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Contexte

• L’émergence de la résistance des Aspergillus
aux antifongiques azolés complique le 
traitement des AI

• Certains pensent que le traitement empirique 
des Aspergilloses devrait dépendre du taux 
local de résistance

• Est-ce que la disponibilité de kits permettant 
de détecter ADN et résistance peut améliorer 
la prise en charge thérapeutique des AI ?

Snelders E et coll, Plos Med 2008



Verweij P et coll., CID 2016 ; Van der Linden et coll., Emerg Infect 
Dis. 2015, Resendiz Sharps A et coll., Med Mycology 2018

Résistance de Aspergillus fulmigatus aux ATF azolés
Estimation actuelle de la prévalence : 0,6 – 27%



Verweij P et coll., CID 2016 ; Van der Linden et coll., Emerg Infect 
Dis. 2015, Resendiz Sharps A et coll., Med Mycology 2018

Résistance de Aspergillus fulmigatus aux ATF azolés
Estimation actuelle de la prévalence : 0,6 – 27%

Pays Bas : 0,8-9,4%  ICU : 29%UK : 6,6-27%

Allemangne : 3,2%Belgique : 5,5%

USA : 0,6-11%

Colombie 9,3%

France : 3,5% ? Grèce : 2,7%



Contexte

• L’émergence de la résistance des Aspergillus
aux antifongiques azolés complique le 
traitement des AI

• Certains pensent que le traitement empirique 
des Aspergilloses devrait dépendre du taux 
local de résistance

• Est-ce que la disponibilité de kits permettant 
de détecter ADN et résistance peut améliorer 
la prise en charge thérapeutique des AI ?

Snelders E et coll, Plos Med 2008; Lestrade P et coll, JAC 2018;  Abdolrasouli A et coll.,
Int J Animicrob Agents 2018; Resendiz Sharps A et coll., Med Mycology 2018



Résistance Aspergillus aux Azolés

• 90% : hot spot gène Cyp51A 

2 types d’altération :
• Région codante mutations ponctuelles : “traitement antifongique au 

long cours” G54, M220, P216, G138, G448, 
• Régions promoteur et codante :“environnementale” (distribuées

mondialement) : TR34/L98H et TR46/Y121F/T289A

• 10% : pompes à efflux- gène HapE- autres mécanismes

Verweij P et coll. Lancet Inf Dis 2016, Zang J et coll, mBio 2017

Aspergillus fumigatus



Comment détecter les mutations du gène
Cyp51A ?

PCR maison + sequençage sanger

Postina P et coll, Frontiers in Microbiol 2018
Spiess B et coll, AAC 2012 et Plos One 2014



Rendement “médiocre” PCR dans les 
prélèvements LBA

Postina P et coll, Frontiers in Microbiol 2018

Gène Cyp51 : copie unique



Kits PCR en temps réel détection ADN 
Aspergillus dans les prélèvements

Cible
multicopie

Cyp51A Fournisseur

AsperGenius® 28S Oui PathoNostics

MycAssay Aspergillus® 18S Myconostica

MycoReal Aspergillus® ITS Ingenetics

RenDX Fungiplex® 18S Renishaw Diagnostics

MycoGenie® 28S OUI ADEMTEC

LightCycler SeptiFast® Roche

GeneProof Aspergillus PCR® ITS2/28S rDNA Brno

Aspergillus spp. Alert Kit® 18S ELITech

Aspergillus Real time PCR Panel® ? Viracor Eurofins

A. Fumigatus Bio-Evolution® ? Bio Evolution

Fungiplex Aspergillus® ? Bruker



Détection de résistance A. fumigatus :
2 Kits PCR en temps réel

Cible
multicopie

Cyp51A Fournisseur

AsperGenius® 28S Oui PathoNostics

MycAssay Aspergillus® 18S Myconostica

MycoReal Aspergillus® ITS Ingenetics

RenDX Fungiplex® 18S Renishaw Diagnostics

MycoGenie® 28S OUI ADEMTEC

LightCycler SeptiFast® Roche

GeneProof Aspergillus PCR® ITS2/28S rDNA Brno

Aspergillus spp. Alert Kit® 18S ELITech

Aspergillus Real time PCR Panel® ? Viracor Eurofins

A. Fumigatus Bio-Evolution® ? Bio Evolution

Fungiplex Aspergillus® ? Bruker





Appareils utilisables
LightCycler 480 (Roche)
Rotor-Gene 6000 (Corbett) 
Rotor-Gene Q (Qiagen).

Mutations détectées

LOD 100% : 50 genomes/0,5 ml 
LOD 20-75% : 10- 25 genomes/0,5ml

White et coll, JCM 2017

AsperGenius®



Appareils utilisables
LightCycler 480 (Roche)
Rotor-Gene Q (Qiagen) 
CFX96 (BioRad) 
ABI 7500 (Applied Biosystem)
SmartCycler

Mutations détectées

Appareils utilisables
LightCycler 480 (Roche)
Rotor-Gene 6000 (Corbett) 
Rotor-Gene Q (Qiagen).

Mutations détectées

LOD 100% : 50 genomes/0,5 ml 
LOD 20-75% : 10- 25 genomes/0,5ml

White et coll, JCM 2017

LOD 100%  : 6 copies

Dannaoui et coll, JCM 2017

AsperGenius® MycoGenie®



Détection des mutations de résistance 
par le kit AsperGenius®

• qPCR Multiplexe : amplification de 4 régions

(TR34/L198H/Y121F/T289A)

• Détection et Identification des mutations par 
l’analyse des courbes de fusion : SYBR green

• Avantage : vérification amplification des 
régions

• Inconvénient : plus compliqué/ routine 
expérimentateurs plus spécialisés



Détection des mutations par le kit 
AsperGenius®

Courbe de fusion
Analyse mutation L98H

WT L98H



Détection des mutations de résistance 
par le kit AsperGenius®

• qPCR Multiplex : amplification de 4 régions

• (TR34/L198H/Y121F/T289A)

• Détection et Identification des mutations par 
l’analyse des courbes de fusion : SYBR green

• Avantages : 
– vérification amplification des régions +++

– Infections mixtes : détection de double population 
dans un même échantillon : souche WT/souche mutée

• Inconvénients : plus compliquée/ routine 
expérimentateurs plus spécialisés



Détection de double population 

Schauwvlieghe A et coll, JAC 2017

qPCR AsperGenius :  91 LBA testés 
qPCR + : 79% (72/91) 28S et 62% (45/72) multiplexe résistance 

 8 mutations TR34/L98H  / 3 mutations TR46/Y121F T289A
Et 3 infections mixtes WT + mutations TR34/L98H 



Détection des mutations de résistance 
par le kit AsperGenius®

• qPCR Multiplex : amplification de 4 régions

• (TR34/L198H/Y121F/T289A)

• Détection et Identification des mutations par l’analyse 
des courbes de fusion : SYBR green

• Avantages : 
– vérification amplification des régions +++

– Infections mixtes : détection de double population dans un 
même échantillon : souche WT/ souche mutée

• Inconvénients : 
– plus compliquée/ routine. Expérimentateurs plus 

spécialisés

– Rendement de la « PCR résistance »



Kit AsperGenius vs PCRs maison

Postina P et coll, Frontiers in Microbiol 2018



Les limites

Postina P et coll, Frontiers in Microbiol 2018



De  Groot T et coll, Frontiers in Cell & Inf Microbiol 2018



Détection des mutations de résistance 
par le kit MycoGenie®

• qPCR Multiplexe : amplification de 3 régions

28S/TR34/L198H

 détection spécifique des TR34/L98H mutés

• Avantage : simple, la détection des mutations ( 
simple copie) n’altère pas le rendement 
d’amplification du 28S (multicopies)

• Inconvénient : pas de contrôle de l’amplification 
TR34/L98 : pas de mutation ou non détectable 
par quantité insuffisante ??



Dannnaoui E et coll, JCM 2017



Dannnaoui E et coll, JCM 2017



Dannnaoui E et coll, JCM 2017



Détection des mutations de résistance 
par le kit MycoGenie®

• qPCR Multiplex : amplification de 3 régions

• (28S/TR34/L198H)

• Amplification spécifique des TR34/L98H mutés

• Avantage : simple, la détection des mutations 
( simple copie) n’altère pas le rendement 
d’amplification du 28S (multicopies)

• Inconvénient : pas de contrôle de 
l’amplification TR34/L98 : pas de mutation ou 
non détectable par quantité insuffisante ??



Détection des mutations n’altère 
pas le rendement de l’amplification du 28S

Dannnaoui E et coll, JCM 2017



Détection des mutations de résistance 
par le kit MycoGenie

• qPCR Multiplex : amplification de 3 régions

• (28S/TR34/L198H)

• Amplification spécifique des TR34/L98H mutés

• Avantage : simple, la détection des mutations 
( simples copies) n’altère pas le rendement 
d’amplification du 28S (multicopies)

• Inconvénient : pas de contrôle de 
l’amplification TR34/L98H : pas de mutation 
ou non détectable par quantité insuffisante ??



Evaluation kit MycoGenie ?

• LBA/ prélèvements respiratoires

• Sérums 

• Biopsies

Dannaoui et coll, JCM 2017
Morio et coll, Mycose 2018
Guegan H, J Infection 2017
Guegan H, Frontiers Microbiol 2018

MycoGenie



Evaluation des 2 Kits sur des 
prélèvements ?

• LBA/ prélèvements respiratoires  OUI

• Sérums  NON

• Biopsies  NON

Dannaoui et coll, JCM 2017
Morio et coll, Mycose 2018
Guegan H, J Infection 2017
Guegan H, Frontuers Microbiol 2018



Guegan H et coll, J. Infect 2017

Prél respiratoires : n = 387 
Patients suspects AI
AI : n=61



Guegan H et coll, J. Infect 2017

Détection des mutations Cyp51A avec les 2 kits 
dans les prélèvements respiratoires

(60,6)

28S Résistance



Surveillance ECBC patients atteints de 
Mucoviscidose

Guegan H et coll, Frontiers Microbiol 2018

Faible sensibilté de détection des marqueurs de résistance !!



Conclusion (1)
• 2 Kits de détection de mutations de résistance chez A. 

fumigatus
• Mutations les plus fréquentes « environnementales » 

• ne permettent pas d’éliminer une résistance

• Intéressant sur les souches

 enquêtes épidémiologiques ( Seufert et coll JAC 2018 détection 

des résistances de type environnementale en Allemagne, Abdolrasouli et 
coll, I J Antimicrobial agents 2018 )

• Prélèvements : concept est intéressant mais leur utilisation 
est limitée par le manque de sensibilité de la détection des 
résistances recherchées

• En revanche : couplés à des Kits standardisés de détection 
ADN Aspergillus dans les prélèvements : cible multicopie 28S



Performances des 2 kits pour la détection 
ADN Aspergillus : cible 28S

Kit Prélèvement
testé

Patients N° Patients
IA prouvée
/probable

Se.
%

Sp.
%

référence

AsperGenius LBA 
(n=201)

Hémato 52 84 80 Chong et al, 
2016

Plasma 
(n=210)

Hémato 20 80 77,8 White et al, 
2017

LBA 
(n=387)

Patients 
à risque

38 68,4 92 Guegan et al, 
2018

MycoGenie Respira 
(n=88)

Patients 
à risque

- 92,9 90,1 Dannaoui et 
al, 2017

Sérum 
(n=69)

Hémato 16 100 84,6 Dannaoui et 
al, 2017

LBA
(n=387)

Patients 
à risque

38 71,1 92 Guegan et al, 
2018

Chong et al, JAC 2016; White et al, JCM 2017; Dannaoui et al, JCM  2017; Guegan et al, J Inf 2018



Conclusion (2)

• Ces Kits représentent actuellement une première 
approche intéressante pour vérifier 
systématiquement dans les prélèvements positifs en 
28S (respiratoires et sanguins) l’existence ou non de 
résistance de type environnementale, en particulier 
lorsque les cultures sont négatives

• Manque d’essais cliniques pour valider ces kits pour 
une utilisation en routine chez les patients à risque 
 cf recommandations ESCIMD-ECMM 2018 : 
Ullmann A et al, CMI 2018



Merci de votre attention…..


