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Conflits d mteret

Aucun concerngént la présentation de ce jour

InV|tat|on§sé des congres/Grants par Pfizer, MDS, Gilead s
&
Remgﬁeratlons pour des symposiums organises par Pﬁzgr
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FungipleﬁﬁD Real-Time PCR Kits

Fungiplex IVD kits cible les pathogenes fongiques les plus fréquents

[ Fungiplex® Aspergill.qsb\IVD PCR Kit ]

> &
o Détecte Aspergillus s‘gﬁp and A. terreus $
e Patients a risque %ﬁsperglllose invasive &

\\@F‘Z’(Q (boé‘
[ Fungipleg@é’Aspergillus Azole-R IVD PCR Kit ] &
(0" «OS'Q'
o Dethte Cyp51 mutations, TR;, and TR, AQJ‘:
o Paﬂ%nts a risque de développer des résistances a;;& azolés
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" | Fungiplex® Candida IVD PCR K|t
N R = '&’\ e Détecte Candida spp., C. glabrata et@ kruse/
%’\9 e Patients a risque de candidose mv@sqfve
q‘.\(" Diapositive prétée par Jennifer Dougan, Bruker




Fungiple&ﬂf\}O PCR Kits

For Research Use OMNot for use in clinical diagnostic procedures.
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& Fungiplex Unlversgb UO PCR Kit éa}@
. \57‘:?59 / ‘\‘b\o ) (QQ;Q
&O\ o Deétection pan-fungique incluant espéces non couvertes par é‘?’
«oef’ 2 marqueurs “pqel:(tgfogniques”cad B-D-glucan: c,}_\o‘\
GS’ | ' (Zygomycetogs‘,‘ Cryptococcus, Trichosporon) @b"
), N Q
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[ Elingiplex® Candida auris RUO PCR KLB{%

\2 \}C,V

e Specific detection of Candida auris (does\qﬁ%t cross-react with

other Candida spp.) >
&
©

Diapositive prétée par Jennifer Dougan, Bruker




Epidémiologie de§¢andidoses invasives: en résume
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ESPECES /candidémies
» Espéce N°1 reste C. alblcaglsi"(&
» N°2:variations geogragﬁdues
« Nord de I’Europ@-\ USA:
* Suddel Eurqé*e + Am. Sud:

C. glabrata
C. parapsilosis

» 5 especes: 90%‘5&as de candidémies: C. albicans,

@hlrurgle digestive lourde
@7’ hémato-oncologie

%
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MORTALITE des patients avec candidémie
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>70% globale et 15-62% diie a la candidose: 'I‘péspltallsatlon/cout

x<'
C. glabrata, C. ﬁ&raps:los:s C. tropicalis, C. krusei &Q}b\&
O
X
FACTEUB&QDE RISQUES MAJEURS 5
> requshmatlon+++ (ICU 30-55% candidémies) ,z,i“‘e'

26,7

= C. albicans

C. glabrata

5‘2’5‘\ dubliniensis
0 m C_|usitaniae
m C. krusel

» C. metapsilosis

N\
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1 si délai du traitement & &
S &
DIAGNOSTIC DE LABORATOIRE {Qf,e““ c)g@‘“
» Hémocultures (50%+) @f’ %«0°
» Biomarqueurs sériques (magq;annes -Ac antimanannes, B-D-glucan, \q,Q’”
Maldi-tof) Qa\ib Q@"
> Biologie moléculaire : in house, T2candida, Fungiplex candida) © Leon C, IntCareMed, 2014,

Trouvé C, Med Mycol 2016



Performance of Cand\?da Real-time Polymerase
Chain Reaction, [ie\f) Glucan Assay, and Blood
Cultures 1n the, ’1agn051s of Invasive Candidiasis
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M. Hong Nguyen,' Mark C. ‘gﬁsel.z Ryan K. Shields,' Martin A. Salomoni,2 Binghua Hao,! Ellen G. Press,’
Ryan M. Shields,2 Shaoji Qj{hng,‘ Dimitra Mitsani,! Aniket Vadnerkar,? Fernanda P. Silveira,! Steven B. Kleiboeker,2 and
Cornelius J. Clancy’ 3&‘6“ <&

'Department of Medmmé\%nwersw of Pittsburgh, Pennsylvania; ?Viracor-IBT Laboratories, Lee's Summit, Missouri; and&éﬁbepartment of Medicine, VA

Pittsburgh Healthca&a@?ystem Pennsylvania \‘\
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& 2 &
Rg (Qca. [
SO 2 biomargueurs & . :
N ® Etude prospective
Béta-D-glucan/Fungitell® serum ou plasrné\ , Avril 2009-2011
RT-PCR ITS1 & ITS2 sur WB, plasma et/@u serum | .
& | Pittsburg, USA
C. albicans+C. tropicalis, & :
Pop mixte
: C. glabrata+C.krusei, C. pargﬂ‘%llosns complexe &
{e"é %&O\
& P
R ’19
49 N
N &
D
& Nguye?? MH,CID 2012
Q.



Performance of; £andida Real-time Polymerase
Chain Reactw‘n B-D-Glucan Assay, and Blood

Cultures 11;b°éthe Diagnosis of Invasive Candidiasis
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&’Q Invasive Candidemia® Deep-Seated Intra-abdominal \‘Q}
ASSEW{\‘QJ Candidiasis (n = 55) (n = 22) x& Candidiasis®® (n = 38) Candidiasis (n = 34) &\Q
\' 0 c’
pcA® & &
~\ Sensﬂwﬁy 80% (44/55) 59% L§J§\2 89% (34/38) 88% (30/34) ®&®
{6" Specificity 70% (51/73) \\0 R
ké’\'@ BDG (positive =80 pmol/mL) {00 ((:Q,‘(Q

Sensitivity 56% (31/55) Q,QGS% (15/22) 53% (20/38) 56% (19/34) 0(\

Specificity 73% (53/73) @'e b\)c;
BDG (positive =60 pmol/mL) _\o'(\ O

Sensitivity 69% (38@' 81% (18/22) 66% (25/38) 650/%, /34)

Specificity 63% (@6773) <

U .

Pvalue R &'2} &

PCR vs BDG (positive =80 pmol/mL) <0 .03 77 .004 > 0015

PCR vs BDG (positive =60 pmol/mL) @ 31 23 .04 < 06
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Nguyen MH,CID 2012
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PCR multiplexe en temps réel

\ *Candida species détectant 4 espéces:

Fu ngip|ex Ca nd|d ., ¢ \ *(C. glbicans, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. tropicalis)
' §/ +Candidaglabrata
. (BFU ke r) ¥ *Candida krusei

3 matrices validées:

CE-IVD depuis 2017 * Sang totzi EDTA
"+ Plasma
e Serum




Compo%@%n du kit Fungiplex Candida

100 tests
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 Stabilité tgs‘tee
pour sygporter 10
cycIQs de
cga;ﬁgelatlon

b“aecongelatlon

\55” Péremption a 6
mois.

e ---Pas de contrble
d’extraction fourni
dans le kit.

Reagent Volume per tube No. of tubes Cap colour Reactions per tube j
PCR MM 1.2mL ?-;\&' 1 Orange 100 c}'\*\
" &
Candida MM 120 uk\&e 1 Purple 1%@6
PCR Water 808 L 1 White 300
5 &
<
(@Q &
. . . . QO
Fungiplex Candida Control Kit & b\)o

No..of tubes Cap colour

Volume per tube

Reagent

0\
Q S

Internal contéq&, 135 uL 3 o Red

Positive qu‘?rol , ‘oef&

60 uL 3 & Green
Caqd"lda b{g"
Ne we Control 240 L ‘0\{93 White
O Q@
o"b ’LQ’\'
<0 N
% O
> 0
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Plateformes PCR compatibles

r\}

Real-Time PCR &
"
Inst rumentatloneﬁllanufactu rer

ReaI-Time PCR
Platform Model

Real-Time PCR

Instrument Softwar% '

Verified Consumables

ke

.\o& version 2@3{&'
Applied @%systems é;@ MicroAmp® Fast Optical 96-Well
&c’ ABI 7500 Fast 2. &@f Reaction Plate
&6\@ & MicroAmp® Optical 8-Cap Strips
\ﬁlo Rad b@‘?’\ MicroAmp® Fast Optical 96-Well ao
CFX96™ &8 31 Reaction Plate 6"
& MicroAmp® Optical 8-Cap S&ﬁ‘ps
Qiagen S % N 2.3.1 Qiagen Strip Tubes and%&@%s 0.1 mL
Splex HR,M) oy e,éz
QRex 1.0.0 &
Roche e}q LightCycler® @Multiwell Plate 96
L'Eh(EES‘%TE"@ 4801l 151 M|croAmp\\’Bpt|caI 8-Cap Strips
<
Applied Biosystems o "é _ Mlcr p® Fast Optical 96-Well
qg,\c,z QuantStudio™ 5 1.3.1 %@OAmp Optical 8-Cap Strips
v
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Extraction gj«’ﬂDN

»Bruker: pas cLe plateforme d’extraction

> Recomn@?‘ndatmns a suivre: EAPCRI
8‘0
0‘3

Q
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& J. Peter Donnelly,” and Juergen Loeffler

Aspergillus PCR: One Step Closer to Standardization"

P. Lewis White,'* Stéphane Bretagne Lena Klmgspor Willem J. G. Melchers Elaine McC ullocll,5
Bettina Schulz,® Niklas Finnstrom,” Carlo Mengoli,® Rosemary A. Barnes,’ J. Peter Donnelly,*
and Juergen Loeffler'” on behalf of the European Aspergillus PCR Initiative

&
Critical Stages of Extracting DNA from ASpergsHu'; fumigatus ,@*b
b‘?n Whole-Blood Specimens”{ Qg,

P. Lewis White,'* @thacl D. Perry.' Jl.lf:l’%f:l] Loeffler,” Willem Mclahcrs Lena Klj @Spnr
Stephane Br \gne Elaine M-::C ulloch,” Manuel Cuenca- Estr;,ll.i Niklas anﬁﬁ‘om i
\\0 J. Peter Donnelly,” and Rosemar‘v A. Barnes’ on beha]f of Q,Q
{0 the European Aspergillus PCR I|‘|1tlatw+: ,(:Q’(Q
N o
<

& &P
(Q b\)
Eval;efhtlon of Aspergzl!us PCR Protocols for TeStl{tg Serum Specimens'+

P d?%ms White,'* Carlo Mengoli,” Stéphane Bret'wne Manuel g)%&ma Estrella,* Niklas anstrom
&Q Lena K]mgspor © Willem J G. Melchers,” Elaine Mc %ﬁbuh RosemaryA Barnes,”

10 QA%ehalf of the European

Aspergillus PCR Imtlatlveé‘EAPCRI)

o
»"’/\
rLQ
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N 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




Extraction deeA“DN

&
Selon les recommandati@tﬁ\s de
'European AsperglllugﬁCR
Initiative (EAPCRI) & ©

@a
Beaucoup d’meénvements
Q:-,
JSang tothb
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JPré- c;éli‘altement

&
E@ﬁbses étapes—=>long &
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Q‘(CITampon d’extraction a &
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fabriquer S
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Aspergillus PCR: one s@@%
White L. J Clin %@Oblol 2010, 48, 1231-1240

Frozen or fresh EDTA whaole
blood is acceptable

3-4ml EDTA whole blood

Threshold : 12/18

Orvrall
Time:

Step time

h

Suitable commercial alternative
available from Proamega

Hypatonic Ked Call Lysis” {10mL);
Incubate ambient Pemperalure

Threshold: 13/19

15mins" x2

I I 1% Wash deca
~

nt supernatant

Centrifugation 3000xg

Smins

10mins x2

closer to standardisation.

l 2™ Wash decant supematant 1h 6{\-@'
X
Recombi el K v E '(,\&
em ".a"@“:: nase White Cell Lysis’ {Lml) Incubare 55°C | Threshaold: 9/12 N
Erre
&
&
o
< v
<
Centrifugation 5000xg,/10mins ] 1h55
6\
Decant 0.8ml supernatant. O
Add glass beads ~
L A \‘
Ceramic or acid washed glass Read-bea l:ing Th resl\ﬁ?i 14; 18 3h06
beads (710-1180um)
.&‘J
S
»\0
_ ¥
Pulse ca ntrlfugacx
Fieati a .
i ch.hun"ippt T 'Kq'ransfer 0.2mL supermatant or wash
performed using automated or .
. . \- with 0.2ml molecular grade water
manual pracessing using the Q¥
commercial kits highlighted in o
DNA strategies 1, 2, 5-11, 15 and &[@ purification/ppt Upto 1h
1. All reagents should be batch Cb
screened for fungal Q\
contamination, ’1.-
N v =
)
©Q§ Elution Volume <100l Threshold: 14/18




Critical Stages of Extr qctm% DNA from Aspergz!!u.s fumigatus

In WhQLE Blood Specimens'y

P. Lewis White,'* Michael D. P. w' Juergen Loeffler,” Willem Melchers,* Lena Klingspor,*

Stephane Bretagne,” Elai

J. Peter Réfnelly,® and Rosemary A. Barnes® on behalf of

L \

Q’the European Asptrgsﬂus PCR Imtlatm

-:Cullm:h 5 Manuel Cuenca-Estrella 7 Niklas Finnstrom, 8

Obv
@Q“
& &
& |* >=3mlsang EDTA
I&@\cnnclusu & 'CRI
getommends | * Lyse des hematlegﬁét - red
dg? and white cel |EUCOCVteS 8@& | ele-
o° ment, and el . © earch
N Bead- beatlng :
investigating - the
EAPCRI pro/® Elution veﬂume <=100ul ipha-
sizes their imj & 3
6&0 0\%
_ @«0\) \(J\"L
NG o
&



Extra ctigﬂ‘&

Article fondé sur la @@(Fformace de la PCR
Aspergillus sur Ie@s@rum

<&
23 centres eyopéens
&
Panels sg@'ﬁ'm spikés avec ADN Aspergillus:
O—li<cg(9b génomes/pl (56(&
]\E%‘ystémes d’extraction: manuels et (,j-}c:“
©Q§§Iateformes automatisées (Roche, @b"’

. . ;. . Q

Qiagen,bioMérieux, Promega, Cepheid) <&
<0
&
@"é
&
0‘9&

Evaluation of Aspergillus protocols for t%sif’ing serum specimens.
White L. J Clin Microbiol, 2011, 48, 38¢2-3848
N

©

TABLE 4. Bivariate linear regression analysis between Cq and the
additional covariates, excluding log,, genomes/ml*

Covariate z value P value
Sample vol -2.27 0.023
DNA extraction system
Roche —0.11 0.909
Qiagen —1.15 0.250 é){&'
Other 1.50 0.133 &
<& -~
Elution 4l 2.96 0.003 &
& N
N N
PCR" amplification system o
S%Roche —0.64 dR521
& ABI 0.53 6;@@ 0.598
Other 0.25 8 0.803
C-\‘\O
Template vol -1.07 & 0.286
&
PCR vol 0.9%" 0.334
<0°
PCR target ol
18S rRNA gene 028 0.779
ITS region & —248 0.013
28S rRNA gene & 0.39 0.698
Mitochondrial 06,8‘ 2.57 0.010
o)
Internal control N‘b« —2.18 0.029

-

v
“ Significant asso{:iati@?} are highlighted in boldface. Note that a negative z
value predicts an eark®Y Cq, and thus a higher probability of PCR positivity,
whereas a positive Wue has the opposite effect.
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TABLE 5. Recoggrendations of the EAPCRI for Aspergillus PCR protocols when testing serum
oggm perg P g
Result be(\' Recommendation
[
A positive association between se%h?}\ olumes (=0.5 ml) will improve sensitivity.
was noted (z value, —2.27; P
When detecting low fungal bigden w fungal burdens (<10 genomes/ml), a
difference in sensitivity g$g a s| @ VOI ume de serum >=O’5 ml ing material should be used. E}{&'
serum compared to 2(75? ml is 2 V | d' | {\@3
P = 0.0091). @ ° A i & X
3 olume d’elution post- S
A0 < L2
Twenty-eight of Q% protocols evalu . .{\& le nucleic acid extraction systems described, § &
y-clig ¢’ P N 3
designated @eshold of detectio extraction <= 100 IJ,I & xtract Aspergillus DNA using the protocojfas
generatingea threshold positivity N cturer. However, all kits should be scrggie
.c,{?lh hold QW H Il kits should b -ﬁé(\ﬁd
X ’ [] * . . = o . . "
8\0\ ° N Im po rte q ue I I e q@fatEfOrme limit of detection determined pnf@ clinical
o‘bcj [ o e F(QQ’ [ QO
hod 11 (Table 2) was specifica b|0m0| utl I ISA Qké Mals hed for testing alternative sp@‘.ﬁnen types
?{9 blood and was not able to efficig . S . . d not be used. @Q‘\o
Q§J A negative association between ser atte ntlo nada w CO nta min atlo NS olumes (=100 pl) wi%&%duce sensitivity.
noted (z value, 2.96; P = 0.003) A G;Q . ‘c;_&
When detecting low fungal burden| ® CO ntr0|eod extraction yw fungal burdena%<10 genomes/ml), nucleic
difference in Cg for methods el <0 vol of <100 &Elution in vol of =100 pl
cycles) compared to =100 pul (4 1 I ST legree whege real-time PCR is inconsistent
cycles (95% CI, 1.9 to 5.8 cycles InSd Ib@é’hsa ble cted. 8‘0\
a 29.0% reduction in positivity. _\‘c;\ «0\)9
N
S NP
g \’19
< ¥
NS @
r§)\' 3 <i%ation of Aspergillus protocols for testing serum specimens.
\d?\ White L. J Clin Microbiol, 2011, 48, 3842-3848
Q.

©
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Clinical Performancee:bf Aspergillus PCR for Testing Serum and
Plasma: a Study bgf‘ethe European Aspergillus PCR Initiative

P. Lewis White,® Rosemar N Barnes,” Jan Sprlnger Lena Klingspor,® Manuel Cuenca- Estrella,® C. Oliver Morton," Katrien Lagrou,?
Stéphane Bretagne,” WbB%mJ G. Melchers,' Carlo Mengoli] J. Peter Donnelly,' Werner J. Heinz,® Juergen Loeffler,® the EAPCRI

&
&
c}‘\
<

\\0

SEentres (Cardiff/UK et Wurzburg/Ger) &S

QQTﬁparalson de Ia PCR Aspergillus sur plaes??\a et serum en situation cllnlquqd‘ans 2
@Q@

Période d’1 an—19 cas prouves/pro@%bles et 42 controles. >
Sensibilité meilleure sur plasma %/83% versus 68/76% sur serum Q,é“"c’
Positivité avant diagnostic: sug«blasma 16,8 jours versus 10 | jours §Ur serum

\f:
9&0 0\'%«0
N YV
«O N
P &
> o
Q@ White L. J Clin Microbiol, 2015

©
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Fungiplex candida'é“i"}aluation analytique au CHU Liege

Souches Candida

inoculées dans EDTA

C. albicans ATCC 10231 o&

C. glabrata ATCC 90030\0

C. krusei ATCC 625&(“

C. paraps:los:ks;@f CC 22019
&

C. trop/cgéc{’NEQAS 1036

C. lugig8hiae NEQAS 1511

X
ggui//iermondii NEQAS 1035

Amplification de
I’ADN par PCR sur
“LightCycler® 480 II

Spiking de sang
de volontaires
sains (3mL)

Extraction
d’ADN

C. dubliniensis IHEM 14280

1CFU/mL <
*f-)
10 CU/mL & Extraction manuelle
100 CFU/mL /\00«,6 EAPCRI (prot K+BB)
1000CFU/mL R + purification sur QlAcube (Qiagen)$
Q}(}g\"’ Elution dans 50pl tamplon
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Ampl|f|cat|on sur LC480\Lkét comparaison avec une gPCR Candida in house

&Qa

ADN extraits

e QCMD Candida &617
6

o

e ADN dilués a partlrd% la dilution 1000CFU/mL

YIZ‘Q

@
Q
©

—_— "\3 — — &'
& BRUKER METWALLY
Q; \ Q
N <&
Preparatiqa avant Courte : 1 seul Master Mu}“‘e Longue : 3 Master M'%\?’
analyse(p
Prnt@’tmle de température |Activation : 1 cycle de 15 mm{g@% C Activation : 1 cycle de 10 min @‘@5 C
N Dénaturation : 5 s a 95°C c~° 45 |Dénaturation : 30 s 4 95°C Q,Q 4|5
N Hybridation/extension : 3@55 ae0°c Jcycles Hybridation/extension : 13ﬁ‘||ﬂ a 60°C cyeles
Analyse 1 punsfecha@fﬁlon (multiplex) 3 pUIlS‘féChaﬂtI”ﬂﬂ
] ‘7 @"’
Temps d’analyse Q?,s.@ 1h15 &6\@ 1h50
< 5
Contrdle interne Con#dle interne d’amplification | <>
&Q&%nce de contréle d'extraction Contrg&@d extraction endogéne (B-alobine)
D o
519\’ o

Metwally L, J Med Microbiol, 2008



Qualité de I’extrag\ﬁ%n : PCR B-globine

42 e;eFiantHIons

ag:nphﬂes

q@
©

Fluotescence (533-580)

0
(@
< Impact sur la charge fongique

1.0E7:

1,0ED;

N
8 910N 1‘2\%1415161?181@1 2’223 2 62?28293031 "Q£34 353637383340 41 42&'4445
Q, Cycles \“,

&
Figure : Courbe d@%pllflcatlon des échantillons d'ADN en PCR B-globine 8‘

q:/\oo
Ny ’19\'
<9 N
% O
Q¥ O
N ©

Observations :
Résultats positifs
pour 40

échantillons
Cp entre 20 et 25

Abseance
d”:nhibiteur d

$pek



Sensibilité du kit Fun,glplex Candida

« ADN extral\\teg

a) Analyse en S@ﬂblex (Cg Ca)
ou duplicate (Q@-Cd -Cp-Ck)

. O
e}§
©
&
&
A0
1,5
&
&
~
S
&
O
3
R b) Analyse en triplicate
&
©
&
<0
o
Q}A
&
.\‘c’
O\
&
\}‘-)
<0
P
Q
&
¥

1000 100 10 1
Fréquence de Cpriayen = Frégquence de CPmoyen = Fréguence de Cpmoyer Fréquence de Cpmoyen =
détection écart-type détection écart-type détection écart-type détection écart-type
C.glabrata 11 31,42 1/1 33,65 11 35,680 1M 37,87
C.albicans 1M1 31,99 11 35,65 11 37,47 [174] /
C.tropicalis 212 34,53 + 0,75 142 35,05 142 37,73 02 ;
C.dubliniensis 212 31,7+ 1,36 212 36,34 + 1,2 1/2 37,49 02 / e
S
W
C.parapsilosis 2/2 34,27 + 0,54 1/2 36,11 o2 J 02 /! Q'}
O
C.krusei 212 33,35 8@/73 1/2 35,04 o/2 / 0/2 )
o o)
Yl A
Total 10.-'13& ez 412 12 .\\Q/
Sensibilité par <{:~"°
concentration @cg 33 58,33 33,33 Esb
(%)

1000 CFU/mL 100 CFU/mL 10°GFU/mL 1 CFU/mL
\’Fréquence de o Fréquence de CPmoyen = Fréquence de CPmoyen = Fréquence de Cpmoyen =
détection Pmoysn détection écart-type détection écart-type détection écart-type
C.gfabr@ 32,63 £ 027
%
C. cans 11 3213 313 34,86 + 0,24 o3 \g/ / o3 !
& tropicalis "\0
-tropicaill 11 35,04 313 35,11 £ 0,40 213 36,08 +013 o3 !
C.dubliniensis 1/1 32,59 a/3 35,55 + 0,29 %@ / 03 !
o ‘9
C.parapsilosis 111 33,56 a2 36,54 + 0,51 ‘,@' 36,65 0/3 /
C.krusei 11 32,59 33 34,3 = {J.rﬂf;"“\o{V /3 / 0/3 !
et
Total B/6 18/18 \,)c, 6/18 0/1a
]
Sensibilité par '\
concentration 100 m%\, 33,33 0
(%) $‘
Ny
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Résultats globg@? de Fungiplex Candida sur ADN extraits

Q
&
&
&
1000 CFU/mL 100 CFU/mL 10 CFU/mL 1,.CFU/mL @e‘&“’
&
: &
C. glébrata 2/2 4/4 & a/4 1/4 (.\\&‘z’
% 'b
K& albicans 2/2 4/4 $§~° 1/4 0/4 r@@qﬁ
N ° &
&b C. tropicalis 2/2 4/5 et 3/5 0/5 &
%«0 r&e'é\ Qé'
* y S
P C. dubliniensis 2/2 548 1/5 0/5 zq@
& S ol
o C. parapsilosis 2/2 &694/5 1/5 0/5 '.‘00
C. krusei 2/2 & af5 0/5 0/5¢

Total 12/12
Sensibilité 100%




100 CFU/mL 10 CFU/mL 1 CFU/mL @é@"

i

. , CONCLUSION &
& Moyenne Cp des duplicatgs &
s < “b
c.,;{f’ glabrata 35,1 36,46 gé\e’ Non détecté * Sensibilité amellore@f“par rapport
N 0
\;3} C. albicans 38,3 40 ,®°Q Non détecté aux performancg§sur ADN
— g extraits pouré‘ﬁ CFU/mL
C. tropicalis SOAR 3%56 38,12 2 Preparatlo@et extraction plus
C. dubliniensis 37,16 NtV Jétecté Non détecté aleaton;)é”dans les faibles
— 2 — quaémtes d’ADN
C. parapsilosis 3702 [ 373 Non detecte »  Ef#ét de plateau de la PCR >38Cp
C. krusei Y 37 Non détecté &o‘

Total %«0
>
Sensibilité



Détection des con;rgles externes QCMD Candida 2017

%Qz
&5 .
oL Fungiplex Metwally
& Observations :
O, . |dentification correcte
« QCMD 1 Bibicans
Q}og? des 9 QCMD par &
. QCMD2 ¢ C. albicans Fungiplex &
<8” &
G <
. QCM@Q’% C. albicans & C. glabrata @@‘-’5\
&
. MD 4 C. albicans
i

&P+ QCMD 5 C. glabrata

« QCMD 6 C. parapsilosis

« QCMD 7 C. albicans <0

éef" o
. QCMD 8 Candida négatif & =
&6{@ q;/\o\)
. QCMD 9 C. krusei & x R
<0 N
¥ ¥
N ©
S
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Conclusmn& étude Fungiplex Candida au CHULiege

@ POINTS A AMELIORER d&@'
-@ ,&‘\‘i‘&'
>Detec iSn rapide de 5 especes de Candida : >Mat e Sang total: extraction fastidieuse car g*
<
sem’f‘automathue Qé‘\
C. gj,a”brata C. krusei, C. albicans, dubliniensis, <~\§>A JUtomatiser <
g&?roplcalls C. parapsilosis dans le sang mocule & &
«°EDTA »Changer de matrice>PLASMA + autorrha?lsatlon
"9 . OQ.‘Q compléte. Q,p
N . g . s \ & e
& » Détection différenciée de 2 espéces » \
oF fluconazole résistants & »>Sensibilité du kit & 10 CFU/mLg$3,3% sur ADN
& dilués vs 35% sur ADN extra@é’ biais lié a la
»Un puits/test: PCR multiplexe .Qf,.‘p méthode d extractlon/prep‘aratlon des
& échantillons simulés? &
»Co0t par test abordable <1OQ,*éuros so
° » Controle d’ extrac&&)n
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The evaluation of a real time PCR assay
for aiding the diagnosis of Invasive
Candidiasis: Fungiplex® Candida
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The evaluation of;ﬁ “real time PCR assay for aiding the diagnosis of
Invasive Cand@%as Fungiplex® Candida

\0{\
Echantillons simulés e>° <@
: . . - >
o Plasmides de 30 84532 106 coples Candida Plasmid DNA Genomic DNA Candida Plasmid DNA Genomic DNA X
. Cultures: 13 1680 CFU Target ; Targgt
{52:9 ipc Detection CFU Detection ipc Detection, CFU Detection
< )
& " 10 | a7/56 m 50/56
Result Plasmid samples Genomic samples C. albicans < C. dubliniensis 56/56 12.6\’ 8/8
8/8
3x10°| 56/56 C"ﬁo 4
Sensitivity (%) | 1000 4/4
T4/ 20 sy | 1 | 4/a
Specificity (% > '
pecificity (%) 3¢ | e9/71 10 | 44/44 55 /56 | 10 8/8
C. glabrata 7 C. parapsilosis &
Table 2: Analytical performance of the Fungiplex 100 44/ 44 Y 100 8/8
Candida Real-Time PCR assay 3x10° 56 /56 56 / 56
1000 20/ 20 10(10 4/4
19/20 10 | 45/56 | 1
Sensibilité a 10 ipc/1CFU pour 40 | 66/71 | 10 | 44/44 30 | 56/56 | 10 8/8
toutes les espéces sauf C. Ry | C Krusei 100 | 44744 | S o | oo
lab ibc/10CE 4x10°| 56/56 3x10°| 56/56
glabrata (30ipc/10CFU) 20 /20 1000 | 44

TIMM 2017-P106



Fungiplex” C@nglda

Performance evaluation Q

é&&'
X
S
& S
< <
® Etude r@trospectlve et panels simulés 0“{& Sensitibilité  Specificite O
(san fotal, serum et plasma), testés en \oe," (%) (%) Qé“
> 7
do@ C‘i\:chantlllons simulés (4\(0
g 4 97.8 100,
° \Prelevements cliniques: ¢ __Performance (>5 CFU mL™) 2O
& & Echantillons cliniques N
o *® Candidoses invasives *prouvées vso<\ ) : a 83.3 982
?{L rétrospectifs &R
©<z§’ * «pas d’évidence d’infection fongique, eP Résultats de I'évaluation de la 972 «0\-“' 99.9
* Echantillons de 2010-2017 (testés in 2017) ,&@ performance du test &
<& oL
<
& ‘9&
® Performance combinée des ech@,ﬁ}clllons cliniques et simulés de concentraiaBn* (5-
10 CFU mL- 1) and above: No[.gy detectlon of 1 CFUmL?! =83 -88 % Cb«o\)
N
° Sens =97 % ,\o\? o
o8
N
°* Spec = 99. % q% o%
Qs(’ Données Jennifer Dougan, Bruker
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Cor cIu5|@h

: Sen5|o|lltg>analyt|que entre nos mains: sensibilité acceptable sur les
ADN dl|nyS 10CFU/mL pour les 5 espece sqnajeures/ 83% sensibilite. &

&
>

-Fagrfe a mettre en oeuvre par tous Ieg&aboratmres de biologie &
gqoleculalre mais méthode peu auwmatlsee &
Xe)
«0 S
& -Inconvénient absence de contrafe d’extraction dans le kit.
?.
Q§’ ob &
© -Co(t du test abordable. & O




Pe rspectwes

-Reprodul(pé Ies tests analytiques a partir de plasma spiké et sur
| automa“te d’extraction Qiasymphony.

@-
N
.\b

-Evgi‘uatlon clinique dans une étude rget'ﬂtlcentnque en comparalsons»
acz?ec des biomarqueurs tels que le B@G Ag Mannane-Ac &
<antimananne. & s
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'\0 e &
b\)
N > > Plateforme de biologie moleculalr@ﬁe I"Unilab &
o > Valérie Capraro & «0\5&

&Q’Q

» Bruker (Mise a disposition d,é’°k|ts Fungiplex Candida et suppo;&‘techmque)




