0%

Mélange 6

478854

478830 (100%)

C. hominis IbA10G2

99%

0 (0%)

C. parvum 11aA18G1R1

1%

Mélange 7

121384

121384 (100%)

C. hominis IbA10G2

99.9%

0 (0%)

C. parvum 11aA18G1R1

0.1%

Mélange 8 232804 202456 (87%) C. parvum 11aA15G2R1 | 65%
30348 (13%) C. parvum 11aA20G1R1 | 25%
0 (0%) C. parvum 11aA18G1R1 | 10%
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Le mélange 1 est composé de 85% d’ADN issu de I'échantillon 1770 (C. parvum
[IaA18G1R1) et de 15% d’ADN issu de I'échantillon 1772 (C. hominis IbA10G2). Le nombre
total de séquences obtenues lors du séquencage et retenues aprés analyse par la méthode
DADA2 est de 152468. Parmi elles, 62% des séquences correspondent au sous-type C. parvum
[IaA18G1R1 et 36% au sous-type C. hominis IbA10G2. Un autre sous-type a été identifié, C.

parvum 11aA11G2R1, a hauteur de 2% des séquences totales.

Le mélange 2 est composé de 60% d’ADN de C. hominis IbA10G2 et de 40% d’ADN de C.
parvum 11aA18G1R1. A l'issue du séquencage NGS de ce mélange, les deux espéces sont
retrouvées et représentent 194803 séquences (67%) et 89199 séquences (31%)
respectivement. Un sous-type supplémentaire, C. parvum 11aA12G1 est détecté a hauteur de 2%

des séquences totales.

Le mélange 3 est composé de 25% d’échantillon 1770 (C. parvum 11aA18G1R1) et 75%
d’échantillon 1772. Le sous-type majoritairement détecté a I'issu du séquencage est C. hominis
IbA10G2, a 61%. Le sous-type C. parvum 11aA18G1R1 également présent dans le mélange est
détecté a hauteur de 99188 séquences (37%) correspondant a la séquence de référence. Un
sous-type supplémentaire, C. parvum 11aA12G1 a été identifié a hauteur de 2% des séquences

totales.

Le mélange 4 a été préparé a 'aide de 95% d’ADN de C. hominis (1772) et 5% d’ADN de
C. parvum (1770). Le séquencage NGS de ce mélange a permis d’identifier 507304 séquences
correspondant a C. hominis IbA10G2 et 185942 séquences correspondant a C. parvum
[IaA18G1R1. Un sous type supplémentaire, C. parvum 11aA18G2R1 a été retrouvé a hauteur de

1.6% des séquences totales.

Dans les mélanges 5, 6 et 7, 'ADN de C. parvum 11aA18G1R1 est présent a 2%, 1% et
0.1% respectivement. Le séquencage haut débit du mélange 5 a permis d’identifier des
séquences de ce sous-type, ce qui n’est pas le cas pour les mélanges 6 et 7 dans lesquels il n’a
pas été mis en évidence. Dans ces trois mélanges, le sous-type majoritaire a été identifié avec

succes.
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Enfin, le mélange 8 est composé de trois sous-types de C. parvum génétiquement
proches, en proportion de 10% (C. parvum [1aA18G1R1), 25% (C. parvum [1aA20G1R1) et 65%
(C. parvum 11aA15G2R1). Seuls les deux sous-types majoritaires du mélange ont été détectés
par séquencage. Parmi les 232804 séquences totales obtenues lors du séquencage, 86% des
séquences ont été identifiées comme C. parvum [1aA15G2R1 et 13% comme du C. parvum
[IaA20G1R1. Le sous-type C. parvum [1aA15G2R1, dont I’ADN était présent a 10% dans le

mélange 8 n’a pas été détecté.

Tableau 14 : Présentation des résultats obtenus par NGS sur les échantillons 1791, 2094 et
2369.

Nombre de | Nombre de | Espéces et sous types Proportion
séquences totales | séquences dans
appariées I’échantillon
1791 126 114 (90%) C. erinacei XI11aA21R1 100%
12 (10%) C. hominis IbA10G2 0%
P —
2094 22247 20223 (90%) C. meleagridis 100%
[TIgA21G3R1
2024 (10%) Non appariées 0%

2369 142271 142271 (100%) | C. cuniculus VbA24 100%

Nous nous intéressons maintenant aux trois espéces plus rares que sont C. erinacei
XIlTaA21R1 (1791), C. meleagridis 11IgA21G3R1 (2094) et C. cuniculus VbA24 (2369). Les

résultats obtenus par séquencage NGS sont présentés dans le tableau 15.

Le séquencage de I'échantillon 1791 a rapporté 114 séquences correspondant a C.
erinacei XIlIaA21R1 et représentant 90% des séquences obtenues. Cependant, le nombre de
séquences générées lors du séquencage était faible, probablement di a la tres faible
amplification de I"’échantillon objectivée lors de la migration sur gel d’agarose (Figure 17 page
80). De plus, 10% des séquences obtenues ont permis d’identifier C. hominis IbA10G2, non
identifié initialement dans I"échantillon. Ce résultat reste difficile a interpréter compte tenu du

tres faible nombre de séquences générées (12 séquences).



Le séquencage des échantillons 2094 et 2369 a permis d’identifier avec succes I'espece
et le sous-type initialement identifiés par séquencage selon la méthode Sanger. Cependant,
concernant l’échantillon 2094, 10% des séquences (soit 2024 séquences) n’étaient pas

appariées.

Il est néanmoins important de préciser que 'identification de ces especes a nécessité de
comparer les séquences obtenues par NGS a la base de données du logiciel BLAST, révélant les
limites de la base de données initialement constituée pour ce travail. En effet, de nombreuses
séquences étaient classées « non appariées » a l'issue du séquengage NGS, et c’est seulement
apres comparaison aux séquences incrémentées dans le logiciel BLAST qu’il nous a été possible
de les identifier. Cela révele qu'’il est important de comparer les séquences non appariées a
celles incrémentées dans le logiciel BLAST avant de conclure. Ici, 2024 séquences obtenues par
séquencage de I’échantillon 2094 sont restées « non appariées » apres recherche sur le logiciel

BLAST.

3) Troisieme partie : Etude de mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp. par PCR en temps
réel ciblant le géne codant la sous-unité de 'ARN ribosomal et par séquencage selon la
technique Sanger.

Les échantillons choisis pour cette troisieme partie étaient les échantillons D23, D24,
D26, D45, 1572 et 2055. Une PCR en temps réel ciblant la sous-unité de 'ARN ribosomal a
permis de valider notre choix d’échantillons. Elle a permis (i) de vérifier que 'ADN de
Cryptosporidium sp. initialement détecté dans des extraits de selles étaient toujours
amplifiables aprés conservation et (ii) évaluer de facon semi-quantitative pour la premiére fois
la quantité d’ADN parasitaire des échantillons de Divonne les Bains (D23, D24, D26 et D45).

Les résultats obtenus par cette PCR en temps réel sont présentés dans le tableau 16.
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Tableau 15 : Présentation des résultats obtenus par PCR en temps réel ciblant le gene codant la
sous-unité de I’ARN ribosomal

Echantillons Crobtenus Identifications Identifications
attendues obtenues (Tm)

D23 X C. hominis + C. hominis (61.6)
C. parvum

D24 23.6 C. hominis C. hominis (60.9)

D26 20 C. hominis + C. parvum (53.4) +
C. parvum C. hominis (61.2)

D45 31 C. hominis + C. parvum (53.6)
C. parvum

1572 16.2 C. parvum C. parvum (53.4)

2055 17.4 C. hominis C. hominis (60.6)

Les courbes d’amplification et les courbes de fusion obtenues par PCR en temps réel sur
les échantillons sont présentées dans les figures 18 et 19. En plus des échantillons de
I'épidémie de Divonne, les échantillons 1572 et 2055 ont été testés par PCR en temps réel
ciblant le gene de la sous-unité de I'ARN ribosomal afin de vérifier la stabilité apres
conservation de la quantité d’ADN de Cryptosporidium sp. Leur forte positivité a été de
nouveau confirmée avec des valeurs de Cr similaires a celles initialement obtenues (i.e. Cr < 20
cycles), confirmant la possibilité de les utiliser pour réaliser les mélanges d’ADN dans les essais

ultérieurs.

L’échantillon D23 a été tres faiblement amplifié, mais avec une valeur de Cr au-dela de
45 cycles. Néanmoins, sa courbe de fusion a permis d’affirmer que 1'échantillon contenait bien
de 'ADN de Cryptosporidium sp. en faible quantité. A ce titre, cet échantillon a été conservé et

utilisé dans la suite de notre travail comme échantillon faiblement positif.

Des mélanges d’ADN de C. parvum et C. hominis étaient attendus pour les échantillons
D23, D26 et D45. Seuls les résultats de 'amplification par PCR de I’échantillon D26 ont permis
de mettre en évidence I'existence d’'un mélange de deux especes de Cryptosporidium sp. La
faible concentration en ADN des échantillons D23 et D45 (faible positif a 31 Cr) pourrait

expliquer cette absence de détection des deux espéces de Cryptosporidium sp.
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Amplification Curves
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Figure 16 : Courbes d’amplification obtenues par PCR en temps réel réalisée sur les
échantillons D23, D24, D26, D45, 1572 et 2055.

NTC1 et NTC2 = controles négatifs

26 =D26

Repl. of 26 = Répétition de I'échantillon D26
TPOS = témoin positif
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Melting Peaks
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Figure 17 : Pics de fusion (obtenus a partir des courbes de fusion) issus de la PCR en temps réel
réalisée sur les échantillons D23, D24, D26, D45, 1572 et 2055.

NTC1 et NTC2 = controles négatifs

26 =D26

Repl. of 26 = Répétition de I'’échantillon D26
TPOS = témoin positif

Le choix des échantillons 1572 et 2055 ayant été validé par cette PCR en temps réel, les

dilutions envisagées ont pu leur étre appliquées afin de créer des mélanges d’ADN de deux

especes différentes : C. parvum et C. hominis.

Des dilutions au 1/10¢, 1/100¢ et 1/1000¢ ont été réalisés directement sur les extraits

d’ADN des échantillons 1572 et 2055 (comme décrit dans le tableau 11 page 73). Les produits

de dilution ainsi obtenus ont été amplifiés individuellement par PCR en point final ciblant le

gene codant la protéine gp60. Les amplicons obtenus a l'issue de cette PCR ont été migrés sur
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gel d’agarose a 2%. Cela a permis de s’assurer que le schéma de dilution élaboré était correct et

permettait une amplification méme dans les dilutions les plus fortes, correspondant aux

concentrations d’ADN les plus faibles. Les résultats de migration sont présentés sur la figure

20.

Figure 18 : Migration des produits de la PCR en point final ciblant le géne codant la protéine
gp60 sur gel d’agarose 2%

Le cadre rouge a gauche met en évidence les bandes de migration des produits de PCR obtenus a partir de 'extrait
d’ADN de 1572 dilué au 1/10e, 1/100e et 1/1000e - Le cadre rouge a droite met en évidence les bandes de
migration des produits de PCR obtenus a partir de 'extrait d’ADN de 2055 dilué au 1/10e, 1/100e et 1/1000e.

Apres migration des amplicons de la PCR en point final ciblant le gene codant la
protéine gp60 sur gel d’agarose 2%, nous observons que 'échantillon 1572 a été amplifié avec
succes par la PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60, et ce pour toutes les
dilutions, y compris les plus fortes (i.e. au 1/1000¢). Ces observations suggerent que cette PCR
en point final permet 'amplification d’ADN de Cryptosporidium sp. présent dans I’échantillon
1572, méme a des concentrations faibles, et donc que cette PCR ne serait pas un facteur

limitant pour la suite de nos essais.

Pour ce qui est de I’échantillon 2055, les produits de dilution au 1/10¢, 1/100¢ et
1/1000¢ ont été amplifiés avec succes. Néanmoins, I’échantillon 2055 n’a pas pu étre amplifié
pur, probablement en raison de la présence d’inhibiteurs de la PCR dans l'extrait d’ADN. Afin

de lever l'effet de I'inhibiteur, nous avons dilué I’échantillon 1572 au 1/5¢me, Or, comme cela I'a
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été décrit dans le tableau 11 (page 73), les mélanges A, E, F et G devaient contenir 5uL. d’ADN
de 2055 pur. La constitution de ces mélanges a donc été modifiée en tenant compte du facteur
de dilution au 1/5¢ de 2055, afin de conserver les proportions envisagées. Par exemple, dans le
mélange A il était envisagé de mélanger 5uL. d’ADN de 1572 pur et 5uL d’ADN de 2055 pur.
L’ADN de 2055 devant étre dilué au 1/5¢ pour lever 'effet de I'inhibiteur de la PCR, I’ADN de
1572 devait étre dilué au 1/5¢ également pour respecter les proportions du mélange A. Le

nouveau schéma des mélanges d’ADN de 1572 et 2055 est présenté dans le tableau 17.

Tableau 16 : Schéma de construction des mélanges envisagé aprées constatation de la présence
d’un inhibiteur de PCR dans I’échantillon 2055 pur.

Mélanges 1572 2055

A Dilué au 1/5¢ Dilué au 1/5¢
B Pur 1/10¢

C Pur 1/100¢

D Pur 1/1000¢

E Dilué au 1/50¢ Dilué au 1/5¢
F Dilué au 1/500¢ Dilué au 1/5¢
G Dilué au 1/5000¢ Dilué au 1/5¢

Les valeurs en rouge correspondent aux valeurs qui ont été modifiées en tenant compte de la dilution
de I'échantillon 2055 au 1/5e.

La dilution au 1/5¢ de I’échantillon 2055 a donc entrainé une modification du schéma de
constitution des mélanges A, E, F et G. L’ADN de I'échantillon 1572 a été dilué au 1/5000¢ puis a
été amplifié par PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60. Le produit de PCR a
été migré sur gel d’agarose a 4% afin de vérifier la présence d’'une amplification par la PCR

malgré sa faible concentration. La figure 21 montre le résultat de cette migration.
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Echantillon 1572 dilué au 1/5000¢ = puits n°8 - bande trés discréte sur la photo
Echantillon 2055 dilué au 1/5¢ = puits n°

Figure 19 : Migration sur gel d’agarose 4% des produits de PCR en point final ciblant le géne
codant la protéine gp60 appliquée a I’échantillon 2055 dilué au 1/5e et a I'échantillon 1572
dilué au 1/5000e

Comme le montre la migration des produits de la PCR en point final ciblant le gene
codant la protéine gp60 sur gel d’agarose, la dilution au 1/5¢ de I'’échantillon 1572 a permis de
lever I'effet de I'inhibiteur de PCR. Cela est objectivé par la présence d'une bande de migration
sur le gel. De plus, une bande discrete est apparue lors de la migration du produit de PCR de
I’échantillon 1572 dilué au 1/5000¢. Cette constatation suggére que la PCR en point final
permet I'amplification d’ADN de Cryptosporidium sp. présent dans I"échantillon 1572 dilué au

1/5000¢. Cela a permis de valider notre nouveau schéma de mélanges.
Les mélanges A a G constitués d’ADN de C. parvum (1572) et C. hominis (2055) ont donc
pu étre étudiés par PCR en temps réel (18S ARNr) et par séquencage par la technique Sanger

(apres amplification par PCR en point final ciblant le géne codant la protéine gp60).

Les résultats de la PCR en temps réel ciblant la sous-unité de I’ARN ribosomal appliquée

aux mélanges d’ADN A a G sont exposés dans le tableau 18 et les figures 22 et 23.
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Amplification Curves
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Figure 20 : Courbes d’amplification issues de la PCR en temps réel appliquée aux mélanges
d’ADN de C. parvum et C. hominis (A a G).

Mix A = Mélange A
CTRL neg = Contrdle négatif
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Figure 21 : Pics de fusion issus de la PCR en temps réel appliquée aux mélanges d’ADN de C.
parvum et C. hominis (A a G).

Mix A = Mélange A

CTRL neg = Contrdle négatif
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Tableau 17 : Résultats obtenus par PCR en temps réel ciblant le géne codant la sous-unité 18S
de 'ARN ribosomal sur les mélanges A a G du troisiéme essai.

Mélanges Crobtenus Composition des | Identifications
mélanges obtenues (Tm)

A 19.03 C. hominis (50%) + C. hominis (61.9) +
C. parvum (50%) C. parvum (54.2)

B 17.10 C. hominis (10%) + C. hominis (61.9) +
C. parvum (90%) C. parvum (54.3)

C 17.09 C. hominis (1%) + C. parvum (54.4)
C. parvum (99%)

D 17.08 C. hominis (0.1%) + C. parvum (54.5)
C. parvum (99.9%)

E 20.28 C. hominis (90%) + C. hominis (61.8) +
C. parvum (10%) C. parvum (54.2)

F 20.57 C. hominis (99%) + C. hominis (61.9)
C. parvum (1%)

G 20.58 C. hominis (99.9%) + C. hominis (61.6)
C. parvum (0.1%)

Les mélanges d’ADN de C. parvum et C. hominis ont été détectés avec succes par la PCR
en temps réel dans les échantillons A, B et E. Cela se traduit par un double pic sur la courbe de
fusion et donc deux valeurs de Tm pour ces trois échantillons. Pour les mélanges C, D, E et G,

seuls les variants majoritaires ont été identifiés.

Autrement dit, la PCR en temps réel est capable de détecter un variant d’espece
minoritaire dont '’ADN propre représente au moins 10% du meélange d’ADN d’especes
différentes de Cryptosporidium présentes dans I’échantillon. En effet, dans notre essai, lorsque
le variant minoritaire était présent a 0.1% ou 1% de I’ADN total de Cryptosporidium sp., la PCR
en temps réel ciblant le gene codant la sous-unité de I’ARN ribosomal permettait uniquement
'identification du variant majoritaire dans le mélange, a savoir C. parvum pour les mélanges C

et D, et C. hominis pour les mélanges F et G.
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Enfin, les mélanges d’ADN de C. parvum et C. hominis A a G, ainsi que les quatre
échantillons issus de I'épidémie de Divonne les Bains (D23, D24, D26, D45) ont été amplifiés
par PCR en point final ciblant le géne codant la protéine gp60 puis séquencés selon la
technique Sanger. Une migration des produits de PCR obtenus aprés premiére amplification a

été réalisée sur un gel d’agarose a 4%. L’'image obtenue est présentée figure 24.

Figure 22 : Migration sur gel d’agarose 4% des produits de PCR en point final ciblant le gene
codant la protéine gp60 appliquée aux mélanges d’ADN de C. parvum et C. hominis (A a G).

Pour les échantillons A, B et E, deux bandes ont été observées sur le gel d’agarose, ce qui
a permis de les isoler par excision du gel, de les purifier et de les séquencer séparément. Quant
aux échantillons C, D, F et G, ils ne présentaient qu'une seule bande en migration. C’est donc la
totalité des produits de PCR qui a été purifiée et séquencée pour ces 4 échantillons.
Les résultats de séquencage selon la technique Sanger obtenus sont présentés dans le tableau

19. Un exemple de chromatogramme et de séquences déduites sont présentés figures 25 a 28.
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Tableau 18 : Résultats du séquencgage selon la technique Sanger des mélanges A a G et des

échantillons de Divonne les Bains (D23, D24, D26, D45) lors du troisieme essai.

Mélanges Composition des | Résultats du
mélanges séquencage Sanger

A C. hominis (50%) + C. hominis IbA10G2 +
C. parvum (50%) C. parvum I1cA5G3

B C. hominis (10%) + C. hominis IbA10G2 +
C. parvum (90%) C. parvum I1cA5G3

C C. hominis (1%) + C. parvum I1cA5G3
C. parvum (99%)

D C. hominis (0.1%) + C. parvum IIcA5G3
C. parvum (99.9%)

E C. hominis (90%) + C. hominis IbA10G2 +
C. parvum (10%) C. parvum IIcA5G3

F C. hominis (99%) + C. hominis IbA10G2
C. parvum (1%)

G C. hominis (99.9%) + C. hominis IbA10G2
C. parvum (0.1%)

D23 C. hominis + X
C. parvum

D24 C. hominis C. hominis IbA10G2

D26 C. hominis + C. parvum IIcA5G3 +
C. parvum C. hominis IbA10G2

D45 C. hominis + C. parvum IIcA5G3 +
C. parvum C. hominis IbA10G2

Les deux especes C. parvum et C. hominis ont été identifiées avec succes dans les

meélanges A, B et E. Seule 'espece majoritaire a été identifiée dans les autres mélanges

constitués de ces deux especes.
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Figure 23 : Chromatogramme obtenu par le séquencage selon la technique Sanger de
I’échantillon G en anti-sens (en reverse complément).
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Figure 24 : Chromatogramme obtenu par séquencage par la technique Sanger de I’échantillon G
en sens.
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Figure 25 : Séquence obtenue par séquencage par la technique Sanger de I'échantillon G en
sens
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Figure 26 : Séquence obtenue par séquencage par la technique Sanger de I'échantillon G en
anti-sens.

Puits n®1 = D23
Puits n"2 = D24
Puits n"3 = D26
Puits n°4 = D45

Figure 27 : Migration sur gel d’agarose 4% des produits de PCR en point final ciblant le gene
codant la protéine gp60 pour les échantillons de Divonne les Bains

Concernant les échantillons de Divonne les Bains (D23, D24, D26, D45), la premiere PCR
en point final ciblant le géne codant la protéine gp60 n’a pas permis d’amplifier suffisamment
I’échantillon D23 et D45. Cela est objectivé sur la figure 29 par 'absence de bande de migration
concernant les amplicons de D23 et D45. Pour ces deux échantillons une seconde PCR nichée
en point final identique a la premiére a donc été réalisée. Cette seconde PCR a permis
d’amplifier avec succes I’échantillon D45 qui a ensuite pu étre séquencé, mais pas I’échantillon

D23 qui est resté négatif. Cet échantillon a néanmoins été passé en séquencgage.
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Pour I'échantillon D24, une seule bande de migration a été retrouvée sur gel d’agarose, en
accord avec lidentification attendue d’'une seule espece de Cryptosporidium. Quant a
I’échantillon D26, deux bandes ont été visualisés sur le gel d’agarose, qui ont été séparées par
excision du gel, puis purifiées et séquencées séparément. La figure 29 présente les résultats de

la migration sur gel des échantillons de Divonne les Bains apres la premiere PCR.

Le séquencage par la technique Sanger de ces 4 échantillons a permis de retrouver les
meélanges d’especes C. parvum et C. hominis attendus pour les échantillons D26 et D45. Notons
que les sous-types sont identiques entre les deux échantillons. Le séquencage de I’échantillon
D24, identifié en 2003 comme positif a C. hominis, a permis de confirmer cette espece et d’en
préciser le sous-type: C. hominis IbA10G2. Enfin, le séquencage de I'échantillon 23 n’a pas
permis d’identifier Cryptosporidium ce qui est en accord avec les résultats négatifs obtenus par

la PCR nichée en point final ciblant la protéine gp60.
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DISCUSSION

L’absence de thérapie pleinement efficace contre Cryptosporidium sp. donne a la
connaissance épidémiologique de ce parasite une place prépondérante dans son controle. Les
techniques de sous-typage s’'inscrivent dans cet objectif. Ces techniques se basent
principalement sur du séquencage Sanger, qui peut étre mis en défaut pour la détection de
mélanges de différentes especes et/ou sous-types de Cryptosporidium sp. comme cela a pu étre
décrit a plusieurs reprises dans la littérature scientifique. Dans le but de dépasser ces limites,
le séquencage haut débit a trouvé une place croissante dans l'étude du parasite et son sous-
typage. En nous basant sur des publications ayant étudié le séquencage haut débit
d’échantillons d’eaux usées, de selles d’animaux ou encore de selles humaines positifs a
Cryptosporidium sp. (15,37,83,84,87), nous nous sommes intéressés a cette technique

appliquée a I’étude de ce parasite, afin d’en confirmer les capacités et d’en préciser les limites.

I) Premiere partie : Définition du meilleur protocole

Le séquencage de Cryptosporidium par NGS est apparu récemment dans la littérature
scientifique. Les protocoles entre les différentes publications souffrent pour I'heure d'un
manque de standardisation. Différents protocoles de préparation de librairie ont été utilisés,
différents génes ont été ciblés pour le sous-typage, différents automates de NGS ont été
employés (15,37,83,84,87). Nos premiers essais avaient donc pour objectif de trouver un
protocole fiable, adapté a la problématique qu’est le sous-typage de Cryptosporidium sp. Pour
cela, nous avons eu recours a trois échantillons positifs a une espece de Cryptosporidium sp,
préalablement sous-typés par séquencage selon la technique Sanger, ciblant le géne codant la
gp60. 1l est apparu a l'issue de la comparaison des deux protocoles une différence importante

quant aux résultats obtenus sur nos échantillons.

Le meilleur accord avec les résultats obtenus par la technique Sanger est apparu avec le
protocole 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina). En effet, les
séquences correspondant au sous-type trouvé par Sanger représentaient en moyenne 99.3%
des séquences totales obtenues par NGS pour nos trois échantillons. Cette moyenne était
seulement de 75% avec le protocole Nextera XT (Illumina). De plus, il a été trouvé 150 sous-
types additionnels erronés avec le protocole Nextera XT (Illumina) sur I'ensemble de nos

échantillons, alors qu’il n’en a été trouvé qu'un avec le protocole 16S Metagenomics
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Sequencing Library Preparation (Illumina). Ceci montrait donc une plus grande concordance
des résultats du séquencage par la technique Sanger et du séquencage NGS utilisant le
protocole16S Metagenomics Sequencing Library Preparation (Illumina), et une moindre
variabilité des résultats. Cette variabilité du protocole Nextera XT (Illumina) peut s’expliquer
par le processus de tagmentation, qui consiste en une fragmentation aléatoire des fragments
d’ADN. La taille minimale des fragments étudiés doit étre de 300pb, nous sommes ici autour de
350pb, mais cela semble insuffisant. Statistiquement, la fragmentation aléatoire a certainement
lieu dans la région microsatellite indispensable au sous-typage de Cryptosporidium sp.,
expliquant probablement la grande variabilité de nos résultats avec ce protocole. Cette étape
était donc primordiale afin de choisir un protocole de préparation de librairie qui assure des
résultats justes, avec un faible bruit de fond. A Tl'aide du protocole 16S Metagenomics
Sequencing Library Preparation (Illumina), le séquencage haut débit de I’échantillon 1770,
préalablement identifié comme C. parvum 11aA18G1R1 par séquencage selon la technique
Sanger, a néanmoins identifié un sous-type supplémentaire : C. parvum 11aA11G2R1. Devant
I'absence de bruit de fond concernant les autres échantillons (1761 et 1772), la question peut
se poser d'un éventuel sous-type réellement présent dans I'échantillon et ignoré par sous-

typage Sanger.

II) Deuxiéme partie : Identification de variants minoritaires au sein de mélanges d’ADN

de Cryptosporidium par NGS

Dans un second temps, le protocole 16S Metagenomics Sequencing Library Preparation
(Ilumina) a été mis en application afin d’étudier huit mélanges d’ADN de C. parvum et C.
hominis en proportions variables, dont nous connaissions la composition, ainsi que trois
échantillons constitués d’especes rares (C. meleagridis, C. cuniculus et C. erinacei). Cet essai
avait pour principal objectif de confirmer que le séquencage haut débit peut mettre en
évidence efficacement des variants minoritaires de Cryptosporidium sp. au sein de mélanges
d’espéces, voire de sous-types de méme espece, comme cela a été rapporté dans la littérature
(15,37,84). Cela a été le cas, vue que 75% des mélanges ont été mis en évidence avec succes par
séquencage. Le séquencage NGS de 2 mélanges d’ADN sur les 8 n’a pas permis de mettre en
évidence un quelconque variant minoritaire de Cryptosporidium sp., et ce quand ce variant était
présent a 0.1% et 1%. La valeur de détection la plus basse d’'un variant minoritaire a été de 2%.

Un sous-type supplémentaire a été identifié par NGS dans 5 mélanges sur 8, il s’agit de C.

100



parvum I11aA11G2R1. Sa présence semble liée a I’échantillon 1770. En effet, les mélanges dans
lesquels le séquengage NGS n’a pas permis de mettre en évidence ’ADN de I’échantillon 1770,
le sous-type C. parvum 11aA11G2R1 était lui aussi absent. De plus, le sous-type C. parvum
[IaA11G2R1 était le méme que celui mis en évidence dans I'échantillon 1770 au cours de notre
premier essai a de nouveau été retrouvé. Deux hypothéses peuvent ainsi étre soulevées a partir
de cette constatation :

- Soit le sous-type C. parvum 11aA11G2R1 est réellement présent dans I'échantillon 1770 et a
été ignoré jusque-la par la technique Sanger, mais a été mis en évidence par NGS. Cela
corroborerait des observations de précédentes études dans lesquels le NGS retrouve le sous-
type majoritairement identifié par Sanger, mais également des sous-types additionnels en plus
faible proportion (15,)

- Soit le sous-type C. parvum 11aA11G2R1 représente un artéfact et est le reflet du bruit de fond
de la technique. Dans tous nos échantillons, il a été identifié a hauteur de 1.7% en moyenne.
Cela signifierait donc qu'un sous-type identifié a hauteur de 1.5% dans un échantillon par
séquencage haut débit devrait étre considéré comme du bruit de fond.

Un clonage de I'échantillon 1770 suivi du séquencage des clones obtenus permettrait de faire la

lumiere quant a la composition réelle de cet échantillon.

Les trois especes rares ont été identifiées avec succes par séquencage NGS, ainsi que
leur sous-type, identique a celui retrouvé par le séquencage selon la technique Sanger. Elles ont
néanmoins nécessité de faire plus de recherches complémentaires sur le logiciel BLAST que
pour C. parvum et C. hominis. Cela s’explique certainement par le fait que ce sont des especes
plus rarement décrites en pathologie humaine, et donc qu'il existe un plus faible nombre de
séquences déposées sur les plateformes telles que GenBank, qui nous a servi a construire notre
base de données. Cela a permis de révéler les insuffisances de notre base de données, mettant
en lumiere la nécessité d’incrémenter régulierement cette derniere, et de systématiquement
comparer nos séquences obtenues par NGS au logiciel BLAST avant de conclure lorsque celles-

ci n‘ont pas pu étre appariées aux séquences de notre base de données.

Ce second essai comporte néanmoins des limites. Le seuil de détection de 2% d’un
variant minoritaire par NGS peut étre mis en cause. En effet, il est possible que les dilutions
aient été trop fortes lorsque I'échantillon 1770 a été dilué au 1/100¢ et au 1/1000¢ afin qu'’il

soit présent a 1% et 0.1% dans le mélange. En effet, ces dilutions fortes appliquées a
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’échantillon 1770, dont le Cr pur était de 28 cycles, ont peut-étre empéché son amplification
par PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60, pouvant expliquer qu’aucun ADN
n'a été amplifié et donc détecté par NGS. La limite de détection ne serait alors pas due
directement au NGS mais a la limite de la PCR initiale. Ce seuil de 2% nécessite donc d’étre
confirmé, et ce en utilisant des échantillons fortement positifs et en s’assurant que les dilutions
appliquées n’empéchent pas l'amplification de I'’ADN des les premieres étapes du NGS,

consistant en une PCR en point final ciblant le gene codant la protéine gp60.

III) Troisiéme partie : Etude de mélanges d’ADN par les techniques déployées en routine

au laboratoire

L’objectif de ce troisieme essai était d’étudier différents échantillons positifs a
Cryptosporidium sp. de la méme maniere qu’ils le seraient en routine au laboratoire. Les
échantillons étaient des mélanges d’ADN de C. parvum et C. hominis en proportion variable et
connue, ainsi que des échantillons issus d’'une épidémie francaise identifiée avec un mélange de
C. hominis et C. parvum. 1l est ressorti de cet essai que les techniques de routine, a savoir la PCR
en temps réel et le séquencage par la technique Sanger, sont capables d’identifier des mélanges
d’ADN de Cryptosporidium sp. quand le variant minoritaire est présent a hauteur de 10%.
Néanmoins, les variants étaient non détectés lorsqu’ils étaient présents a hauteur de 0.1% et
1%. Quant aux échantillons issus d’'une épidémie a Divonne les Bains, ils ont été identifiés en
accord avec ce qui avait été trouvé en 2003, a savoir des mélanges de deux espéces de
Cryptosporidium sp. Il apparait donc que les techniques actuellement déployées en routine sont

capables d’identifier des mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp.

Nous avions prévu de comparer le séquencage selon la technique Sanger et le NGS
directement sur les mémes échantillons, dans les mémes conditions que celles qui ont été
réalisées dans la troisieme partie de nos essais. Cela a été réalisé mais le séquencage NGS sur
I'automate MiSeq (Illumina) n’a pas fonctionné. Cela nous aurait permis de voir si, réalisés dans
les mémes conditions, le séquencage NGS montrait une supériorité quant au seuil de détection
d’'un variant minoritaire au sein d’'un mélange par rapport au séquencage par la technique
Sanger. De plus, cela aurait permis de voir si le séquencage haut débit de 1’échantillon D23

aurait donné un résultat, la ou le séquencgage par la technique Sanger n’a pas pu en donner.
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L’échec de cette expérimentation du NGS souligne la difficulté technique de cette approche de

séquencage, qui demande du temps et des opérateurs expérimentés.

V) Perspectives

ATissue de nos essais, le NGS apparait comme une approche intéressante pour apporter
des réponses satisfaisantes dans la caractérisation des co-infections au sein d’échantillons
cliniques. Le séquengage massif en paralléle de nombreux échantillons en parallele rend cette
technique particulierement intéressante dans I'étude d’épidémies. Il conviendrait donc a
présent d’étudier a l'aide de cette technique des échantillons d’épidémies sous-typés au
laboratoire par la technique Sanger, afin de comparer I'apport en termes de temps, de colit et
surtout d’apport informatif épidémiologique. Des échantillons de I'épidémie récente de Grasse
pourraient ainsi étre analysés, ou encore des échantillons d’épidémies mixtes caractérisées.

A l'issue de ce travail, des pistes de réflexion sont apparues. Un lien entre la proportion
d’ADN d’un sous-type au sein d’'un mélange et le nombre de séquences appariées a ce sous-type
semble apparaitre. Néanmoins, n’ayant eu qu’'un échantillon dans lequel C. parvum était
majoritaire, il est indispensable de réaliser des travaux supplémentaires en étudiant de
nouveaux mélanges connus d’ADN.

Enfin, il apparait primordial de réaliser de nouveaux tests afin de pouvoir déterminer
avec certitude un seuil d’exclusion fiable, qui permette d’ignorer les sous-types identifiés a tort,
sans pour autant écarter faussement des sous-types bel et bien présents dans I'échantillon
étudié. Cela est prévu prochainement, dans les mémes conditions que celles utilisées pour

évaluer le séquencage de mélanges d’ADN par technique Sanger.
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CONCLUSIONS

Notre travail portait sur I’'évaluation du séquencage haut débit (NGS) pour I'étude
de Cryptosporidium spp. et plus particulierement pour son sous-typage en ciblant le gene
codant la glycoprotéine 60 (gp60). Ce travail s’appuyait sur des publications récentes
démontrant la capacité du NGS a identifier des variants minoritaires au sein de mélanges
d’ADN, situations ou le séquencage par la technique Sanger, aujourd’hui largement déployé
pour le sous-typage de Cryptosporidium spp., peut étre mis en défaut.

Nos essais nous ont, dans un premier temps, permis de déterminer quel protocole
de préparation de librairie était le plus adapté a notre problématique, afin d’assurer des
résultats fiables pour la suite de nos essais. C’'est le protocole 16S Metagenomics Preparation
Library (Illumina) qui nous a permis de trouver des résultats moins variables que le
protocole Nextera XT (Illumina) sur des échantillons positifs a une seule espéce (et un seul
sous-type) de Cryptosporidium spp. Ce protocole a donc été utilisé pour la suite de nos
essais.

Des mélanges d’ADN réalisés a I'aide d’échantillons positifs a C. parvum 11aA18G1R1
et C. hominis IbA10G2, ont été constitués de maniere a connaitre leur composition et
principalement la proportion de chaque espéce dans le mélange. Les échantillons positifs a
C. parvum et C. hominis avaient été préalablement identifiés individuellement par
séquencgage selon la technique Sanger. Comme rapporté dans la littérature, le séquencage
haut débit a permis d’identifier les deux especes de Cryptosporidium sp. présentes dans nos
mélanges d’ADN, et également de retrouver les mémes sous-types que ceux identifiés par

séquencage selon la technique Sanger. Les deux especes ont en effet été détectées dans 75%
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de nos mélanges d’ADN, et ce jusqu’a une proportion de 2% concernant le variant
minoritaire. Ce dernier était ignoré dans les mélanges ou il était en proportion de 0.1% et
1%. Un sous-type supplémentaire de C. parvum (C. parvum 11aA11G2R1) a été identifié lors
du séquengage haut débit des mélanges d’ADN. Cela a soulevé deux hypotheéses : soit il s’agit
d’'un sous-type supplémentaire présent dans un de nos échantillons et qui a été ignoré
jusqu’ici, soit il s’agit d’'un artéfact de la technique NGS. Ces deux pistes nécessitent d’étre
explorées.

Enfin, nous nous sommes intéressés au séquencage par la technique Sanger de
mélanges d’ADN de C. parvum 1IcA5G3 et C. hominis IbA10G2 dont la proportion relative
était connue. Ici, le variant minoritaire était détecté jusqu’a une proportion de 10% mais
indétectable a 0.1% et 1%. Il semble donc que, comme cela a été décrit dans la littérature
scientifique, le NGS soit plus en mesure de mettre en évidence des infections mixtes que le
séquencage selon la technique Sanger.

De nouveaux travaux sont prévus prochainement afin de préciser les résultats que
nous avons obtenus. En effet, il reste a déterminer plus précisément le seuil de détection des
variants minoritaires par séquencage haut débit, et déterminer un seuil permettant de

distinguer de facon fiable des artéfacts ou de réels sous-types présents au sein d'un isolat.

Le Directeur de thése, Le Président, Vu pour l'autorisation de
Soutenance

2 Dijon, le
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ANNEXES

Annexe 1 : Protocole du séquencage par la technique Sanger.

La technique de sous-typage par séquencage Sanger repose sur I'amplification en point final
d’un fragment du géne de la gp60, puis son séquencage. Notons que cette technique est réalisée
au laboratoire de parasitologie du CHU de Dijon dans 'optique de son activité de laboratoire
collaborateur du CNR-LE Cryptosporidium. L’amplification repose sur une PCR simple suivie
d’'une éventuelle PCR nichée si le résultat de la PCR simple s’avére négatif. Un résultat positif
est caractérisé par la présence d’'une bande d’amplification comprise entre 300 et 400pb sur
gel a 2% d’agarose (taille variable en fonction de I'espece et du nombre de répétitions au sein
du microsatellite). Notons que les trois échantillons choisis pour notre étude (1761, 1770 et
1772) n’ont nécessité qu'une PCR simple afin d’assurer une amplification suffisante.

Les amorces utilisées sont identiques pour la PCR simple et la PCR nichée. Leurs séquences
sont pour I'amorce sens AL3532: 5° - TCCGCTGTATTCTCAGCC - 3’et pour 'amorce anti-sens
LX0029 : 5’ - CGAACCACATTACAAATGAAGT - 3’ (TIB Molbiol). Quant a la Taq polymérase, il
s’'agit d’'une HotStarTaqg® (Qiagen). L’amplification est réalisée sur un thermocycleur ABI
Applied Biosystems™ 9700 (ThermoFisher).

Le programme de PCR sur le thermocycleur s’organise comme suit :

- 95°C pendant 15 minutes

- 35cycles de

o 94°C pendant 45 secondes

o 50°C pendant 45 secondes

o 72°C pendant 59 secondes
- 72°C pendant 10 minutes

L’enzyme étant une HotStarTaq®, elle n’a pas d’activité polymérase a température ambiante.

Cela implique une activation nécessaire par la température (95°C pendant 15 minutes), et

permet de limiter les amplifications non spécifiques.
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Eau 9uL
HotStarTaq® Master Mix kit 12,5uL
Amorce sens AL3532 0,5uL
Amorce anti-sens LX0029 0,5uL
ADN 2,5uL
Volume réactionnel total 25uL

Les produits de PCR sont ensuite purifiés sur colonne Amicon® puis quantifiés par technique

spectrophotométrique sur NanoDrop®. La réaction de séquencage qui suit est réalisée sur un

thermocycleur ABI Applied Biosystems™ 9700 (ThermoFisher), selon le programme suivant :

- 96°C pendant 1 minute
- 25 cycles de

o 96°C pendant 10 secondes

o 50°C pendant 5 sec

ondes

o 60°C pendant 4 minutes

- 4°C alinfini

Eau 5uL
Tampon de séquencage 10X 2uL
Big Dye 4uL
Amorce sens ou anti-sens (AL3233 ou | 0,5uL
LX0029)

ADN quantifié et ajusté a 6 ng/uL 2,5uL
Volume réactionnel total 15uL

Deux mix de PCR de séquengage sont réalisés en paralléle : un premier pour une lecture sens

(reverse), et un second mix pour une lecture anti-sens (forward). L’étape finale, a savoir la

migration des produits de séquencage a lieu sur I'analyseur Applied Biosystems™ 3130xl

(ThermoFisher). Les séquences obtenues sont analysées a 'aide de 'outil BLAST qui permet

une comparaison a une base de données de séquences de référence.
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Annexe 2 : Base de données des séquences de Cryptosporidium sp. issue de l'article de

Zahedi et al. (15)

No. Cryptosporidium Subtype GenBank No. Cryptosporidium Subtype GenBank
species Accession species Accession
no. no
1 C fayeri [VaA11G3T1  FJ490060 67 C. hominis 1dA21 FJ707316
2 C fayeri IVaA9G4T1R1 HQO008934 68 C. hominis liA17 HM234173
3 C fayeri IVbA9G1T1 FJ490087 69 C. hominis [aA13R8 ]X088407
4 C. fayeri IVcA8G1T1 FJ490069 70 C. hominis IfA16G2 JX000570
5 C fayeri IVdA7G1T1 FJ490058 71 C. hominis IbA9G3 DQ665688
6 C fayeri IVeA7G1T1 FJ490071 72 C. hominis IbA20G2 FJ153240
7 C. fayeri IVfA12G1T1 FJ490076 73 C. hominis IfA12G1 EU161655
8 C. parvum [1aA15G2R1 AY262034 74 C. hominis 1dA20 EU877245
9 C parvum [IdA15G1 EF576977 75 C. hominis IgA24 EF208067
10 C. parvum [IcA5G3;j GQ259136 76 C. hominis IbA10G2R2  EU877240
11 C parvum [IcA5G3b AF164501 77 C. hominis IdA16 DQ665692
12 C parvum [IcA5G3c AF164502 78 C. hominis IdA15 DQ280498
13 C parvum [IfA6 AY738188 79 C. hominis IfA12G2 JF681172
14 C. parvum [1aA19G4R1 JE727803 80 C. hominis [jA14 JF681174
15 C parvum [1dA18G1 AY738194 81 C. hominis 1dA24 EU146132
16 C. parvum [1dA24G1 JF727809 82 C hominis [aA13R7 EU095261
17 C. parvum [IcA5G3e HM234172 83 C hominis [aA11R4 EU095258
18 C. parvum [IcA5G3a AF164491 84 C. hominis laA12R4 EU095259
19 C. parvum [1eA12G1 AY382675 85 C. hominis [aA13R4 EU095260
20 C parvum IIjA15G4 DQ648547 86 C. hominis laA14R6 EU095262
21 C parvum [InA8 F]897787 87 C. hominis [aA15R3 EU095263
22 C. parvum [ImA7G1 AY700401 88 C. hominis IdA10 EU095264
23 C. parvum [1aA21G3R1 JE727806 89 C. hominis IkA7G4 KP314263
24 C parvum [IcA5G3f HM234171 90 C. hominis IThA14G1 FJ971716
25 C. parvum [ThA7G4 AY873781 91 C. hominis [aA14R7 ]X000569
26 C. parvum [1gA9 AY873780 92 C. erinacei XI11aA20R10 KF055453
27 C. parvum I1iA10 AY873782 93 C wrairi VIlaA13T1 HM234185
28 C. parvum [1aA14G2R1 JF727773 94 C. wrairi VIlaA17T1 GQ121028
29 C. parvum [IcA5G3k JF802123 95 C. wrairi VIlaA16T1 HM234184
30 C. parvum [1aA16G3R1 AB560744 96 C. tyzzeri IXbA6 HM234176
31 C parvum [1dA20G1a AB560745 97 C. tyzzeri [XaA6R3 GQ121030
32 C parvum [1dA21G1a AB560746 98 C. tyzzeri [XaA6R2 HM234180
33 C parvum [1dA14G1 KP793006 99 C. cuniculus VbA23 KX375350
34 C. parvum [11A18R2 AM937006 100 C. cuniculus VbA34 KU129016
35 C parvum [IbA14 AF402285 101 C. cuniculus VbA26 GU971638
36 C parvum [1dA20G1 KU248815 102 C. cuniculus VbA30 GU971632
37 C parvum [1aA18G3R1 DQ192508 103 C. cuniculus VbA33 GU971635
38 C. parvum [1aA15G2R2 DQ192501 104 C. cuniculus VbA24 KF924253
39 C parvum [IpA9 KC885904 105 C. cuniculus VbA37 GU971639
40 C. parvum [1aA20G3R2 KC307779 106 C. cuniculus VbA19 FJ262733
41 C. parvum [loA16G1 JN867335 107 C. cuniculus VaA19 GU971642
42 C. parvum [1dA26G1 AB560742 108 C. cuniculus VbA25 GU097642
43 C. parvum [1aA16G2R1 DQ192505 109 C. cuniculus VbA32 GU097641
44 C. parvum [1dA19G1 DQ280496 110 C. cuniculus VaA18 GU971636
45 C. parvum [1dA17G1 DQ280495 111 C. cuniculus VbA28 GU971631
46 C. parvum [IoA13G1 KC885906 112 C. cuniculus VbA29 F]262734
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

66

C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. parvum
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. meleagridis
C. hominis
C. hominis
C. hominis
C. hominis

C. hominis

[IaA15G1R1
[IcA5G3c
[IaA19G2R1
[1aA20G3R1
[1aA19G3R1
[IaA16G3R1
IIcA5G3
[IaA14G1R1
[11eA20G1
IIIcA6
[1IfA16G2
I1IdA6
[1IgA19G5
[11aA24G3
[IIbA20G1
IbA10G2
IbA6G3
IeA11G3T3
IfA22G1

IbA12G3

JF727794
EU095267
JQ362495
JQ362497
JQ362496
JQ362492
HQ149041
JX575598
AB539721
AF401497
EU164813
DQ067570
JX878614
AF401499
AB539720
AY262031
JF727785
AY738184
AB560750

KF679725

113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. cuniculus
C. ubiquitum
C. ubiquitum
C. ubiquitum
C. ubiquitum
C. ubiquitum
C. ubiquitum

Horse genotype
Horse genotype
Ferret genotype
Mink genotype

Opossum
genotype I

VbA21
VbA22
VbA20
VaA31l
VaA9
VaAll
VaA21l
VaA23
XIla

XIIb

Xllc

XIId

XIle

XIIf
VIbA13
VIaA11G3
VIIIaA5G2
XaA5G1
X1aA4G1T1

HQ397717
GU971644
GU971649
KC157565
GU971640
GU971637
GU971634
GU971650
JX412915
JX412926
JX412925
JX412922
KC204983
KC204983
FJ435961
FJ435960
GQ121029
HM234174
HM234181
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Evaluation du séquencgage haut débit pour I’étude de Cryptosporidium spp.

AUTEUR : Me. Eloise BAILLY

RESUME :

Cryptosporidium spp. est un parasite entérique d’'importance mondiale, responsable de
diarrhées pouvant étre sévéres et chroniques chez 'immunodéprimé. Une connaissance solide
de I'épidémiologie de ce parasite est primordiale afin d’en améliorer le contréle. Le sous-typage
de Cryptosporidium spp. s’inscrit dans cette optique de compréhension épidémiologique,
notamment grace au séquencage du gene codant la glycoprotéine 60 (gp60). La plupart des
publications traitant du sous-typage de Cryptosporidium spp. reposent actuellement sur
l'utilisation de PCR conventionnelle suivie de séquencgage selon la technique Sanger, qui peut
étre mis en défaut par des mélanges d’ADN se traduisant par des infections mixtes a
Cryptosporidium spp. Afin de dépasser ces limites, la littérature scientifique s’est enrichie ces
derniéres années de publications étudiant le séquencage haut débit (NGS) appliqué a
Cryptosporidium spp. et rapportant la capacité de cette technique a identifier efficacement des
variants minoritaires au sein de mélanges d’ADN. En nous appuyant sur ces publications, et a
'aide de mélanges d’ADN de Cryptosporidium sp. dont la composition était connue, nous avons
pu confirmer les capacités du NGS dans la caractérisation de mélanges d’ADN et avoir une idée

du seuil de détection des variants minoritaires.

MOTS-CLES : Cryptosporidium spp. — sous-typage — NGS - Sanger — gp60



