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Conflits d’intérêt
Aucun concernant la présentation de ce jour

Invitations à des congrès/Grants par Pfizer, MDS, Gilead

Rémunérations pour des symposiums organisés par Pfizer
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Fungiplex IVD Real-Time PCR Kits
Fungiplex IVD kits cible les pathogènes fongiques les plus fréquents

Fungiplex® Aspergillus IVD PCR Kit

Fungiplex® Aspergillus Azole-R IVD PCR Kit

Fungiplex® Candida IVD PCR Kit

• Détecte Aspergillus spp. and A. terreus

• Patients à risque d’aspergillose invasive 

• Détecte Candida spp., C. glabrata et C. krusei

• Patients à risque de candidose invasive

• Détecte Cyp51 mutations, TR34 and TR46

• Patients à risque de développer des résistances aux azolés

Diapositive prêtée par Jennifer Dougan, Bruker



Fungiplex RUO PCR Kits

• Détection pan-fungique incluant espèces non couvertes par 
marqueurs “pan-fogniques”cad β-D-glucan: 

(Zygomycetes, Cryptococcus, Trichosporon)

Fungiplex® Universal RUO PCR Kit

Réponse ‘oui/non’

Fungiplex® Candida auris RUO PCR Kit

• Specific detection of Candida auris (does not cross-react with 
other Candida spp.)

All Fungiplex kits use the same conditions to optimise workflow

For Research Use Only. Not for use in clinical diagnostic procedures. 

Diapositive prêtée par Jennifer Dougan, Bruker



Épidémiologie des candidoses invasives: en résumé
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Leon C, IntCareMed, 2014, 
Trouvé C, Med Mycol 2016

ESPECES /candidémies
 Espèce N°1 reste C. albicans
 N°2: variations géographiques:

• Nord de l’Europe+ USA:  C. glabrata
• Sud de l’Europe + Am. Sud: C. parapsilosis

 5 espèces : 90% cas de candidémies: C. albicans, 
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei

FACTEURS DE RISQUES MAJEURS
 réanimation+++ (ICU 30-55% candidémies)
 chirurgie digestive lourde
 hémato-oncologie
MORTALITE des patients avec candidémie
>70% globale et 15-62% dûe à la candidose: ↑hospitalisation/coût
↑si délai du traitement

DIAGNOSTIC DE LABORATOIRE
 Hémocultures (50%+)
 Biomarqueurs sériques (manannes-Ac antimanannes, β-D-glucan, 

Maldi-tof)
 Biologie moléculaire (PCR: in house, T2candida, Fungiplex candida)

Trouvé C, J Clin Microbiol, 2016
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2 biomarqueurs
Bêta-D-glucan/Fungitell®  serum ou plasma
RT-PCR ITS1 & ITS2 sur WB, plasma et/ou serum

C. albicans+C. tropicalis,
C. glabrata+C.krusei, C. parapsilosis complexe

Nguyen MH,CID 2012

Étude prospective
Avril 2009-2011
Pittsburg, USA

Pop mixte



Nguyen MH,CID 2012



Performance des différents biomarqueurs

Nguyen MH,CID 2012



Fungiplex Candida
(Bruker)

CE-IVD depuis 2017

PCR multiplexe en temps réel

•Candida species détectant 4 espèces:
•(C. albicans, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. tropicalis)

•Candida glabrata
•Candida krusei

3 matrices validées:
• Sang total EDTA
• Plasma
• Serum
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Composition du kit Fungiplex Candida 
100 tests

• Stabilité testée
pour supporter 10 
cycles de 
congélation
décongélation. 
Péremption à 6 
mois.

• ---Pas de contrôle
d’extraction fourni
dans le kit.
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Plateformes PCR compatibles 
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Extraction d’ADN

White L. J Clin Microbiol, 2010, 48, 1231-1240
White L. J Clin Microbiol, 2010, 48, 3753-3755
White L. J Clin Microbiol, 2011, 48, 3842-3848

Bruker: pas de plateforme d’extraction

Recommandations à suivre: EAPCRI
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Extraction de l’ADN 

Selon les recommandations de 
l’European Aspergillus PCR 
Initiative (EAPCRI) 

Beaucoup d’inconvénients

Sang total

Pré-traitement

Nbses étapeslong

Tampon d’extraction à 
fabriquer 

Aspergillus PCR: one step closer to standardisation. 
White L. J Clin Microbiol, 2010, 48, 1231-1240
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• >=3ml sang EDTA
• Lyse des hématies et 

leucocytes
• Bead-beating
• Elution volume <=100µl
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Extraction
Article fondé sur la performace de la PCR 
Aspergillus sur le serum

23 centres européens

Panels serum spikés avec ADN Aspergillus: 
0-12.000 génomes/µl

15 systèmes d’extraction: manuels et 
plateformes automatisées (Roche, 
Qiagen,bioMérieux, Promega, Cepheid) 

Evaluation of Aspergillus protocols for testing serum specimens. 
White L. J Clin Microbiol, 2011, 48, 3842-3848
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• Volume de serum >=0,5ml
• Volume d’élution post-

extraction <=100µl
• N’importe quelle plateforme

biomol utilisable mais 
attention aux contaminations

• Contrôle d’extraction
insdipensable

Evaluation of Aspergillus protocols for testing serum specimens. 
White L. J Clin Microbiol, 2011, 48, 3842-3848
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Comparaison de la PCR Aspergillus sur plasma et serum en situation clinique dans 2 
centres (Cardiff/UK  et Würzburg/Ger) 
Période d’1 an – 19 cas prouvés/probables et 42 contrôles.
Sensibilité meilleure sur plasma 94/83% versus 68/76% sur serum
Positivité avant diagnostic: sur plasma 16,8 jours versus 10 jours sur serum

White L. J Clin Microbiol, 2015
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Evaluation analytique du kit Fungiplex Candida 

CHU de Liège

Novembre-Décembre 2017
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Fungiplex candida: évaluation analytique au CHU Liège

Extraction 
d’ADN

Amplification de 
l’ADN par PCR sur 
LightCycler® 480 II

Spiking de sang 
de volontaires

sains (3mL)

1

2

3

Extraction manuelle 
EAPCRI (prot K+BB)

+ purification sur QIAcube (Qiagen)
Elution dans 50µl tamplon

Souches Candida 
inoculées dans EDTA

C. albicans ATCC 10231

C. glabrata ATCC 90030

C. krusei ATCC 6258

C. parapsilosis ATCC 22019

C. tropicalis NEQAS 1036

C. lusitaniae NEQAS 1511

C. guilliermondii NEQAS 1035

C. dubliniensis IHEM 14280

1CFU/mL
10 CU/mL

100 CFU/mL
1000CFU/mL

3h15
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Amplification sur LC480II et comparaison avec une qPCR Candida in house 

Metwally L, J Med Microbiol, 2008

• ADN extraits
• ADN dilués à partir de la dilution 1000CFU/mL
• QCMD Candida 2017
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Qualité de l’extraction : PCR β-globine

Impact sur la charge fongique

Conclusion : 
Extraction réussie-
Absence 
d’inhibiteur de PCR

Figure : Courbe d'amplification des échantillons d'ADN en PCR β-globine

Observations : 
Résultats positifs
pour 40 
échantillons
Cp entre 20 et 25

42 échantillons 
amplifiés
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Sensibilité du kit Fungiplex® Candida
• ADN extraits

a) Analyse en simplex (Cg Ca)
ou duplicate (Ct-Cd-Cp-Ck)

b) Analyse en triplicate

a
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Résultats globaux de Fungiplex Candida sur ADN extraits

1000 CFU/mL 100 CFU/mL 10 CFU/mL 1 CFU/mL

C. glabrata 2/2 4/4 4/4 1 /4

C. albicans 2/2 4/4 1 /4 0/4

C. tropicalis 2/2 4/5 3/5 0/5

C. dubliniensis 2/2 5/5 1/5 0/5

C. parapsilosis 2/2 4/5 1/5 0/5

C. krusei 2/2 4/5 0/5 0/5

Total 12/12 25/28 10/28 1/28

Sensibilité 100% 71% 35,7% 3,5%
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Fungiplex sur ADN dilués (en duplicate)

100 CFU/mL 10 CFU/mL 1 CFU/mL

Moyenne Cp des duplicate

C. glabrata 35,1 36,46 Non détecté

C. albicans 38,3 40 Non détecté

C. tropicalis 36,85 38,56 38,12

C. dubliniensis 37,16 Non détecté Non détecté

C. parapsilosis 37,02 37,32 Non détecté

C. krusei 35,43 37 Non détecté

Total 6/6 5/6 1/6

Sensibilité 100% 83,3% 16,6%
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CONCLUSION

• Sensibilité améliorée par rapport 
aux performances sur ADN 
extraits pour 10 CFU/mL

• Préparation et extraction plus 
aléatoire dans les faibles 
quantités d’ADN

• Effet de plateau de la PCR >38Cp



Détection des contrôles externes QCMD Candida 2017

• QCMD 1         C. albicans

• QCMD 2            C. albicans

• QCMD 3            C. albicans & C. glabrata

• QCMD 4            C. albicans

• QCMD 5          C. glabrata

• QCMD 6            C. parapsilosis

• QCMD 7          C. albicans

• QCMD 8            Candida négatif

• QCMD 9           C. krusei

Conclusions : Sensibilité
diagnostique de 100 %

Fungiplex Metwally
Observations : 
Identification correcte
des 9 QCMD par 
Fungiplex
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Conclusions étude Fungiplex Candida au CHULiège

POINTS POSITIFS

Détection rapide de 5 espèces de Candida : 

C. glabrata, C. krusei, C. albicans, dubliniensis, 
C. tropicalis, C. parapsilosis dans le sang inoculé 
EDTA

Détection différenciée de 2 espèces 
fluconazole résistants

Un puits/test: PCR multiplexe

Coût par test abordable <100 euros

POINTS A AMELIORER

Matrice Sang total: extraction fastidieuse car 
semi-automatique
A automatiser 

Changer de matricePLASMA + automatisation 
complète.

Sensibilité du kit à 10 CFU/mL: 83,3% sur ADN 
dilués vs 35% sur ADN extraits: biais lié à la 
méthode d’extraction/préparation des 
échantillons simulés?

Contrôle d’extraction
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RESULTATS BRUKER
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The evaluation of a real time PCR assay for aiding the diagnosis of 
Invasive Candidiasis: Fungiplex® Candida 

Échantillons simulés
◦ Plasmides de 30 à 3.106 copies

◦ Cultures: 1 à 1000 CFU

Sensibilité à 10 ipc/1 CFU pour 
toutes les espèces sauf C. 

glabrata (30ipc/10CFU)

28
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Fungiplex® Candida
Performance evaluation

• Etude retrospective et panels simulés
(sang total, serum et plasma), testés en
double

• Prélèvements cliniques: 

• Candidoses invasives *prouvées vs 

• «pas d’évidence d’infection fongique »

* Echantillons de 2010-2017 (testés in 2017) 

Sensitibilité

(%)

Specificité

(%)

Echantillons simulés

Performance ( 5 CFU mL-1)
97.8 100

Échantillons cliniques

rétrospectifs
83.3 98.2

Résultats de l’évaluation de la 

performance du test 
97.2 99.9

Résultats des échantillons testés

• Performance combinée des échantillons cliniques et simulés de concentration‡ (5-
10 CFU mL-1) and above: ‡ Note, detection of 1 CFU mL-1 = 83 – 88 %

• Sens = 97 %  

• Spec = 99.9 %

Données Jennifer Dougan, Bruker
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Conclusions
- Sensibilité analytique entre nos mains: sensibilité acceptable sur les 
ADN dilués: 10CFU/mL pour les 5 espèces majeures/ 83% sensibilité.

-Facile à mettre en oeuvre par tous les laboratoires de biologie 
moléculaire mais méthode peu automatisée.

-Inconvénient absence de controle d’extraction dans le kit.

-Coût du test abordable.

30



Perspectives
-Reproduire les tests analytiques à partir de plasma spiké et sur
l’automate d’extraction Qiasymphony.

-Evaluation clinique dans une étude multicentrique en comparaison
avec des biomarqueurs tels que le BDG, Ag Mannane-Ac 
antimananne.
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