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PCR - gﬁultlplexe pour |la détection d’ADN

a;ﬁerglllalre et des mutations du gene
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Résistance d@e‘ﬁépergillus fulmigatus aux ATF azolés
Estimatio@ﬁ'ctuelle de |la prévalence : 0,6 — 27%
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Dis. Zg;@f Resendiz Sharps A et coll., Med Mycology 2018




Résistance d@e‘ﬁépergillus fulmigatus aux ATF azolés
Estimatio@ﬁctuelle de |la prévalence : 0,6 — 27%

¥ 7 UK: 6,6-27% Pays Bas : 0,8-9,4% > ICU : 29%
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Contexte

Lemergence de la résistance des Aspergillus
ﬁaux antifongiques azolés compllque le
;\° traitement des Al &

’K.

* Certains pensent que Ieﬂaltement empirique
des Aspergilloses devﬁlt dépendre du taux &

S
@b

local de re5|stanceb§ 0&@‘9
e Est-ce que la d1§1bon|b|||te de kits permet,}ant
de détecter ADN et résistance peut amceflorer

la prise e@oﬁharge therapeutigue de@"ﬁl ?
,\O
Snelders E et\@ll Plos Med 2008; Lestrade P et coll, JAC 20@8’ Abdolrasoull A et coll.,
Int J Amm;gé?ob Agents 2018; Resendiz Sharps A et coll., Med Mycology 2018
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Ressténce Aspergillus aux Azolés
Asperglllyi fum:gatus

. 90%9 hot spot gene Cyp51A

R
“Q’ ! T : l v X2 D Promoter
— \Y
. ‘.\0 L l ] | —A_AA—] ,@L&b D Coding region

: L98H @ E Repeat region
Geslsws] [ 4 q’m,./wau

\} A Point mutation(SNPs)

|

: YI21F  T289A (‘\}Q'
: | a6bp | asvp | | A A oY | TRy /Y121F/T289A
I
I
|

] .
Y121F M1721 T28QR G448s RS
[eese [ | | TRoo/Y121F/M1721/T289A/GA48S (oé
- O

2 types d’altération: &

* Région codante mu@atlons ponctuelles : “traitement antlfoneg‘i%ue au
long cours” GSZL@\MZZO P216, G138, G448, e}*

* Régions promﬁ"teur et codante :“environnementale” (%@‘trlbuees

mondlalemént) TR34/L98H etTR46/Y121F/T289A &

&" q,’\

* 10%: pong]@es a efflux- géne HapE- autres m\‘ecanlsmes
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Comment gietecter les mutations du gene
Cyp51A ?
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Postina P et \Q,@\IT, Frontiers in Microbiol 2018
Spiess B etecoll, AAC 2012 et Plos One 2014



Rendemént “médiocre” PCR dans les
& prélévements > LBA

006:0@
& PCR+ Successful
Gen@btypﬂ copie unique sequenclng
«o*’}& &
& &
&£ TR34  82% (18/22) Eﬁ% (16/22)

’ L98H 91% {20!22;@6 7% (17/22)
TR46  77% (1 ?@} 73% (16/22)
Y121F aa%m 5;’22} 59% (13/22)

——> T289A @@% (13/22)  50% (11/22) &
MEED\@% "68% (15/22)  68% (15/22) &
©
Toi  74% (98/132) 67% (88/132) &
«\)6;(0 ’LQN%
5 &
N o%

Po&@"na P et coll, Frontiers in Microbiol 2018
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éef’ Myco Real Aspergillus®

Kits PC& en temps réel détection ADN
Asperg///us dans les prélevements

Aspe (@bnlus"D
M&EAssay Aspergillus®

RenDX Fungiplex®
MycoGenie®

LightCycler SeptiFast®
GeneProof Aspergillus PCR®
&‘

x<

3
Aspergillus spp. Alert Kit® ,ef,f\o

Aspergillus Real time PCEo,‘ﬁanel‘@
A. Fumigatus Bio- Evg&s‘utlon@’
Fungiplex Asper@ﬁus(’D
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multicopie

28S
18S
&
ITS @é:'@
18S .\e}\e’
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PathoNostics
Myconostica

Ingenetics

Renishaw Diagnostics

ADEMTEC

Roche

Brno 0
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ELITech (e‘;"’
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{3Bruker
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Détect\jﬁ‘ﬁ de résistance A. fumigatus :
< 2 Kits PCR en temps réel

©

Cible Fournisseur
multicopie
Aspe(@‘énius"D 28S Oui PathoNostics
I\(I}&Eo,&ssay Aspergillus® 18S 5 Myconostica
8) <
é'ef" MycoReal Aspergillus® ITS é;@“e' Ingenetics
<
RenDX Fungiplex® 185 . &¥ Renishaw Diagnostics
MycoGenie® i&‘f’b Qul ADEMTEC \L
LightCycler SeptiFast® oo@ Roche e,Q“Ob
'K
GeneProof Aspergillus PCR® cﬁ)SZ/28S rDNA Brno «0&
efe &

/\0& Q;Ch
Aspergillus spp. Alert Kit® ‘ef" 18S ELITech ‘,{e?
Aspergillus Real time PCEo,‘ﬁanel‘@ ? Vwacqﬁ?urofms
A. Fumigatus Bio- Evg&s‘utlon@’ ? B&)@EVOMUOH
Fungiplex Asper@ﬁus(@ ? @Bruker
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deteggon of Aspergillus fumigatus and identification of

i\ fv' N
aée"?e resistance markers.
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MycoGENIE® Aspergillus fumigatus and
resistances TR34/LI8H




MycoGENIE® Aspergillus fumigatus and
resistances TR34/LI8H
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Detectlomﬂes mutations de résistance
«Qpar Ie klt AsperGenlus®

w X

y OIE'@R Multiplexe : amplification de 4 régions
(FR34/L198H/Y121F/T289A)
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& * Détection et Identlflcatlcm des mutations par
I"analyse des courbes d@ fusion : SYBR green



Détect;@% des mutations par le kit

& AsperGenius®
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Cpou‘?be de fusion
Oﬁalyse mutation L98H
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Detectlondes mutations de résistance
@opar le kit AsperGenius®

. qPCﬁ I\/Iultlplex ampI|f|cat|on de 4 régions
€TR34/L198H/Y121F/T289A)
& /\3 Détection et Identification de% mutations par

|C°Q'

* I'analyse des courbes de f@smn SYBR green
* Avantages : &
— vérification ampllflga’tlon des régions +++ &

— Infections mlxtey“ "détection de double populatlgh
dans un merme “échantillon : souche WT/soucbé mutée
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Détegtion de double population
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TC""\_S]\. ture { (.06
Legend: M Supernatant W Pellet Rc«:'%@b Positive Control @ No Tempicte control @Q
O \)'&
N
Q,Q 9&0
‘QJ *
gPCR AsperGenius : 91 L;B‘A testés &

—2>gPCR +: 79% (72/9;4)“ 28S et 62% (45/72) multiplexe rgslstance
- 8 mutatlons &Fﬁ34/L98H / 3 mutations TR46/Y1<2"1F T289A
éEt\&mfectlons mixtes WT + mutatlogﬁ"TR34/ L98H

Q’»
Schauwvlleghe\cA et coll, JAC 2017
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Detectlondes mutations de résistance
@opar le kit AsperGenius®

Cp
\\Q/

&

@c’
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- _A\ =

. qPCoR Multiplex : ampllflcat|on de 4 régions
(QTR34/L198H/Y121F/T289A)

> Détection et Identification des nmbtatlons par I'analyse

des courbes de fusion : SYBR gﬁeen

R %
S &

* Avantages : &
— verification ampllflcatlgﬂ des régions +++ <&

— Infections mixtes : d@?ectlon de double population dar;ms un
méme echantlllog;» “souche WT/ souche mutée

. Inconvenlents e,«*“ &6@
— plus comgb‘quee/ routine. Experlmentateursqﬁfus
speuallsé’s &v

— Rendfément de la « PCR résistance » ©
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Kit A&perGemus vs PCRs maison

Q
<
@'e',é\
&
3
& ® ARAf-PCR
0‘3&
A
o 80
‘%Q/é
?ﬁe} 3 | [
o, 1 ) Q
. 60 - W sequencing of N
S ARAF-PCR &
= o
:ﬁ 2 products Q@Q
0 N
o By
o = AsperGenlus c‘
k@-
.s\{-:
&0
S
0 - %&0\\’
BAL & biopsies csF ~ isolates A
(n-ngP (n=15) (n=1 5) (n=3) @(y\
\"’ Clinical samples ©

Postina P e@‘%oll Frontiers in Microbiol 2018
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In-house ARAf PCR

AsperGenius®

&
o© PCR+  Successful Mutation+ PCR+ Mutation+
(@ sequencing
e,Q
BALQSSZ' TR34  82% (18/22) 73% (16/22) 1 64%(14/22) 1
& L98H  91% (20/22)  77% (17/22) 1 31% (7/22) 1
& TR46  77% (17/22)  73% (16/22) 0 - E
<
& Y121F  68% (15/22) 59% (13/22) 0 & 72%(16/22) O
& T289A 59% (13/22) 50% (11/22) &  68%(15/22) 0O
S
& M220 _ 68% (15/22) _68% (15/22) <% O - -
Total  74% (98/132) 67% ( aansgf 2 59%(52/88) 2
BIOPSY TR34  53% (08/15) 53%@!1 5) 1 33%(05/15 O
L98H  67% (10/15) @@% (09/15) 3  33%(05/15 0
TR46  60% (09/15), <53% (08/15) 1 - E A,é,'.“’
Y121F  80% (1 mﬁj 67% (10/15) 1 60%(09/15) &
T289A 80% ,5,«*3/1 5)  60% (09/15) 1 60%(09/15) 1
M220  7gd (11/15) _73% (11/15) 0 - ¥ -
61% (55/90 7 4AT% (2 2
(55/90) '{&\a@fﬁ:

Total  %9% (62/90)
L0 .

N
Postina P e;;ﬁ%ll, Frontiers in Microbiol 2018
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TABLE 3 | Results of AsperGenius multiplex malgg@PCR assay on subset of patient materials.

A
Patient + No.  Origin & o ct ct A. fumigatus CYP51A PCR
Mﬂus species A. fumigatus A. terreus
%Qz
&8 wT/ WT/ WT/ WT/
@ TRas L98H Y121F T289A
<
A3 Seru .’@ﬁ 0.1 35.49 38.60 - - - WT WT
Ad Sgo¥n, GM 0.1 35.49 36.93 - - WT WT WT
X
A8 b\\ﬁopsy lung 26.87 28.61 = WT WT WT WT
A10 Qko Biopsy lung 30.80 3255 & WT WT WT WT
A1 @* Biopsy lung 31.61 33.43 - 2 WT WT WT WT
81048 Serum, GM 0.4 31.83 32.44 & - WT WT -
gz&' Serum, GM 4.0 29.78 31.39 \:@'— - WT WT WT
, 318 Serum, GM 5.6 32.41 33.93 \&"’ o WT WT WT WT
B1¢S Biopsy lung - - &é - %
c3 Bronchial biopsy 3255 33 P = WT WT : - *\6\
C4 Serum - - . (x\e i Q}O\
< \)(a
co Serum - 5@ = @b
C25 Serum 36.41 0(; 56 - WT WT WT &8
c28 Bronchial bicpsy 26.76 @b 28.78 - WT WT WT \g@’ WT
D7 Serum, GM 0.2 - &R - - Py
D8 Biopsy lung 30.70 o"”& 32.45 = WT WT eyﬁ" WT
E2 Bronchial biopsy 30.77, c;\ 32.62 - WT Wr Pwr wT
N <&
-, Ampiification not successful. , gg?} 8‘0\
iiMalting curve differ. (_,"\Q' 3
& <9
o
S P
& S
. . . . N
De GrootT etgc@‘ﬁ, Frontiers in Cell & Inf Microbiol 2018 &
N ©
o8
N
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Detectlon@des mutations de résistance
@\“par le kit MycoGenie®

. qPCﬁ Multlplexe ampI|f|cat|on de 3 régions
;8S/TR34/L198H

& 9 détection spécifique des TR§4/L98H mutés

&
.KQI
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TABLE 1 Detection of T‘F-:§ L98H cyp571A mutations in Aspergillus fumigatus isolates by the

MycoGENIE A. fumigatug>

PCR assay

.
Muitions (detected by C; by qPCR
Isolate  JCR/sequencing TR, A. fumigatus L98H
1 N 23.47
<
2 S 20.72
3 TR,, L98H 23.56 20.89 24.49
4 & TR, Y121F T289A 20.64
50 2057
& TR, Y121F T289A 2061
7 TR,, L98H 22.93 @,\‘?’ 20.39 24.06
8 & 21.41
9 TR,, L98H 23.74> 21.35 24.80
10 TR,, L98H 23¥5 20.61 24.43
1 TR, Y121F T289A o 20.87
12 21.22
13 20.87
14 TR,, L98H 23.06 20.46 2421
15 TR,, L98H 23.02 20.59 24.1%@
16 21.74 9
17 8 21.36 &
18 TRy, L98H 23.77 21.18 & 2492
19 TRys Y121F J989A 20.97 &
20 & 21.08 &&
21 TR, LGBH 23.35 20.37 9 24.13
22 & 20.15 ,@3’
23 TR, L98H 2267 2028 23.73
24 ,19'31'934 L98H 23.21 206 24.36
25 P TR, Y121F T289A 21.18

9Cy, thres@dld cycle.

Dannnaoui E et coll, JCM 2017




TABLE 1 Detection of T‘F-:§ L98H cyp571A mutations in Aspergillus fumigatus isolates by the

MycoGENIE A. fumigatug>

PCR assay

5 PCRe
MuPitions (detected by ¢bya
Isolate  JCR/sequencing) TR, A. fumigatus L98H
1 & 2347
<
2 & 20.72
3 S TR, L98H — 23.56 2089 — 2449
4 TR.s Y121F T289A 20.64
53 2057
& TR,s Y121F T289A . 2061
7 TR, L98H 2293 & 2039 24.06
8 & 21.41
9 TR, L98H 23.745 2135 24.80
10 TR,, L98H 23¥5 20,61 24.43
11 TR,s Y121F T289A & 20.87
12 & 2122
<
13 & 20.87
14 TR, L98H <8 23.06 20.46 2421
15 TR, L98H 23.02 2059 24.15¢"
16 21.74 <9
17 K 2136 &
&) - <
18 TRy, L98H < 23.77 2118 &F2492
19 TRy Y121F 39B9A 20.97 3
20 & 21.08 xS
N
21 TR, | 8H 2335 2037 9 24.13
22 & 2015 &
23 X85, L9gH 22.67 2028 2373
24 SR, Lo8H 23.21 206 2436
25 P TR, Y121F T289A 21.18

9Cy, thres@dld cycle.

Dannnaoui E et coll, JCM 2017




TABLE 1 Detection of TFI.'§ L98H cyp571A mutations in Aspergillus fumigatus isolates by the

MycoGENIE A. fumagarug:» PCR assay

MStions (detected by SRR
Isolate JR/sequencing) TRy, A. fumigatus L98H
1 Q’°‘ 23.47
2 20.72
3 @é TR,, L98H 23.56 20.89 24.49
:@@3 TR, Y121F T289A N :gg:
& TR, Y121F T289A 2061
7 TR,, L98H 2293 & 2039 24.06
8 & 21.41
9 TR,, L98H 23.745 21.35 24.80
10 TR,, L98H 23¥5 20.61 24.43
1 TR, Y121F T289A Q@‘f“ 20.87
12 & 21.22
13 & 20.87
14 TR,, L98H &0"“ 23.06 20.46 2421 &
15 TR,, L98H S 23.02 20.59 2415¢
16 @Q‘ 21.74 ey
17 ¢ 21.36 &
18 TRy, L98H  <° 23.77 21.18 & 2492
19 TR, Y121F as%asm 20.97 €
20 & 21.08 xS

)

21 TH3,._ léﬁEH 23.35 20.37 9 24.13
22 20.15 ,19»"’
23 R, ” L 98H 2267 2028 23.73
24 oqi'ny L98H 23.21 206 24.36
25 (y» TR, Y121F T289A 2118

Cr, thresﬁ;i! cycle. Dannnaoui E et coll, JCM 2017




Detectlon@des mutations de résistance
@\“par le kit MycoGenie®

. qPCfR Multlplex ampllflcatlon de 3 regions
@f‘ZSS/TR34/L198H)
"o Amplification spécifique dg-fs TR34/L98H mutés

* Avantage : simple, I3 dze“'tectlon des mutations
( simple copie) n alt@f*e pas le rendement &

&

d’amplification dtJo“’ZSS (multicopies) s

.KQ/
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S
Détection des mutations n’altere
pas j;e“\\rendement de I'amplification du 28S
&
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Detectlomﬂes mutations de résistance
< par Ie kit MycoGenie

. qPCfR Multlplex amplification de 3 régions
@f‘zSS/TR34/L198H)
"o Amplification spécifique dg-fs TR34/L98H mutés

* Avantage : simple, la dze“tectlon des mutations
( simples copies) n aJ\t“ere pas le rendement &

&

d’amplification dw“’285 (multicopies) &

* Inconvénient; ‘ﬁ)as de contrdle de
| ampllflcatL@% TR34/L98H : pas de muftatlon
ou nhon gétectable par quantité mﬁfﬂsante P27

.KQ/

NP
\,ﬁ) ©%
o8
QD
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Evgletfétion kit MycoGenie ?

Q

N & e N

<

<

&
. (@N prélévements respiratoires

&-6 s <&
& Serums &
& N
& . i \2:2?
* Biopsies
@Q’b
Fa)
e N
Qoo@ e,Q“Ob
() [ ]
Q,\ob" MycoGenie @
e ] -
s¥Dannaoui et coll, ICM 2017 &
109
<& Morio et coll, Mycose 2018 @{co‘e'
2> . X
] Guegan H, J Infection 2017
> : -
,\o&b Guegan H, Frontiers Mg:qpbblol 2018
NS o
N o
Q}(}




EvaLu%@tion des 2 Kits sur des
prélévements ?

R

\\Q/

&
S
L

- —

&

. LBA/ prélevements resplratowes - OUI

S

&
>

o & Serums - NON

* Biopsies 2 NON &

O

<

g e
@b S

@Dannaow etcoll, JICM 2017 &
Morio et coll, Mycose 2018 "

&

Guegan H, J Infection 2012&
Guegan H, Frontuers Migrobiol 2018
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")
¢
\"\Q i J
. Q}\Q'Qf) Samples analyzed with
&
RN - Af-mito PCR and 28S PCR
Prél resgjf\atoires :n =387 - GM antigen
Patiends suspects Al - Mycological ;:';“m
) n=
Al =61
&
0\&@ <&
A EORTC-MSG claggification
k‘\e xS
<
\ &
& o
IA b(\‘e' No IA confirmed &P
n=6¢ n=326 &
- Proven 1) &K
- Probaple (n=37) «0&@
- PadSible (n=23) ©
0> 5
: &
<©
O
\'}"o
e
N
ia® W ° >
MycoGenie®, Aspergenius \(5?}

- Susceptibility testing on A. fumigafus isolates

Geegan H et coll, J. Infect 2017




Détection dés mutations Cyp51A avec les 2 kits
d@ﬁs les prélevements respiratoires

@
D
©

&
_ o = -
b@b" V4 [
<° 28S Reésistance
<
<& - i it -
<0 PCR assay Number Qgﬁosmve samples (%)
oo &
< A fumigatus Qj’é'\
& TR34¢ L98H YI121F T289A
= PCR & &
P &
Target ¥ P
— _ _ 29/61 (47.5) 1&29(62.1) 18/29(62.1) 19/29 (65.5) 18/29 {62.&35“
‘ AsperGenius™ | amplification S Q;Q(o
S§ <
Detection  of & _ ¥
_ na @Q 0/18 0/18 0/19 018
mutated allele” & &
&0 . a2
‘ Mycogenie” | Detectionof & &
& 37/61(60,6) | 0/37 0/37 na & na
mutated allele& \)c,b
& A9
ES" ' 19@3
<& &
Guegan H%ef? coll, J. Infect 2017 ©



Surveillag@% ECBC patients atteints de

Q¥ . .
& Mucoviscidose

&

<
@00& Faible sensibilté de détection des marqueurs de résistance !!
\9)

kobé
@’Q
& N <2 n
2 PCR assay Number ofgOitive sampls (%) fo
& % = o~
& A fumigatus 'Eli@\‘z’ L98H Y12iF T289A )
— — oy — @
i < N
AsperGenius- Target amplification® o7 (d7.9) &r@dﬁ‘ﬁfﬁ? 439 22/57 [38.6) J0/57 (52.6) 32/o7 (56.1) 05;\0{
S
Detection of mutated alele” NA <iv‘°<\ /28 021 0/30 (/32 @Q@
) . . <
Mycogenie” Detection of mutated alee Bﬂﬁﬁ (/6d 084 NA NAO&‘Z’
& ‘c;-&
x& &
<& o
& &
O &
ol &
&@x /\o\)c,
Guegan\glj?‘et coll, Frontiers Microbiol 2018 %Q,»q’
S <
Q e
> ©
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Conclusion (1)

] Q V4 L) [ V4 ]
e 2 KItS&Q@ détection de mutations de résistance chez A.
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Performamtes des 2 kits pour |la détection

sﬂDN Aspergillus : cible 28S

(0
Kigoﬁ Prélevement Patients N° Patients Se. Sp. réference
kob\"(’ testé IA prouvée % %
G&Q /probableo_
;‘ﬂsperGenius LBA Hémato 52.&63’\ 84 80 |Chongetal,
(n=201) & 2016
\QJ
Plasma Hémato &e’ 20 20 77,8 | White et al,
(n=210) ¢ . 2017
LBA Patients 38 68,4 92| Guegan eg@al
(n=387) a rigdiue 2018 .@f
MycoGenie Respira &,&’getients - 92,9 90,1 Dgehnaow et
(n=88) b%f\o a risque ,ﬁl 2017
) .{\“9
Sérum : 2 Hémato 16 i 100 8;488 Dannaoui et
(n=6Q4" <8 |al, 2017
&
LBA" Patients 38 71&\"’ 92 |Guegan et al,
C?(n 387) a risque & 12018

Chong et al, JAC@'R)16; White et al, JCM 2017; Dannaoui et al, JCM 2017; Guegan et al, J Inf 2018



“ Conclusion (2)

. Ce5°‘K|ts représentent actuellement une premiere
ﬁapproche intéressante pour veérifier
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