J» 383me Réunlon Intérdlscuphnaure
Ge Chlmlothéraple ANLEFIECHENSE

Efude du complexe Cﬁrfdldu glubru’ru a’
" centre de Mg;l‘»ernl’re de Monusm
&&@{égﬁ"‘@ %,\0&&6@ Manel Zribi




," 383me Réunlon Intérdlscuphnaure

Ge Chlmlothéraple ANLEFIECHENSE

« lLa candwfose vulvovaginale touche j Jusqu 'a 75% des femmes en age
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 Etude re«ﬂospectlve
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ans. ,‘9'& ©®c

@
&
©




Méethodes

&
&
Q’b

@Q

Idﬂnhflcuhon
& “phénotypique

|dentification

moléculaire &

6\
‘\f\’
?&
d'l‘:\

—

&

/

©\

RICAI 2018

SEEEMENTOHNTLETAISCIP)IEINE:
d2 Crimlyindravls Ani-lrfgeis:

GE

* Test de blastese @>‘
« Test de chlamydo- 5borulat|on
« Identification blgé\fﬁlmlque

« Culture sur rgmﬁeu CHROMagar®

@xtractlon de 'ADN c,@

de la pureté de 'ADN

& Determlnatlon de la concentration %tb‘evaluatlon

« Amplification génique par Pc&ﬁu gene RPL31
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& * Kit GF-1 Blood / GF-1Tissye &
Extraction de I Aﬁ:N *  Phénol-chloroforme e\«’\'”( (-\\&e’z
«’s?‘bc, * Chelex 100 &é\e’ @\“”Q
go @Q’b _oﬂ"é\
Ampllfugﬂ‘hon du géne RPL31 & &5
Q@* Une paire d’'amorces : RPL31cgF: bo"o 5 GCCGGTTTGAAGGACGT;@TTACT-?
© RPL31 ch @Q 5 GAACAATGGGTTCTTGQzQﬁT 3
Poids moléculaire de g‘h"aque espéce du complexe C. glabrafq*zf’
Espece ,?@5’2? Poids moléculaire dg.,fu bande
C. gla[grafd 1 Oékeb%b
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Test de blastese

& | ) &
Test de C@Qc&ﬁmydosporulaton Culture sur r]\g;sﬁ%u CHROMagar®

-
A@;

@fentlflcatlon de C. glabrata sur I'API ID 32C®
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) 2
5‘?} ﬁ&- z‘,":é
C. glabrata (ﬁolonles de couleur rose é\o’“e’ @*"’
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C. mvar:gﬁs:s, C. bracarensis : Colonies blanches &
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Mo@les-Lopez et al, Sharma et al : S &
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@ﬁ\llleu CHROMagar® : méthode de crlblgfbe et screening e
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Aznar-Marin et al : & &
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Pas de différenciation morpholc%g‘?que d'autres espéces dppqrenteq,’s%omme C. norvergensis
et C. inconspicua 0'&«0 M@Tes Lopez SE et al , Mycopathologia. 2016
) @3’ ©° Sharma C et al, Microbiol Infect Dis. 2013

@
@Qb Aznar-Marin P et al, Mycopathologia. 2016
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Choix de la meihodgﬁ’ex’rruchon de ’ADN genomlque &
Comparalson des concentrations et de la purété de 'ADN de deux isolats Ce23 et Ce28uw
. f\°° effectués par trois méthodeg’d’extraction \e,“"

Mathode Concentrations

; : Code l'isolat 260/280
d’extraction
0‘39 6@; _\0{\
& GF-1 Ce23 1% 2,9 Absegt
J & ©
& Blood Ce28 3,9 1,8 prsent
Kit © &
© GF-1 Ce23 <& 448 1,95 & Présent
4\0‘\ )
Tissue Ce28 & 17,7 2,07 <& Présent
.¢:,a b\n
Phénol- Ce2§§¢=‘® 8 1,99 ¥ Absent
o
chloroforme 0@9’38 3,7 1,9§\.§‘9 Absent
N ™
el 5 Ce23 58,1 2504 Présent
Chelex S
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Etude moléculaite
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Résultat de 'amplification cj@*‘f’ADN de 'espéce C. glabrata selon la metb‘bde d’extraction
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A : Extraction par kit : 1 : Echantillon ezd'rcm par GF-1Tissue, 2 : Echantillon extrait par GF-1Blood Gf? 1Tissue; B: Extraction par phénol-
\}
chloroforme: 1 : Echantillons extrclsﬁqr le phénol-chloroforme, C : Extraction par Chelex 100 ,\’q] Echcnhllons extrait par Chelex 100; T* :

R
Echantillon conn%‘ﬁosmf T-: Témoin négatif ; PM : Marqueur de poids molect&ﬁl‘re (kb DNA Ladder, Promega®)
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Choix de la meihodgﬁ’ex’rruchon de I’ADN génomique &
+  Kit GF-1 Blood \@& 1Tissve

. Phenol-chlﬁoforme & &
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\,o,b Méthode de référence X

Technique lourde, longue et toxique

© §° <9
¢ Chelex 100: Moins susceptible de con'renlryees éléments nuisibles ou désinhibiteurs de&& réaction de PCR
Qzﬁ’
Seul inconvénient ne perg@gt pds une conservation a long terme de &s“éxtralt
N Nous avons choisi la techn{q?ue d’extraction par Chelex 100
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Meilleure qualité du produit obtenu + son rendement
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Profil de I’qmpllflcgﬁon de I’ADN du complexe C. glqbrq{a par la PCR- RPL31
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Amplification du g@he RPL31 &

* Esposto et m‘“ Absence de C. nivariensis et C. brogbﬁrens:s parmi les 1000 isolats ree’Uelllls

dans 14 géglons italiennes \ef"" Q(\‘“
.\6"6’ 6\\ (,\{z(&
. Mwhbndl et al. : identification de C. glcbra(ta‘ sensu stricto sur des isolats sangq)u‘l’s collectés sur
dgﬁe période de 7 ans & &
*o% C. nivariensis et C. bracarensis : cqusesgﬁgres de candidémie %«0&6
«0&0 @é\\‘z
* Etude multicentrique : C. mvarke‘ns:s et de C. bracarensis ont e’reoo?)resents uniquement dans
0,2% des 1 598 isolats du cq&'iplexe C. glabrata. 0\?«0& e MC ot ol Myces 2013
6&’\"0 & Mhendi H et al, Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2011
Q@"’ © Lockhart SR et al, J Clin Microbiol. 2009
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