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Chirurgie infantile

Immunologie

Epidémiologie

Génétique

Nutrition

Parasitologie

Chirurgie orthopédique et traumatologie
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Pharmacologie

Pharmacologie

Physiologie

Hématologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Bactériologie Virologie Hygiéne
Physiologie

Néphrologie

Parasitologie

Biophysique

Biochimie

Biochimie et biologie moléculaire
Biochimie

Biophysique

Parasitologie et mycologie
Biologie cellulaire

Chirurgie générale
Pharmacologie

Anatomie Pathologique
Cardiologie
Bactériologie-virologie

Nutrition

Physiologie

Biologie Cellulaire

Physiologie

Immunologie

Bactériologie Virologie Hygiene
Biochimie

Bactériologie Virologie
Réanimation

Biophysique

Immunologie

Biologie du développement
Cancérologie

Gynécologie obstétrique
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Bactériologie Virologie Hygiéne
Cytologie et histologie

Biochimie et biologie moléculaire
Hématologie

Biochimie

Pédiatrie

Biophysique

Biochimie

Chirurgie plastique et des brilés
Génétique

Biologie Cellulaire

Cytologie

Anatomie et cytologie pathologiques
Hématologie

Anatomie

Médecine Légale

Médecine Légale

Pharmacologie

Pédiatrie

Médecine du travail

Histologie, embryologie et cytologie
Nutrition

Epidémiologie

Physiologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Anatomie Pathologique
Pneumologie

Nutrition

Médecine et santé au travail
Biochimie

Biophysique et médecine nucléaire
Biologie du dével. et de la reproduction
Biostatistiques et Informatique médicale
Biochimie

Biologie du dével. et de la reproduction
Neurologie

Physiologie

Anatomie et Chirurgie Générale
Anatomie - Chirurgie orthopédique
Pharmacologie

Physiologie

Hématologie

Endocrinologie

M.C.U. Médecine générale

M. BISMUTH Michel
Mme ESCOURROU Brigitte

Maitres de Conférences Associés de Médecine Générale
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Dr CHICOULAA Bruno

Dr IRI-DELAHAYE Motoko
Dr FREYENS Anne

Dr BOYER Pierre

Dr ANE Serge

Dr BIREBENT Jordan
Dr LATROUS Leila

Médecine Générale

Médecine Générale

SEPTEMBRE 2017



REMERCIEMENTS

Au président du jury,

Monsieur le Professeur Antoine BERRY,
Professeur des Universités — Praticien Hospitalier
Je vous remercie de m'avoir accueilli dans votre service et de me faire I'honneur d'accepter

la présidence de ce jury. Veuillez trouver I'expression de toute ma gratitude.

Aux membres du jury,

Monsieur le Professeur Alexis VALENTIN,

Professeur des Universités — Praticien Hospitalier

Et
Madame le Docteur Pamela CHAUVIN,

Praticien Hospitalier
Je vous témoigne ma reconnaissance respectueuse et amicale pour avoir accepté d'étre
membres et juges de cette thése d'université. Merci pour I'enseignement dont vous m'avez

fait part lors de mon passage en tant qu'interne de Parasitologie - Mycologie.

Madame le Docteur Judith FILLAUX,

Maitre de Conférence des Universités — Praticien Hospitalier
Je te remercie sincerement pour la confiance que tu m'as accordée en me proposant ce
sujet de thése. Merci pour ton soutien et tout le temps que tu m'as consacré. Ce travail
n'aurait pas pu aboutir sans ton implication constante.

Sois assurée de ma profonde reconnaissance.



Aux professionnels médecins et pharmaciens

Qui m'ont accueilli dans leurs services et m'ont enseigné

leurs compétences et leurs savoirs de biologistes.

Aux équipes techniques
Rencontrées au cours de mes différents stages d'interne,
qui m'ont fait partager leur expérience et leur bonne humeur.

Toute ma reconnaissance va aux membres du service de Parasitologie - Mycologie
et en particulier a Eric, Delphine, Caroline, Frangoise et Linda

pour I' aide précieuse qu'il m'ont apporté dans ce travail.

A lI'équipe de I'EFS

Merci a Valérie, Guillaume, Adeline et Régine

qui m'ont beaucoup appris et m'ont toujours soutenu dans mon projet.

Bien siir, je n'oublie pas les techniciens (Fabienne, Sylvie, Laetitia, Amélie, Loic, Benjamin,
Pauline, Emilie, Lauriane, Kabi, Sandy, Kiki, Chantal, Johanna, Elodie, Marie, Francoise,

Eline, Dominique, Hassina, Alain, Angélique, Vanessa, Sophie, Vincent et tous les autres)

avec qui j'ai passé une année formidable.

A mes collégues internes

Grégoire qui a tout le temps le mot pour rire, tes plaisanteries me manqueront,
Elodie ma premiére cointerne en Biochimie et a son sens de la féte,

Samuel avec qui j'ai formé le duo tropical (pas toujours optimal) au babyfoot,

Jules le futur Dr House de Toulouse,

Camille la pro de la bactério toujours la pour remotiver les troupes,

Anthony et Tiphaine pour leur bonne humeur constante,

Thomas, Julien, Emmanuel, Morgane, Laurie, Noémie, Audrey, Pauline

et a tous ceux que j'ai rencontré durant mon parcours d'interne de biologie médicale,

j'ai passé quatre années toulousaines remplies de bons souvenirs en votre compagnie

et ce méme si je n'ai pas été de toutes les fétes.



A ma petite famille

A ma mere
C'est grdce a toi si je suis la aujourd’hui. Tu m'as toujours poussé a persévérer.

Je te suis éternellement reconnaissant pour tout ce que tu as fait pour moi.

A Robert

Merci d'avoir veillé sur ma meére.
Tu nous a quitté trop tét et je pense que

tu aurais été fier d'assister a ce grand moment.

A Elodie

Qui m'a toujours soutenu et encouragé
méme dans les moments de doutes et de difficultés.

Je suis heureux de partager ma vie a tes cotés.

A mon petit Baptiste
Qui me comble de joie et de bonheur.

Tu es la plus belle chose qui me soit arrivé.

A mon oncle et sa compagne

Merci pour tous vos précieux conseils.

A mes grands-parents
Qui veillent sur moi ici ou la-haut,
j'espére vous rendre fiers de moi.

Vous me manquez énormément.
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Introduction

Aspergillus sp. est une moisissure ubiquitaire responsable de mycoses opportunistes chez
I'homme. L'inhalation quotidienne de spores explique la localisation préférentiellement
pulmonaire des maladies aspergillaires. Ces spores sont éliminées grace a |'appareil mu-
cociliaire et au systéme immunitaire de l'individu. Cependant, la présence de facteurs
favorisants, parmi lesquels des maladies respiratoires préexistantes, I'utilisation d'immu-
nosuppresseurs ou de chimiothérapies et la surexposition aux spores lors de travaux,
constitue un terrain propice a l'installation du champignon. La combinaison d'une exposi-
tion importante avec un systéme de dispersion hautement efficace associé a I'acquisition
de résistances aux traitements antifongiques1 a conduit ce pathogene a devenir un véri-
table sujet d'actualité”. On compte plus de trois millions de personnes atteintes d'asper-
gilloses pulmonaires chroniques (APC) et/ou allergiques (APA) a travers le monde>. Leur
diagnostic est complexe car I'enquéte menée par le clinicien doit tenir compte de I'en-
semble des arguments cliniques, biologiques et radiologiques obtenus. Chez les per-
sonnes dont le systeme immunitaire n'est pas déficient, la sérologie occupe une place
importante dans la recherche des formes chroniques et immunoallergiques. A I'heure
actuelle, diverses techniques existent pour mettre en évidence les anticorps (Ac) spéci-
fiques de type immunoglobuline (Ig) G développés contre Aspergillus, cependant peu
d'études ont été menées par les fabricants afin de les évaluer.

A travers ce travail, nous nous sommes intéressés aux différents réactifs sérologiques
commercialisés ou en cours de commercialisation en France afin de comparer leurs per-
formances analytiques respectives et proposer une stratégie adaptée dans le diagnostic

sérologique des APC et des APA.
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Aspergilloses du sujet immunocompétent

L. Aspergillus sp.

Les Aspergillus sont des champignons cosmopolites, trés répandus dans le milieu exté-
rieur. lls appartiennent a la classe des Ascomyceétes, ordre des Eurotiales et famille des
Trichocomacées. Ce sont des moisissures qui représentent 1 a 7 % des champignons de
I’environnement. Ils se développent sur la matiére organique en décomposition, dans les
sols, les végétaux, les terreaux, les denrées alimentaires et les céréales. Les Aspergillus se
nourrissent en recyclant le carbone et I'azote de ces substrats®. Ubiquitaires, ils sont re-
trouvés sous toutes les latitudes du globe, plus particulierement a la fin de I'été, en au-
tomne et en hiver.

Depuis leur premiere description en 1729 par Micheli, le nombre d’espéces n’a cessé
d'augmenter et, actuellement, plus de 300 sont dénombrées. Au sein de cette multitude
d'especes, seulement une vingtaine est potentiellement pathogéne chez I'homme, au
premier rang desquelles Aspergillus fumigatus, responsable de 80 a 90 % des cas d'asper-
gilloses. A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. versicolor ou encore A. terreus sont aussi re-
trouvés a des incidences variables. Les autres espéces, qui n’ont pas été citées ici, ne re-

présentent qu'une part infime des cas®.

A. Caractéristiques mycologiques

1. Caracteres culturaux

Les Aspergillus sont des champignons cultivables qui présentent une croissance rapide sur
milieux mycologiques standards comme le milieu de Sabouraud additionné d'antibio-
tiques. IIs poussent entre 22-25°C et jusqu'a 37°C pour les espéces thermophiles (A. fumi-
gatus). Si nécessaire, leur fructification peut étre stimulée par repiquage sur gélose Malt
ou sur milieu Czapek considérés comme leurs milieux de référence. La plupart des es-
peces d'Aspergillus sont inhibés par le cycloheximide. Apres 24 a 48h de culture, des co-
lonies plates formées de courts filaments aériens blancs se développent. C'est avec la
maturation des structures conidiogénes, entre 48 et 96h selon les espéces, que les colo-
nies vont prendre une teinte caractéristique. Cette couleur est essentielle a |'orientation

du diagnostic d'espéce (Figure 1).
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Figure 1 : Aspect macroscopique des espéces pathogénes majeures d'Aspergillus sur milieu Czapeks.
2. Caractéristiques microscopiques

Les Aspergillus sont caractérisés par un thalle végétatif formé de filaments mycéliens hya-
lins, ou hyphes, fins et réguliers, septés et ramifiés. L'examen microscopique des colonies
permet l'identification du genre Aspergillus par la mise en évidence des tétes aspergil-
laires. Sur les hyphes prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés, appelés
conidiophores. Ceux-ci se terminent par une vésicule de forme variable sur laquelle sont
disposées les cellules conidiogenes ou phialides. Les phialides peuvent étre insérées di-
rectement sur la vésicule (téte unisériée) ou portées par des petits articles insérés sur la
vésicule, les métules (téte bisériée). La conidiogenése s'effectue sur le mode blastique
phialidique, par bourgeonnement de spores ou conidies a I'apex des phialides. Les spores
sont toujours unicellulaires, de formes variables, globuleuses, subglobuleuses ou ellip-
tigues. Les spores sont diversement pigmentées et présentent des aspérités plus ou
moins marquées. L'ensemble conidiophore, vésicule (£ métules), phialides et conidies

constitue la téte aspergillaire qui caractérise le genre (Figure 2).
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Figure 2 : Vue microscopique d'une téte aspergillaire (gauche)7 et sa représentation schématique (droite).

3. Diagnostic d'espéce

Le diagnostic d'espéce sera porté sur un ensemble de critéres macroscopiques et micros-

copiques :

= Criteres macroscopiques :

>
>

La vitesse de pousse

L'aspect des colonies a maturité

= Critéres microscopiques :

>
>

B.

La taille du conidiophore, la présence d'une pigmentation ou d'échinulations
La taille et la forme de la vésicule

La disposition générale des phialides sur la vésicule de la téte aspergillaire
(téte en colonne, ronde ou radiée)

La présence ou non de métules

La pigmentation, la taille et la surface des conidies

L'existence d'une reproduction sexuée : présence ou non de cléistothéces et

de « Hille cells » (cellules en noisettes)

Mécanismes de pathogénicité

Bien qu'A. fumigatus soit le champignon le plus souvent retrouvé dans les APC et/ou APA,

il ne représente pas I'espéce prédominante parmi ce genre. Chez ’'Homme, sur les 300

espéeces d'Aspergillus répertoriées, moins de vingt possedent une pathogénicité qui s'ex-

plique par |'expression de facteurs de virulence spécifiques. Les Aspergillus présentent de

multiples facteurs de virulence qui contribuent a leur résistance vis-a-vis des défenses de

['organisme.
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1. Pouvoir colonisateur

La production abondante de spores d'Aspergillus par les cellules conidiogénes fertiles
participe a la mise en place d'une pression d'inhalation constante. En effet selon certaines
études environnementales, les concentrations en spores peuvent varier de 1 a 100 coni-
dies/m? d'air selon les conditions®. Le contact respiratoire perpétuel associé a la petite
taille des spores aspergillaires (entre 2 et 5 um de diametre) est une condition essentielle
a leur pénétration dans les voies respiratoires profondes. Un autre critére majeur réside
dans leur thermotolérance, c'est a dire la capacité du champignon a se développer a 37°C
(A. fumigatus peut survivre a des températures supérieures a 50°C). D'autre part, le pou-
voir colonisateur d'Aspergillus passe par la présence de mécanismes d'attachement indis-
pensables a son maintien chez I'h6te. L'adhésion repose sur l'interaction spécifique entre
des protéines d'adhérence situées a sa surface (adhésines ou lectines) et des ligands (fi-
brinogéne, laminine, fibronectine, collagéne, complément, etc.) exprimés au sein des tis-

sus de I'organisme”.

2. Echappement immunitaire

La paroi des Aspergillus est une structure complexe essentiellement composée d'un ré-
seau de ponsaccharidele. Cette paroi protege non seulement la cellule fongique du
monde extérieur mais joue aussi un réle dans les relations héte-pathogene. En effet, la
surface des conidies contient une couche d'hydrophobines (structure en rodlets), impli-
guée dans la résistance aux mécanismes de killing par les macrophages alvéolaires. L'hy-
drophobine RodA a été identifiée comme ayant un réle immunomodulateur en masquant
I'immunogénicité des spores™. La synthése de pigments mélaniques, tels que la 1,8-
dihydroxynaphtaléne-mélanine chez A. fumigatus, protege les conidies de la lyse cellu-
laire par les cellules macrophagiques en inhibant |'acidification du phagolysosome ainsi
qu'en augmentant leur résistance aux espéces réactives de I'oxygénelz. L'important équi-
pement enzymatique de l'espéce fumigatus, lui permet d'échapper aux especes réactives
de l'oxygéne par la synthése de gluthation et de son activité oxydoréductase. Les cata-
lases (Catlp et Cat2p) vont permettre la détoxification des peroxydes d'hydrogene pro-
duits par les cellules immunitaires® et leur activité pourra étre révélée au moyen de

I'immunoélectrophorese (IEP).
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3. Immunosuppression

Lors de sa croissance fongique A. fumigatus peut produire de nombreux métabolites
sources de toxicité, comme la gliotoxine, la RNase ou I'hémolysine. La gliotoxine est res-
ponsable des propriétés immunosuppressives du champignon. Elle agit en bloquant la
phagocytose, la transcription des médiateurs inflammatoires et en induisant I'apoptose
des neutrophiles et des monocytes”. La RNase et I'hémolysine entrainent respectivement

la destruction des cellules de I'hdte et une lyse des érythrocytes”.

4. Formation de biofilm

Aspergillus peut synthétiser un biofilm, le protégeant de l'action éventuelle d'antifon-
giques. Ce biofilm correspond a une matrice extracellulaire hydrophobe composée de
polysaccharides, hydrophobine et mélanine. Il permet au champignon de se développer
et de disséminer a travers I'organisme®. De plus, cette matrice constitue un environne-
ment favorable a la croissance d'autres agents pathogénes, expliquant la formation de

structures mixtes a la fois fongiques et bactériennes.

5. Propriétés allergisantes

Aspergillus est capable de synthétiser de nombreux allergénes (Asp f1 a Asp f34) interve-
nant dans la physiopathologie des aspergilloses allergiques. Ces allergénes sont respon-
sables chez I'h6te d'une réaction d’hypersensibilité de type I, lll ou IV avec production

d’IgG et IgE™.
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IL. Les présentations cliniques

Lorsque le systeme immunitaire ne possede pas les capacités suffisantes pour détruire le
champignon, celui-ci est en mesure de coloniser les voies aériennes sous forme de por-
tage asymptomatique. La ol certains auteurs caractérisent la colonisation par la simple
présence du champignon au niveau des prélévements respiratoires'’, d'autres la définis-
sent par la présence répétée d'Aspergillus (> 6 mois) sur au moins deux prélévementslg.
La colonisation semble constituer une étape préalable avant le passage a une forme clini-
guement pathogénes.
Les aspergilloses pulmonaires peuvent étre classées en deux groupes selon les facteurs de
risque que présentent l'individu (Figure 3) :
= Les aspergilloses pulmonaires chroniques (APC) se développent chez des individus
immunocompétents ou sans immunodépression majeure ayant une maladie respi-
ratoire préexistante.
= Les aspergilloses pulmonaires allergiques (APA), plus fréquentes, sont déclenchées
par une hypersensibilité aux antigenes (Ag) d'Aspergillus, qu’il y ait ou non un an-
técédent d’atteinte respiratoire.
La classification des différentes formes cliniques au sein des APC et des APA est toujours

; . . . . .. 19,2
en évolution en raison de leur connaissance imparfaite 220,

Figure 3 : Interaction hc")te-AspergiIIus21 (modifié).
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A. Aspergilloses pulmonaires chroniques

Les APC touchent 240 000 personnes en Europelg. En France, on estime 5,2 cas d'APC/
100 000 habitants, soit 3450 cas en 2016°%. Ce terme regroupe un ensemble de syn-
dromes qui atteint préférentiellement des sujets sans altération profonde du systeme
immunitaire. Elles s'installent souvent dans les suites de maladies tels que le diabéte,
I'asthme, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) sur des cavités séquel-
laires d’infection (mycobactérioses), de cancer pulmonaire...??,
Les APC regroupent deux types de syndrome :
= Les formes localisées qui se développent en un peu plus de 3 mois et qui peuvent
elles-mémes étre classées en 4 types d'atteintes :
» Aspergillome
» Aspergillose pulmonaire chronique cavitaire (APCC)
» Aspergillose pulmonaire chronique fibrosante (APCF)
» Nodule(s) aspergillaire(s)
= La forme nécrosante ou aspergillose pulmonaire chronique nécrosante (APCN) de
développement plus rapide entre 1 et 3 mois.
Bien que chaque APC soit classée comme des entités cliniques a part entiére, elles restent
proches les unes des autres, avec la possibilité d’évolution d’une forme a une autre voire

méme de chevauchement entre elles (Figure 4).

Figure 4 : Diverses formes et chevauchements possibles d'APC d'aprés Denning et al. pour I'European Society for
clinical Microbiology and infectious Diseases'® (modifié).

Le diagnostic des APC est complexe car il repose sur une présentation symptomatolo-

gique hétérogéne et non spécifique d'une atteinte fongique (fatigue, toux productive,
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perte de poids) pouvant conduire a un retard de diagnostic préjudiciable pour la prise en

charge du patientzs.

Les criteres diagnostiques d'APC établis par Denning26 sont les suivants :

= Une toux et/ou une hémoptysie et/ou une perte pondérale durant plus de 3 mois

= Une lésion radiologique cavitaire avec infiltrat paracavitaire (ou balle fongique)

= La mise en évidence d'Aspergillus par :

» Sérologie (précipitines ou IgG)

» Ou culture positive sur des prélevements respiratoires

» Ou histologie positive

= L'exclusion d'autres pathogénes (mycobactéries ou champignons endémiques tels

gue Coccidioides immitis et Histoplasma capsulatum)

= Une absence d'immunodépression majeure (HIV, leucémie, granulomatose chro-

nique...)

Afin d’harmoniser les pratiques, I'European Society for Clinical Microbiology and Infec-

tious Disease (ESCMID) et I'European Respiratory Society (ERS) ont établi avec l'aide de

groupes d'experts, des criteres pour la classification des différentes formes d'ApC*

(Tableau I).

Tableau | : Criteres diagnostiques des différentes formes d'APC

Formes

Clinique

Microbiologie

Imagerie

Aspergillome

APCC

APCF

Nodule
aspergillaire

APCN

Pas ou peu de signes.
Signes pulmonaires et/ou
systémiques.

Diminution séveére de la fonc-
tion respiratoire.

Pas ou peu de signes.

Immunodépression partielle
(diabete, dénutrition, alcoo-
lisme, etc.).

Preuve sérologique ou my-
cologique d'Aspergillus.

Preuve sérologique ou my-
cologique d'Aspergillus.

Preuve sérologique ou my-
cologique d'Aspergillus.
Preuve sérologique ou my-
cologique d'Aspergillus.
L'histologie fait le diagnos-
tic.

Absence d'invasion tissu-
laire.

Nécrose fréquente.

Preuve sérologique ou my-
cologique d'Aspergillus.
L'histologie montre une
invasion tissulaire sans
invasion vasculaire.

Ag galactomannane (san-
guin ou respiratoire).

Cavité unique contenant
une balle fongique.

Pas d'évolution en 3 mois.
Une ou plusieurs cavités
pouvant contenir une balle
fongique.

Evolution en 3 mois.
Fibrose sévere d'au moins
deux lobes pulmonaires.

Un ou plusieurs nodules
pouvant ou non réaliser des
cavités.

Image cavitaire, nodulaire
ou de consolidation avec
tendance a I'abcedation.
Evolution en 1 a 3 mois.

Le dosage des IgG anti-Aspergillus occupe une place de choix pour établir le diagnostic

des formes chroniques d'aspergillose. La recommandation américaine de I'IDSA (Infec-
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tious Diseases Society of America) juge cette examen comme étant le plus sensible en ce
qui concerne lI'ensemble des examens microbiologiques a disposition dans cette indica-
tion?”. Par ailleurs, I'ESCMID et I'ERS affirment une valeur prédictive positive de 100%
dans les APC et une sensibilité supérieure & 90% dans l'aspergillome®. D'autre part, la
mesure quantitative des Ac permet un suivi de l'efficacité d'une résection chirurgicale
d'aspergillome. Les dosages d'lgG par technique quantitative ELISA (Enzyme-linked im-
munoassay) ou de précipitines par immunoprécipitation sont conseillés tous les 3 a 6

mois™® pendant 3 ans?.

B. Aspergilloses pulmonaires allergiques

Les APA correspondent a une hypersensibilisation a un ou plusieurs champignons du
genre Aspergillus. L'exposition aux protéines et allergénes d’Aspergillus va entrainer chez
les patients ayant des facteurs de risque (terrain atopique, asthme, BPCO ou mucovisci-
dose) une réponse d’hypersensibilité. Les APA se divisent en deux catégories28 :

= Aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA)

= Alvéolite allergique extrinseque (AAE)

1. Aspergillose broncho-pulmonaire allergique

Aussi nommée maladie de Hinson-Pepys, ’ABPA est une forme particuliere d'APA qui se
développe a la suite d’autres affections pulmonaires chroniques comme I’'asthme ou la
mucoviscidose. En 2016, le nombre d’épisodes d’ABPA a été estimé a 145 / 100 000 habi-
tants, soit un 95 361 épisodes en France®’. Dans cette maladie, une réaction de type |,
atopique avec production d’IgE, et une réaction de type lll faisant intervenir les IgG se
produisent simultanément. Les symptomes typiques sont un wheezing, une toux produc-
tive associés a une fébricule et une altération de I'état général. Des crachats hémop-
toiques et des douleurs thoraciques peuvent compléter ce tableau. La complexité dia-
gnostique de I'’ABPA en rapport avec le recoupement des tableaux cliniques avec d’autres
maladies respiratoires, a donné lieu a I'établissement de critéres standards ayant fait
I'objet d’une réactualisation en 2013 par I’ABPA complicating asthma ISHAM working

group®.
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Ces criteres combinent en absence de corticothérapie :
= La présence de facteurs prédisposants :
» Patient atteint d’asthme ou mucoviscidose
= 2 critéres obligatoires :
> |IgE totales >1000 ng/mL ou 417 Ul/mL
» Une réaction cutanée immédiate a Aspergillus ou une élévation des IgE sé-
riques anti-Aspergillus
= > 2 criteres secondaires :
» Destaux d’IgG élevés a Aspergillus
» Des anomalies radiologiques compatibles (infiltrats, nodules, bouchons de
mucus ne résorbant pas sous antibiothérapie, etc.)
» Un taux de polynucléaires éosinophiles > 500/mm3
Bien qu'elles appartiennent aux critéres secondaires, les IgG peuvent participer au dia-
gnostic des ABPA. Les cultures ne font pas partie des critéres diagnostiques proposés par

Agarwal et al. mais restent indispensables afin de réaliser I’antifongigramme.

2. Alvéolite allergique extrinseque

L'AAE est une pneumopathie d’hypersensibilité pouvant étre d’origine professionnelle,
due a une inflammation des alvéoles liée a I'inhalation des poussieres organiques. Elle fait
intervenir une réaction d'hypersensibilité de type Il (semi retardée) et de type IV (retar-
dée)®. Selon la ou les moisissures responsables, elles portent des noms différents (pou-
mon de fermier, poumon des ouvriers du malt, poumon de compost etc.). Elles sont clas-
sées en formes aigiie, subaigiie et chronique®. Le diagnostic des AAE, provoquant une
réaction d’hypersensibilité retardée, repose sur la détection des IgG spécifiques dirigées

contre le ou les pathogenes suspectés.
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La sérologie aspergillaire

I. Recommandations et stratégie diagnostique

Comme nous avons pu le voir dans la partie précédente, le diagnostic des APC et/ou APA
est complexe. Les examens mycologiques permettent d'apporter une aide indéniable
dans la démarche diagnostique. Cependant du fait de I'important risque de contamina-
tion des prélévements respiratoires et de la difficulté a discriminer une colonisation d’une
réelle infection”, ils ne constituent pas a eux seuls des criteres suffisants. En effet, les
examens biologiques doivent étre interprétés en tenant compte des données cliniques et
radiologiques.

La littérature décrit deux types d’examen biologique utiles pour la recherche d’une APC et
allergique :

= La recherche directe et l'identification du champignon

Plusieurs types de préléevements peuvent étre effectués pour la recherche d’Aspergillus.
L'isolement du champignon au sein d'un site non stérile doit faire preuve d'une interpré-
tation critique, elle doit prendre en compte le contexte clinique et les résultats des autres
examens biologiques et radiologiques. Il est préférable de privilégier des préléevements
distaux comme l'aspiration bronchique ou le lavage broncho alvéolaire qui seront moins
sujets a un risque éventuel de contamination. Toutefois, cet examen n'est pas systémati-
quement contributif car son rendement n'est que de 60 %>°.

= La détection des Ac spécifiques anti-Aspergillus

Le développement de I'Aspergillus dans I'organisme entraine une réaction humorale, avec
synthese d'Ac spécifiques anti-Aspergillus. Le systéme immunitaire va donc produire dif-
férentes classes d'lg, parmi lesquelles les IgG et les IgE. De nombreuses techniques exis-
tent pour la détection des Ig, certaines vont mettre en évidence de fagon visuelle la réac-
tion Ac-Ag (techniques de précipitation, immunofluorescence), la ou d'autres plus rapides
et/ou automatisables (hémagglutination et techniques immunoenzymatiques (EIA)) vont
rechercher les différentes classes d'Ig31. Alors que IgE ne sont détectées que dans les
formes d'hypersensibilité, les IgG seront utilisées a la fois pour le diagnostic des APC et
des APA. Du fait d'un manque de données disponibles,les IgM et les IgA spécifiques ne
sont pas recommandées pour identifier les formes chroniques et/ou aIIergiquele. La
Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM) préconise la réalisation d'une

technique de dépistage qui sera complétée, en cas de positivité, par une technique de
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confirmation. L'objectif de cette approche est d'avoir dans un premier temps une excel-
lente sensibilité afin de repérer I'ensemble des sujets potentiellement infectés, puis dans
un second temps, grace a un test spécifique, de confirmer le diagnostic suspecté.

La Figure 5 reprend les différentes techniques de dépistage et de confirmation recom-

mandées par la NABM pour le sérodiagnostic des aspergilloses.

Figure 5 : Techniques recommandées par la NABM pour le sérodiagnostic des aspergilloses.

Bien que cette démarche soit avalisée par la majorité des biologistes médicaux, dans une
enquéte de recensement des méthodes utilisées, réalisée sur 20 centres francais en 2015
par la Société Francaise de Mycologie Médicale (SFMM)*, la plupart des laboratoires de
biologie médicale (LBM) francais ne réalisaient pas la démarche en deux étapes prévues
par la NABM :
= 7 centres effectuaient systématiquement un test de dépistage et de confirmation.
C'est le cas dans le Service de Parasitologie - Mycologie du CHU de Toulouse en
raison d’un manque de sensibilité du test de dépistage.
= 3 centres combinaient deux tests de dépistage et un test de confirmation.
Parmi les centres qui réalisaient la démarche planifiée par la NABM, ceux-ci indiquaient
deux autres cas pour lesquels les deux étapes étaient pratiquées :
= En cas de résultat initial négatif en divergence avec la clinique
= En cas de suivi chez un patient précédemment positif
Parmi les réactifs utilisés pour le dépistage, les techniques de type ELISA étaient les plus
utilisées (81%) avec quatre réactifs commerciaux différents.
Cette étude témoigne d'un manque de standardisation des pratiques diagnostiques séro-
logiques, auquel s'associe un défaut d'uniformisation des différentes techniques em-
ployées, pouvant contribuer a une certaine variabilité inter-laboratoire. La Figure 6, ci-
apres, met en avant la diversité des techniques sérologiques adoptées par les LBM fran-

¢ais (données ProBioQual 2018).
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Figure 6 : Répartition des différentes techniques sérologiques en France (données ProBioQual 2018).

On constate que I'immunodiffusion double (IDD), I'hnémagglutination sensibilisée (HAGG),
I'électrosynérése (ELS) et la coélectrosynérése (COES) ne sont plus utilisées dans les labo-
ratoires des services de Parasitologie - Mycologie francais alors qu'elles figurent toujours
dans la liste des techniques préconisées par la NABM. Les performances des différentes
techniques sérologiques actuellement disponibles font I'objet d'un débat qui porte no-

tamment sur la standardisation des Ag utilisés dans la fabrication des réactifs.
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IL Techniques sérologiques

Historiqguement, les Ag nécessaires aux tests sérologiques étaient produits par extraction
a partir de cultures du champignon. Cependant ces mélanges antigéniques obtenus font
I'objet de différences quantitatives et qualitatives. Ainsi, selon les conditions de culture
(temps de pousse, souche d'Aspergillus fumigatus utilisée, etc.), le réactif final ne sera pas
identique d'un lot a l'autre®. Afin de palier a ces difficultés, des Ag recombinants ont été
développés et commercialisés. Leur utilisation pour la détection des IgG anti-Aspergillus
semble avoir permis d'améliorer les performances des EIA, en s'affranchissant des pro-
blémes d'hétérogénéité des mélanges bruts d'Ag extraits de cultures ou de broyats33.
A I'heure actuelle, trois types d'Ag différents sont utilisés parmi les trousses de réactifs
commercialisées en France :

= Des Ag somatiques obtenus par broyage des filaments mycéliens (riches en pro-

téines)
= Des Ag métaboliques obtenus par filtrat de culture (riches en polysaccharides)
= Des Ag recombinants

Ces techniques utilisent généralement des Ag d'AspergiIIusfumigatus33.

1. Immunodiffusion double

L'IDD consiste a mettre en évidence des arcs de précipitation. C'est une technique quali-
tative réalisée sur un gel d'agarose ou les Ag et le sérum a tester sont déposés dans des
puits préformés. Par diffusion radiale passive, des complexes immuns Ac-Ag se forment
au point de contact et précipitent aprés un a deux jours d'incubation. La présence d'Ac
sériques se traduit par I'apparition d'un ou plusieurs arcs entre les deux puits. Les arcs

sont ensuite révélés par une coloration au Bleu de Coomassie (Figure 7).

Figure 7 : Principe de la méthode d'IDD”’.
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Cette technique présente comme inconvénient de fournir un résultat tardif (4 a 5 jours)
dont l'interprétation est opérateur-dépendant. En outre, bien qu'il s'agisse d'une tech-
nique reproductible, elle manque de sensibilité et ne donne pas de résultat quantita-
tif34,35

. Cette technique qui est inscrite a I'heure actuelle a la NABM pour la détection

d'Aspergillus est en cours d’abandon®.

2. Electrosynérese

L'ELS ou contre-immunoélectrophorese est de principe comparable a celui de la double
diffusion. Cette technique consiste a faire migrer les Ag et les Ac par un champ électrique
en milieu tamponné, afin d'accélérer la migration. Les Ag chargés négativement migrent
vers I'anode et les Ac chargés positivement migrent vers la cathode. C'est une méthode
qualitative, qui présente l'avantage d'étre plus rapide (quelques heures) que la préce-
dente®. Cependant, elle nécessite un équipement spécialisé et présente une sensibilité

comparable a celle de la double diffusion en gel33.

3. Immunoélectrophorese

L'immunoélectrophorése (IEP) consiste en la séparation électrophorétique du sérum sur
un gel d'agarose, suivie par une double diffusion perpendiculaire a I'axe de migration des
Ag et des Ac. Son résultat repose sur la visualisation d'arcs de précipitation ainsi que de la
présence d'une activité enzymatique (catalasique et/ou chymotrypsique) au niveau de ces

arcs. Chaque arc représente un complexe immun différent (Figure 8).

Figure 8 : Principe de I'EP®.
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L'IEP est une technique quantitative considérée comme la technique de référence®’ bien
gu'elle présente quelques inconvénients. Il s'agit d'une technique longue dont la lecture
visuelle des arcs de précipitation nécessite un personnel expérimenté.
De plus, elle manque de standardisation et varie d'un laboratoire a I'autre selon :

= Les Ag utilisés (faits "maison" ou commerciaux)

= Le mode opératoire de la technique
Les seuils de positivité qui par convention ont été établis a partir de 3 arcs de précipita-
tion*>*, different entre LBM (certains la considére positive si > 2 arcs protéiques™, 1a ol
d'autres la considére comme positive a partir d'un 1 seul arc™).

Cette technique est utilisée au Laboratoire de Parasitologie — Mycologie du CHU de Tou-

louse comme test de confirmation.

4. Coélectrosynérese

La COES est une technique qui reprend le principe de I'ELS en intégrant la migration con-
comitante d’un sérum témoin. Elle permet d'obtenir des arcs en continuité de ceux du

sérum témoin.

5. Western Blot

Le Western Blot (WB) ou immunoempreinte ne repose pas sur les mémes principes que
les techniques de confirmation précédemment citées. Il s'agit d'un test qualitatif qui est
utilisé comme test de confirmation. Il permet d'identifier dans un milieu complexe des
protéines, en associant deux principes :
= La migration des Ag aspergillaires selon le poids moléculaire sur un gel d'électro-
phorése (polyacrylamide) puis leur fixation par électro-transfert sur une mem-
brane de nitrocellulose***
= La détection par révélation immunochimique (phosphatase alcaline) sous forme
de bandes transversales colorées
Le profil et le nombre de bandes sur les échantillons sont déterminés par lecture visuelle
par rapport a un profil type provenant des bandes d'un sérum témoin. C'est une tech-

nique de confirmation moins contraignante que I'lEP et pouvant étre semi-automatisée,

mais relativement onéreuse.
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6. Hémagglutination indirecte

L'hémagglutination indirecte (HAI) est l'une des premieres techniques de dépistage a
avoir été commercialisée. Elle fait intervenir des hématies d'animal sensibilisées, c'est-a-
dire recouvertes d'Ag aspergillaires obtenus a partir de broyats de champignon et/ou de
surnageant de culture®™. Les hématies sont mises en présence du sérum des patients a
tester, a différentes dilutions, dans les cupules en U d'une microplaque. La réaction est
positive lorsqu'un voile se forme au fond de la cupule. La sédimentation des hématies au
fond formant un point signe la négativité (Figure 9). La lecture est visuelle et le résultat
est rendu sous forme quantitative (taux de dilution). Son avantage est d'étre simple et
rapide a réaliser (2 heures). Elle a pour inconvénient d'étre opérateur dépendante du fait

de sa lecture a I’ceil nu.

Figure 9 : Principe de I'HAI.

L'HAI est proposée en remplacement de I'HAGG parmi les techniques de dépistage®® car

cette derniére manque de sensibilité et de reproductibilité®’.
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7. Immunofluorescence indirecte

L'immunofluorescence indirecte (IFl) est une technique sensible et spécifique. Différentes
dilutions du sérum des patients, mises en contact avec I'Ag d'Aspergillus fumigatus, lui-
méme fixé dans les puits d'une lame, sont testées. L'Ag est obtenu a partir de culture de
mycélium directement sur la lame permettant de préserver l'intégrité du champignon48.
La réaction Ac-Ag est révélée par l'ajout d'un Ac anti-lg couplé a un fluorochrome (Figure
10). L'inconvénient est que la lecture des lames nécessite un équipement co(iteux (mi-
croscope a fluorescence) et le résultat est rendu en taux de dilution dont l'interprétation
est subjective (opérateur dépendante).

Tout comme la technique précédente, I'introduction de I'lFI dans la liste des examens pris

en charge dans la NABM a été récemment proposée”®.

Figure 10 : Principe de I'IFI.
8. Techniques immunoenzymatiques

Les EIA regroupent :
= Les techniques de type ELISA avec révélation enzymatique sont les méthodes les
plus fréquemment utilisées dans la détection initiale des Ac anti-Aspergillus
= Les techniques de type FEIA (Fluorescent-enzyme-immunoassay) avec révélation
par fluorescence
Les EIA font intervenir des Ag d'Aspergillus coatés au fond des puits d'une plaque de mi-
crotitration. En cas de présence d'Ac anti-Aspergillus dans le sérum, ceux-ci se lient aux
Ag de la plaque. Les complexes Ac-Ag formés sont révélés par addition d'un Ac secon-
daire, antiglobuline humaine, lui-méme couplé a un marquage enzymatique (ELISA) ou
fluorescent (FEIA). Un substrat est ajouté et hydrolysé en un produit coloré ou fluorescent
en cas de présence du conjugué. Le résultat de la réaction libere un signal qui est lu par

spectrophotométrie (Figure 11).
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Figure 11 : Principe d'une ELISA indirecte.

Les résultats sont quantitatifs, exprimés en densité optique (DO) ou en unité de fluores-
cence. Ce sont des techniques sensibles, permettant la réalisation de grandes séries car
elles ont pour avantages :

= D'étre faciles et rapides a réaliser (2 heures)

= De pouvoir étre automatisées jusqu’a I'étape de lecture (opérateur indépendant)
Dans le Service de Parasitologie — Mycologie du CHU de Toulouse, lors de la réalisation de
ce travail, I'ELISA Sérion était utilisée comme test de dépistage pour la détection des Ac

anti-Aspergillus de type IgG.
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Comparaison de sept réactifs

I. Contexte

Les APC et I'ABPA sont les deux types atteintes les plus couramment rencontrées chez les
sujets immunocompétents, touchant plus de 3 millions de personnes dans le monde>.
Leur diagnostic repose sur un faisceau d'arguments cliniques, microbiologiques et radio-
logiques. Parmi les critéres microbiologiques, la sérologie anti-Aspergillus occupe une
place essentielle dans le diagnostic initial et le suivi des formes chroniques19 et/ou aller-
giqueszo. Utilisée depuis plus d'une cinquantaine d'années, la recherche des Ac spéci-
fiques anti-Aspergillus a débuté avec l'utilisation des techniques d'immunoprécipitation
(IDD, ELS et IEP) peu sensible, chronophage et d'interprétation subjective. Malgré ces
désavantages, I'lEP s'est inscrite comme étant la méthode de choix*! en tant que test de
confirmation dans la procédure en deux temps prévue par la NABM. C'est a partir de la fin
des années 1970 que I'on voit arriver, au sein des laboratoires de mycologie, les EIA plus
sensibles, rapides et automatisables et qui vont considérablement changer le paysage des
méthodes utilisées dans le dépistage des Ac anti-Aspergillus de type IgG.

Bien que les EIA et les techniques d'immunoprécipitation soient majoritairement em-
ployées dans les Services de Parasitologie-Mycologie frangais32, elles présentent toutes
deux un défaut d'harmonisation en ce qui concerne les kits de réactifs utilisés (Ag soma-
tiques et métaboliques et/ou recombinants) et les seuils d'interprétation adoptés. A
I'heure actuelle, un véritable débat existe au sujet de leurs performances et peu d'études
ont été réalisées par les fabricants afin de les comparer.

L'objectif de ce travail était donc d'évaluer les performances des différents réactifs com-
mercialisées en France pour le sérodiagnostic des aspergilloses non invasives, d’adapter
les seuils d’interprétation relatifs a chaque technique afin de proposer une stratégie ana-
lytique en terme de dépistage et de confirmation. Ce travail a également été I'occasion
d'évaluer les performances d'une toute nouvelle technique rapide d'immunochromato-
graphie non commercialisée a I'heure actuelle et produite par LD Bio pour la détection

des Ac anti-Aspergillus.
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IL. Matériel et méthode

A. Sérums collectés

Tous les sérums collectés provenaient de la sérothéque du Service de Parasitologie - My-
cologie ou ils ont été conservés a -20°C.
Le recrutement des sérums de patients présentant une APC ou une APA a été effectué sur
la base du codage PMSI (programme de médicalisation des systémes d'information) réali-
sé par les cliniciens, en collaboration avec le Département d’Informatique Médical du Pr
Molinier. Une extraction sur trois années consécutives (de 2014 a 2016) de patients ayant
eu pour diagnostic principal, associé ou relié, la notion d'une aspergillose « sensu lato » a
été réalisée. En effet, du fait de I'absence d'un codage spécifique pour les APC et les APA,
cette extraction a concerné I'ensemble des patients ayant eu les codages génériques sui-
vants :

= Code B44... pour "Aspergillose"

= Code J67... pour "Pneumopathie d'hypersensibilité"
Sur une base de données de 638 patients hospitalisés 1481 fois entre 2014 et 2016, deux
populations de patients ont été exclues :

= Les sujets présentant une aspergillose invasive (code B440)

= Les sujets immunodéprimés des services d'oncologie et en particulier ceux

d'oncohématologie

Aprés croisement avec les numéros d'identification de notre Systéme Informatique du
Laboratoire (MOLIS), la sélection rétrospective des sérums les plus récents sur lesquels
avaient déja été réalisées deux techniques de routine (ELISA Sérion et IEP FSK/Sébia) a été
réalisée. Dans le groupe des APA, les deux patients porteurs d'une AAE ont été exclus du
fait de leur petit nombre et de l'incertitude quant a I'allergéne responsable de la maladie.
Les patients non atteints de maladies aspergillaires, groupe « témoin », ont été sélection-
nés parmi les patients ayant bénéficié d'un bilan prégreffe d'organe solide (hors greffe

pulmonaire).

B. Réactifs utilisés

L'évaluation a porté sur sept réactifs différents entre Novembre 2017 et Février 2018
(Tableau ). 1l s'agit pour la majorité d'entre eux, de techniques commercialisées en

France (exception faite de I'lCT LDBio qui est actuellement en cours d’évaluation pour une
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commercialisation future). Les réactifs suivants ont été testés selon les recommandations
des fournisseurs sur I'ensemble des sérums sélectionnés :
»  Platelia™ Aspergillus 1gG (Biorad®, Marnes-la-Coquette, France) testé sur Evolis®
= ELISA Aspergillus fumigatus I1gG (Bordier® Affinity Products, Crissier, Suisse)
» ELISA Classic'™ Aspergillus fumigatus 1gG (Sérion®/Virion®, Wiirzburg, Allemagne)
* Phadia™ Aspergillus 1gG m3 FEIA (ImmunoCap®, Uppsala, Suede) testé sur Uni-
cap® 100
= Immunochromatographie Aspergillus |gG/1gM (LDBIO®, Lyon, France)
»  Western-Blot™ Aspergillus 1gG (LDBIO®, Lyon, France)
= |EP Aspergillus FSK Microgen®/HydrageI Sébia® (Microgen Bioproducts, Royaume
Uni / Sébia, Evry, France)

Tableau Il : Composition et seuils fournisseurs des différents réactifs testés

Composition

Tests P Négatif Zone grise Positif
antigénique
Biorad Ag recombinants <5 5<x<10 210
(UA/mL) g = =
Bordier Ag recomblnar?ts +Ag
solubles somatiques et <0,8 0,9<x<1 >1
(Index) , .
métaboliques
Séri .
(Ui\l;;nL) Non renseignée <50 50<x<70 >70
ImmunoCap  Extrait total de conidies <20 NA > 40
(mg/L) et mycélium
ICT LDBio Ag purifiés Bande C NA BandesCet T
. L, > 2 bandes parmi P16, P18-
WB LDBio Non renseignée < 2 bandes NA 20, P22 et P30
1<x<3arcs
Ag solubles somatiques AERELICDLA T Somatiques ou méta- 2 3 arcs somatiques ou
IEP FSK/Sébia g 9 absence d'activité g métaboliques OU présence

et métaboliques

catalasique

boliques ET pas d'acti-

d'une activité catalasique

vité catalasique

1. ELISA Aspergillus 1gG Biorad

Il s'agit d'une technique ELISA indirecte qui utilise des Ag d'Aspergillus fumigatus recom-
binants dont la composition n'est pas communiquée par le fabricant. Pour chaque série,
cing calibrateurs sont systématiquement testés afin d'obtenir concomitamment une
courbe d'étalonnage. Les séries de sérums ont été testées avec |'automate Evolis®, ges-
tionnaire de plaque. Une fois la réaction terminée, la lecture de la DO est réalisée par un
spectrophotomeétre réglé a 450 nm. Les résultats sont rendus sous forme de concentra-
tions en UA/mL a partir de la courbe d'étalonnage [DO = f(UA/mL)] obtenue a partir des 5
points de gamme 0, 10, 20, 40 et 80 UA/mL. La zone de linéarité de cette technique est
comprise entre 2 et 80 UA/mL. Les points de gamme utilisés pour le tracé de la courbe

d'étalonnage ne permettent pas d'obtenir une titration pour des concentrations supé-
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rieures a 80 UA/mL. Par conséquent, pour déterminer une valeur concernant les sérums
fortement positifs, il aurait été nécessaire de recommencer le test en effectuant une pré-
dilution supplémentaire des échantillons. Cependant en raison d'une quantité limitée de

sérum, nous n'avons pas pu réaliser ces dosages.

2. ELISA Aspergillus 1gG Bordier

Dans cette EIA de type ELISA indirecte, les puits sont sensibilisés avec le mélange d'Ag
suivant :
= Des Ag solubles somatique et métabolique d'Aspergillus fumigatus produits par le
laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Grenoble
= Deux Ag recombinants d'Aspergillus fumigatus choisis sur la base de leurs meil-
leures performances pour la détection des Ac anti-Aspergi/lus49 :
» La dipeptidylpeptidase type V (chymotrypsine)
» Laribonucléase (mitogilline)
Pour chaque série, un témoin négatif, faiblement positif et positif sont testés. Pendant
notre étude, tous les sérums ont été dosés manuellement. Le signal enzymatique libéré
est mesuré a 405 nm et le résultat obtenu est rendu sous la forme d'un index correspon-

dant au rapport de la DO du sérum sur la DO seuil.

3. ELISA Aspergillus 1gG Serion

Il s'agit d'une ELISA indirecte qui utilise des Ag d'Aspergillus fumigatus dont la composi-
tion n'est pas révélée par le fabricant. Pour chaque série, un blanc et deux sérums stan-
dards sont testés. Dans notre étude, tous les sérums ont été dosés manuellement. La lec-
ture de la DO par spectrophotometre est réalisée a 405 nm. Le résultat est exprimé en
UA/mL a partir d'une courbe de référence a quatre parameétres définis par l'institut Vi-
rion/Sérion GmbH. Ces parameétres sont différents a chaque nouveau lot de réactifs et
doivent étre systématiquement mis a jour a chaque changement de lot. La zone de linéa-

rité de cette technique est comprise entre 30 et 1000 UA/mL.

4. FEIA Aspergillus 1gG ImmunoCap

Contrairement aux trois kits de réactifs précédents, il s'agit d'une FEIA indirecte. Ceele-ci
utilise des Ag aspergillaires qui proviennent d'un extrait total de conidies et de mycélium
d'Aspergillus fumigatus®. La réaction se fait sur un automate dédié, UniCap®. La libéra-

tion d'un signal fluorescent est mesurée et les résultats sont rendus en mg/L. La plage de
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linéarité de cette technique est comprise entre 2 et 200 mg/L. Son seuil de positivité est
fixé a 40 mg/L selon un accord lors d'une réunion de consensus entre six laboratoires bri-

tanniques et Phadia (données non publiées)*.

5. ICT Aspergillus IgG/IgM LDBio

Il s'agit d'un test immunochromatographique de diagnostic rapide unitaire qualitatif,
permettant la détection simultanée des IgG et des IgM anti-Aspergillus. En cours
d’évaluation par le fournisseur LDBio, ce test vise les laboratoires a faibles niveaux de

ressources avec pour objectif de tenter de répondre aux criteres ASSURED (Figure 12).

A = Prix attractif (Affordable)

S = Sensible (Sensitive)

8§ = Spécifique (Specific)

U = Facile d’utilisation en un mimimum d’étapes (User-friendly)
R = Robuste et rapide (Robust and rapid)

E = Sans équipement spécifique (Equipment-fiee)

D=A disposition de tous ceux qui en ont besoin (Deliverable)

Figure 12 : Caractéristiques principales d'un "Point Of Care Testing" : criteres ASSURED (OMS).

Le test est basé sur le principe du sandwich homogéne. Sa composition est la suivante
(Figure 13) :
= Une bandelette de nitrocellulose sur laquelle sont répartis deux bandes réactives :
» Une bande T « test » contenant I'Ag d'Aspergillus fumigatus purifié a partir
d'une culture
» Une bande C « contrble » contenant des gammaglobulines de lapin
= Un support en fibre de verre imprégné de :
» Particules de latex noir couplées a I'Ag aspergillaire (« latex test » = latex T)
» Particules de latex bleu couplées a un anti sérum de chévre anti-IgG de lapin
(« latex contrdle » = latex C)
Le test consiste a déposer successivement le sérum du patient et une solution éluante
dans le puits prévu a cet effet. L'éluant va permettre la migration du sérum et des parti-
cules de latex noires ou bleues couplées respectivement a I'Ag aspergillaire (« latex test »
ou latex T) et a un anti sérum de chevre anti-IgG de lapin (« latex contréle » ou latex C). La
migration s'achéve en 20 a 30 minutes. En cas de présence d'Ac anti Aspergillus (1gG et/ou
IgM) dans le sérum a tester, un complexe se forme entre les Ac du patient et le latex T. Ce

complexe est capturé par la bande T et se traduit par I'apparition d'une bande colorée en
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noir reflet de la positivité du test. Toute ligne, méme de faible intensité, doit étre consi-

dérée comme positive.

Figure 13 : Principe d'une bandelette a écoulement latéral.

Afin de contréler le bon fonctionnement de I'examen, la capture directe du latex C par la
bande C provoque l'apparition d'une bande controle bleue. Cette bande bleue est systé-

matique quelque-soit le statut sérologique du patient (Figure 14). Aucune lecture ne doit

étre réalisée aprés 30 minutes de migration.

Figure 14: Exemple de résultats de I'lCT LDBio Aspergillus : négatif (a gauche) et positif (a droite)so.

Ce nouveau réactif a été concu dans le cadre d’une thése de science et évalué au sein des

CHU de Toulouse, Marseille, Montpellier, Bordeaux et Rennes sous la responsabilité du Dr

RANQUE Stéphane du CHU la Timone de Marseille.
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6. Western blot Aspergillus LDBio

Un seul kit (LDBio Diagnostics) de bandelettes prédécoupées prétes a I'emploi est pour le

1,52
2152 13 com-

moment disponible sur le marché et sa spécificité est en court d'évaluation
position des Ag aspergillaires fixés par électro-transfert sur la membrane de nitrocellulose
n'est a ce jour pas connue. Les bandes retrouvées par lecture visuelle sont réparties de 10
a 200 kDa. En pratique et pour des raisons de spécificité, seule la zone de bas poids molé-
culaires (< 30 kDa) est retenue pour la lecture. Quatre bandes, parfois dédoublées, ont
été retenues pour leur spécificité, leur sensibilité et leur facilité de lecture. Elles sont si-
tuées a 16, 18-20, 22 et 30 kDa et sont appelées : P16, P18-20, P22, P30. Deux autres
bandes spécifiques moins visibles et peu fréquentes peuvent étre parfois rencontrées a
10 kDa et plus rarement a 15 kDa. Elles ne sont pas prises en compte pour l'interprétation

du test. Le WB LDBio est considéré positif si I'on observe simultanément la présence d'au

minimum deux bandes parmi P16, P18-20, P22 et P30 (Figure 15).

Figure 15 : Exemples de résultats positifs au WB.

7. IEP Aspergillus Sebia

L'IEP qui est réalisée au CHU de Toulouse utilise des gels d’agarose préts a I'emploi (Hy-
dragel, Sebia, France) pour la migration des Ag et des composants du sérum contenant
potentiellement des Ac spécifiques d'Aspergillus fumigatus. Les Ag utilisés dans cette
technique proviennent d'un mélange de filtrat somatique et de culture des Ag d'Aspergil-
lus fumigatus (FSK1 Microgen). La recherche de |'activité catalasique est également réali-
sée apres avoir fait réagir les gels dans une solution d'eau oxygénée. Le résultat est ex-
primé en nombre d'arcs de précipitation pour tous les types d'Ag ainsi que par la pré-

sence ou l'absence d'une activité catalasique. Au laboratoire de Parasitologie - Mycologie
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du CHU de Toulouse, I'lEP est considérée positive en présence d'au moins 3 arcs de préci-
pitation pour au moins un des deux Ag testés (métaboliques ou somatiques) (Figure 16)

ou lorsqu'une activité catalasique est détectée.

Figure 16 : Exemple d'IEP positive.

C. Analyse statistique

Les caractéristiques de la population étudiée ont été décrites en utilisant les pourcen-
tages et la médiane avec intervalle interquartile (IQR) au vu des distributions non-
gaussiennes. Tous les tests commercialisés, qu’ils soient préconisés en dépistage ou en
confirmation par les nouvelles recommandations de I’'HAS, ainsi que I'ICT ont été évalué
par rapport au statut clinique, codage PMSI. Les résultats de sensibilité et spécificité ont
été comparés en utilisant un test d’égalité des proportions. L’analyse des résultats a été
faites a I'aide de courbe ROC (Receiving Operating Characteristics) afin de déterminer
pour chaque test quantitatif quel(s) seuil(s) serai(en)t le(s) plus adapté(s) pour le dépis-
tage ou la confirmation des patients immunocompétents atteints de maladies aspergil-
laires. Les aires sous la courbe ont été comparées a I'aide d’un test du XZ. Le seuil de signi-
ficativité était fixé a 5%.

L'analyse statistique ont été réalisée avec le logiciel : Intercooled Stata 9.2 statistical pac-

kage (StataCorp, College Station, TX)
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I11. Résultats

A. Population étudiée

Durant la période d'étude, 142 sérums provenant de 123 patients ont été analysés. Le
nombre de sérums par patients variait de 1 a 3 et seul le premier sérum de chaque pa-
tient a été inclus.

L'age médian des patients était de 56 ans [38; 66] avec un minimum a 11 ans et un
maximum a 92 ans. La population au sein de I'échantillon de patients était constituée de
63 % d'hommes.

Comme le montre la Figure 17, parmi les 123 sérums étudiés :

= 53 provenaient de patients appartenant au groupe des sujets "malades".

= 70 provenaient de patients appartenant au groupe des sujets "non malades".

Figure 17 : Répartition du nombre de sérums en fonction des groupes de patients.

La proportion des sujets malades au sein de notre échantillon est de 43,09%.

Au sein du groupe des patients malades, tous les sujets ont bénéficié d'une culture.
Seules 30 (55,6%) d'entre elles sont revenues positives et |'espece fumigatus était pré-
sente dans la majorité des cas (27 soit 90%). Une culture est revenue positive a A. terreus
et deux cultures n'ont pas poussées mais le reste des examens complémentaires réalisés
a montré la présence de filaments de type Aspergillus a I'examen direct pour 'une et une
PCR Aspergillus positive pour I'autre. Aucune culture n'a été réalisée chez les patients du

groupe des non malades.
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La Figure 18 montre la répartition des résultats par EIA, tout groupe confondu et par
groupe. La répartition des valeurs d'lgG différe d'une technique a l'autre (Figure 18A) avec
des valeurs maximales pouvant varier de 4,4 d'index pour Bordier a plus de 1000 UA/mL
pour Sérion. La Figure 18B montre que les quatre EIA possédent des valeurs chez les su-
jets malades significativement supérieures a celles des sujets non malades (p < 0,001 pour
toutes les techniques). Il est a noter qu'une grande majorité des sérums négatifs dosés
par Biorad et Sérion soit 93,67 % (74/79) et 86,08 % (68/79) respectivement, sont en deca

des limites inférieures de linéarité.

Figure 18 : Répartition des résultats des EIA.
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Dans notre groupe de sujets malades, I'étude de la répartition des résultats par tech-
niques entre les patients colonisés, APC et ABPA (Figure 18C) permet de retrouver une
différence significative au sein de ces groupes pour Biorad (p = 0,0427) et Sérion (p =
0,0070). Pour Sérion, seules les valeurs de dosage dans le groupe « ABPA » sont significa-
tivement supérieures a celles du groupe « colonisation » (176,8 [128,4-423,3] versus 83,0
[32,4-138,0], p = 0,002). Pour Biorad, seules les valeurs de dosage dans le groupe « asper-
gillome » sont significativement supérieures a celles du groupe « colonisation » (35,4
[14,62-81,0] versus 7,3 [4,3- 47,7], p = 0,024). Aucune différence n'a pas été retrouvée
pour Bordier et ImmunoCap. Dans le groupe « mucoviscidose » (Figure 18D), pour Bor-
dier, Sérion et ImmunoCap, les valeurs retrouvées ne sont pas différentes de celles ren-
dues dans le groupe « non mucoviscidose ». Pour Biorad, le groupe « mucoviscidose »
présente des valeurs significativement plus basses que le groupe « non mucoviscidose »
(10,84 [6,74 — 14,07] versus 30,46 [6,29 — 69,49], p = 0,015), 50 % des patients du groupe

« mucoviscidose » ont des résultats douteux ou négatifs.

B. Sensibilités et spécificités des tests aux seuils préconisés
par les fournisseurs
En considérant les résultats douteux comme positifs pour les EIA, un résultat concordant
pour les sept techniques utilisées a été retrouvé pour 75 sérums, soit un taux de concor-
dance de 60,98 % (75/123). Ce faible taux de concordance augmente a 78,05 % (96/123)
si nous prenons en compte uniquement les quatre EIA, et a 86,99 % (107/123) pour les
deux techniques de confirmation (WB LDBio et IEP).
Comme le montre le Tableau lll et contrairement a I'lEP qui ne présente aucun sujet ma-
lade parmi les résultats négatifs, Sérion et ImmunoCap ne détecte pas 22,64 % et 28,30 %
sujets malades, respectivement. D'autre part, 100 % des résultats douteux ou positifs
rendus par Biorad et I'lEP concernent des sujets malades.

Tableau Il : Nombre de négatifs, douteux et positifs pour chaque technique
(nombre de malades pour chaque cas, N=53)

Réactifs Négatif (malade) Douteux (malade) Positif (malade)
Biorad 79 (9) 9 (9) 35 (35)
Bordier 75 (6) 4(3) 44 (44)
Sérion 79 (12) 7 (6) 37 (35)
ImmunoCap 79 (15) NA 44 (38)
ICT LDBio 76 (8) NA 47 (45)
WB LDBio 76 (6) NA 47 (47)
IEP FSK/Sébia 70 (0) 15 (15) 38 (38)
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Dans le Tableau 1V, la sensibilité et la spécificité ont été évaluées pour chaque réactif.
Dans un premier temps, les valeurs douteuses ont été considérées comme des valeurs
positives, puis comme des valeurs négatives. Pour ImmunoCap et I'lCT LDBio, qui ne pos-
seédent pas de zone grise, il n’y a pas de modifications des résultats.

Si I'on considere les valeurs douteuses comme positives, Bordier présente une sensibilité
significativement supérieure a celles de Sérion (p = 0,0091) et d'ImmunoCap (p < 0,001).
En revanche aucune différence n'a été trouvée avec Biorad (p = 0,0998). La sensibilité de
Biorad est significativement supérieure a celle d'ImmunoCap (p = 0,0171). Sérion ne pré-
sente quant a lui aucune différence de sensibilité avec Biorad (p = 0,1352) ou ImmunoCap
(p = 0,1524). La sensibilité de Sérion augmente significativement (p = 0,0236) sans pour
autant modifier sa spécificité (p = 0,2778). La sensibilité de I'lEP est significativement
augmentée (p < 0,001) avec une spécificité préservée a 100 %. Pour Biorad et WB LDBio,

quel que soit le seuil choisi, la spécificité est de 100 %.

Tableau IV : Sensibilités et spécificités de chaque réactif.

Réactifs Sensibilité Spécificité
% [1Cos9] % [1Cos5]

Biorad

Positive 83,0 [76,4-89,6] 100 [100-100]

Négative 66,0 [57,7-74,4] 100 [100-100]
Bordier

Positive 88,7 [83,1-94,3] 98,57 [96,5-100]

Négative 83,02 [76,4-89,6] 100 [100-100]
Sérion

Positive 77,4 [70,0-84,7] 95,7 [92,1-99,3]

Négative 66,0 [57,7-74,4] 97,1 [94,2-100]
ImmunoCap

Positive/Négative 71,7 [63,7-79,7] 91,4 [86,5-96,4]
ICT LDBio

Positive/Négative 84,9 [75,6-91,2] 97,1 [94,2-100]
WB LDBio

Positive/Négative 88,7 [83,1-94,3] 100 [100-100]
IEP FSK/Sébia

Positive 100 [100-100] 100 [100-100]

Négative 71,7 [63,7-79,7] 100 [100-100]

C. Performances analytiques et adaptation des seuils

1. Tests préconisés pour le dépistage

a) Airesous la courbe

Le calcul de l'aire sous la courbe (ASC) permet d'apprécier l'intérét diagnostic d'un test.
Elle distingue les tests non informatifs (ASC < 0,5), peu informatifs (0,5 < ASC < 0,7),
moyennement informatifs (0,7 < ASC < 0,9), trés informatifs (0,9 < ASC < 1) et parfaits

(ASC = 1)53. Plus I'aire sous la courbe est importante et plus un test sera performant.
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Comme le montre la Figure 19, trois des quatre techniques testées sont tres informatives.
Bordier présente une ASC significativement supérieure a celle d'ImmunoCap. Il existe une
tendance a la supériorité (p = 0,052) des performances analytiques de Bordier par rapport
a Sérion. Aucune différence significative n'a pu étre trouvée dans notre population

d'étude entre Bordier et Biorad (p = 0,754).
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ASC 0,962 0,967 0,924 0,888
[ [0,926-0,998] [0,927-1] [0,875-0,973] [0,827-0,949]
p 0,754 Ref 0,052 0,001

Figure 19 : Courbes ROC et ASC des EIA.

b) Choix des seuils

La discordance observée entre les performances analytiques (courbes ROC, Figure 19) et
les valeurs de sensibilité et spécificité exposées dans le Tableau IV des différentes EIA
semble lié au choix de leurs valeurs seuils.

Les Tableau V et Tableau VI reprennent pour Biorad, Bordier, Sérion et Immunocap les
différents seuils qu'il serait possible d'appliquer afin d'améliorer les performances analy-
tigues ainsi que le nombre de patients correctement classés. Une seule valeur, qui serait
le seuil de déclenchement de la technique de confirmation, est proposée afin de détecter
le plus de malade possible tout en conservant une spécificité satisfaisante pour éviter un

trop grand nombre de test de confirmation, réalisé inutilement.

46



Pour les quatre techniques, les nouveaux seuils, en jaune, sont inférieurs aux seuils four-
nisseurs précédemment utilisés, en gras. Pour Sérion, le gain de sensibilité aurait pu étre
supérieur, cependant en raison du rapprochement de la limite inférieure de linéarité, il

n'a pas été possible d'obtenir de meilleures performances.

Tableau V : Sensibilités et spécificités de Biorad et Bordier en fonction du seuil.

Biorad (Seuil) Sensibilité Spécificité Bordier (Seuil) Sensibilité Spécificité
<2 100,00 % 0,00 % 0,11 100,00 % 17,14 %
2,57 92,45 % 100,00 % 0,17 98,11 % 28,57 %
3,01 90,57 % 100,00 % 0,51 94,34 % 90,00 %
4,14 84,91 % 100,00 % 0,57 94,34 % 95,71, %
5,06 81,13 % 100,00 % 0,79 90,57 % 98,57 %
10,00 60,38 % 100,00 % 0,98 84,91 % 100,00 %

Tableau VI : Sensibilités et spécificités de Sérion et ImmunoCap en fonction du seuil.

Sérion (Seuil) Sensibilité Spécificité ImmunoCap (Seuil) Sensibilité Spécificité
<30 100,00 % 0,00 % 2,17 100,00 % 7,14 %
31,33 88,68 % 90,00 % 5,68 98,11 % 32,86 %
40,42 81,13 % 91,43 % 6,9 96,23 % 40,00 %
49,89 77,36 % 94,29 % 15 90,57 % 68,57 %
71,05 66,04 % 97,14 % 27,2 81,13 % 87,14 %
76,58 66,04 % 100,00 % 38 71,70 % 90,00 %

149,42 43,40 % 100,00 % 106 24,53 % 100,00 %

Aprés avoir redéfini les seuils pour chacune des techniques de dépistage, la répartition

des résultats dans notre population d'étude est représentée dans le Tableau VII.

Tableau VIl : Nombre de sérums positifs et négatifs pour chaque EIA avec des seuils optimaux.
(Nombre de malades pour chaque cas, N = 53)

Réactifs Négatif (malade) Positif (malade)
Biorad 74 (4) 49 (49)
Bordier 70 (3) 53 (50)
Sérion 69 (6) 54 (48)
ImmunoCap 53 (5) 70 (48)

Le Tableau VIl ci-aprés, représente les sensibilités et spécificités avec les nouveaux seuils.
La quasi totalité des tests a obtenu un gain significatif de sensibilité par rapport au seuil
fournisseur (Biorad p = 0,0120 ; Sérion p = 0,0472 ; ImmunoCap p = 0,0001). Pour Bordier,
seule une tendance a I'amélioration a pu étre mise en évidence (p = 0,0562). Avec ces
nouveaux seuils, il n'y a plus de différence significative de sensibilité entre les différents
réactifs. L'augmentation de la sensibilité est associée a une diminution de la spécificité
pour Bordier et Sérion. Ces derniéres restent a un niveau acceptable, c’est-a-dire > 90 %.
Pour Bordier, elle est significativement meilleure que pour Sérion (p = 0,04), les deux

étant significativement plus basses que celle de Biorad qui conserve 100 % de spécificité
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(p = 0,01). En ce qui concerne ImmunoCap, I'amélioration significative de la sensibilité

entraine une diminution drastique de la spécificité (68,57 %, p < 0,001).

Tableau VIII: Sensibilités et spécificités de chaque réactif avec les nouveaux seuils.

Réactifs Sensibilité Spécificité
% [Ic95%] % [ICQS%]
Biorad
Positive > 5 83,0 [76,4-89,6] 100 [100-100]
Positive > 2,57 92,5 [87,8-97,1] 100 [100-100]
Bordier

Positive 20,8

Positive 20,57
Sérion

Positive 2 50

Positive 231,33

ImmunoCap
Positive 2 40
Positive 2 15

88,7 [83,1-94,3]
94,3 [84,3-98,8]

77,4 [70,0-84,7]
88,7 [83,1-94,3]

71,7 [63,7-79,7]
90,6 [85,4-95,7]

98,6 [96,5-100]
95,71 [92,1-99,3]

95,71 [92,1-99,3]
90 [79,3-96,9]

91,4 [86,5-96,4]
68,6 [60,4-76,8]

Le Tableau IX représente la répartition des résultats avec les nouveaux seuils en compa-

raison aux anciens seuils.

Tableau IX : Nombre de négatifs, douteux et positifs pour chaque technique avec les nouveaux et anciens seuils
(Nombre de malades pour chaque cas, N=53)

Réactifs Négatif (malade) Douteux (malade) Positif (malade)
Biorad
Ancien seuil 79 (9) 9(9) 35(35)
Nouveau seuil 74 (4) NA 49 (49)
Bordier
Ancien seuil 75 (6) 4(3) 44 (44)
Nouveau seuil 70 (3) NA 53 (50)
Sérion
Ancien seuil 79 (12) 7 (6) 37 (35)
Nouveau seuil 69 (6) NA 54 (47)
ImmunoCap
Ancien seuil 79 (15) NA 44 (38)
Nouveau seuil 53 (5) NA 70 (48)

L'optimisation du seuil afin de gagner en sensibilité, entraine une augmentation significa-
tive du nombre de test de confirmation pour ImmunoCap (44 aux anciens seuils versus 70

aux nouveaux seuils, p = 0,001).

Le Tableau X ci-apres, représente les valeurs de sensibilités, aux nouveaux seuils, par ca-
tégories de malades (colonisation, APC ou ABPA). Pour un méme réactif, la sensibilité va-
rie selon le groupe auquel appartient le malade. Au sein du groupe des sujets colonisés,
les sensibilités de Bordier et ImmunoCap ne sont pas significativement différentes de Bio-
rad mais elles ont une tendance a étre supérieures a celle de Sérion (p = 0,051). Parmi le
groupe des APC, Bordier et Biorad sont significativement plus sensibles que Sérion et Im-

munoCap (p = 0,001). Les sensibilités des réactifs Biorad et Sérion chez les patients at-
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teints d'une ABPA, sont significativement supérieures a celles de Bordier et ImmunoCap

(p = 0,003).
Tableau X : Sensibilités aux nouveaux seuils et par catégories de malades.
Réactifs Groupe « Colonisation » Groupe « APC » Groupe « ABPA »
Sensibilités % [ICgse] Sensibilités % [1Cqse] Sensibilités % [ICgse]

Biorad 85,2 [78,1-92,3] 100 [100 - 100] 100 [100 - 100]
Bordier 88,9 [82,6 - 95,1] 100 [100 - 100] 93,3 [88 - 98,6]
Sérion 81,5[73,8 - 89,2] 90,9 [84,7 - 97,1] 100 [100 - 100]
ImmunoCap 88,9 [82,6 - 95,1] 90,9 [84,7 - 97,2] 93,3 [88 - 98,6]

2. Tests préconisés pour la confirmation

L'IEP et le WB sont tout deux des tests préconisés pour la confirmation. Comme vu précé-
demment dans le Tableau IV, ces deux tests possedent une spécificité de 100%. La sensi-
bilité du WB LDBio est significativement supérieure a celle de I'lEP lorsqu'elle est considé-
rée comme positive a partir de trois arcs et/ou catalase positive (88,7 % [83,1-94,3] versus
71,7 % [63,7-79,7], p < 0,001). Si le seuil de positivité est abaissé au niveau de la zone
douteuse (au moins 1 arc pour un des Ag), il est possible de faire de I'lEP un test parfait
avec 100% de sensibilité et 100% de spécificité. Comme nous montre le Tableau XI, le
choix d'une positivité pour I'lEP a un seul arc de précipitation qu'il soit somatique ou mé-
tabolique garantit des sensibilités proches de 100% avec une spécificité toujours parfaite
de 100%. La fréquence de catalase positive dans le groupe « APC » est significativement
supérieure a celle du reste des malades, tout groupe confondu (54,5 % [25,1-84,0] versus

21,4 % [9,0-33,4], p = 0,03).

Tableau XI : Sensibilités et spécificités en fonction du nombre d'arcs somatiques et métaboliques.

IEP IEP
Nombre d'arcs Sensibilité Spécificité Nombre d'arcs Sensibilité Spécificité
somatiques métaboliques
0 100.00 % 0.00 % 0 100.00 % 0.00 %
1 98.11% 100.00 % 1 98.11 % 100.00 %
2 75.47 % 100.00 % 2 79.25 % 100.00 %
3 62.26 % 100.00 % 3 62.26 % 100.00 %

3. Performances de I'ICT LDBio

Sur les 123 sérums analysés, tous les tests ont présenté la bande bleue controle. Un résul-
tat concordant avec les quatre EIA et I'ICT LDBio a été trouvé pour 93 sérums et pour 85
sérums entre I'ICT LDBio, le WB LDBio et I'lEP. Soit une concordance de 75,6 % [68,0-83,2]
avec les techniques de dépistage et de 69,11 % [60,9-77,3] avec les techniques de confir-
mation. Comme montré dans le Tableau IV, au seuil fournisseur, les douteux étant consi-
dérés comme positifs, la sensibilité de I'lCT LDBio est significativement supérieure a celle

d'ImmunoCap (p = 0,012) et n'est pas différente de celles de Biorad, Bordier ou de Sérion.
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La spécificité de I'ICT est significativement inférieure a celles des tests de confirmation (p
= 0,029). Lorsque les parametres de performances de I'lCT LDBio sont comparés a ceux
des techniques avec les nouveaux seuils, la sensibilité de Bordier devient statistiqguement
supérieure (p = 0,016) a celle de I'ICT LDBio et on observe une tendance a la supériorité
de Biorad (p = 0,06). La sensibilité de I'ICT LDBio n'est plus statistiquement supérieure a

celle d'ImmunoCap (p = 0,17) et reste inchangée par rapport a celle de Sérion (p = 0,38).

50



IV. Discussion

Cette étude présente une comparaison des performances analytiques de sept réactifs,
préconisés en dépistage ou en confirmation, pour la détection d’IgG anti-Aspergillus dans
une cohorte de sujets immunocompétents sains, colonisés par Aspergillus ou atteints
d’APC ou d’ABPA. Pour le dépistage de ces patients, les ASC des réactifs Biorad, Bordier et
Sérion montrent qu'ils sont suffisamment performants pour pouvoir étre utilisés en rou-
tine de dépistage, avec une tendance a la supériorité de Bordier par rapport a Sérion,
Biorad n’étant différent ni de I'un ni de I'autre. Le réactif InmunoCap présente des per-
formances significativement moindres dans cette cohorte. Dans tous les cas, les seuils
fournisseurs ne paraissent pas optimaux pour cette population et nécessitent d’étre
adaptés par l'utilisateur. Pour les techniques de confirmation, WB LDBio et IEP présentent
une spécificité optimale. La sensibilité de I'lEP peut étre améliorée par une modification
des seuils et la présence d’une activité catalasique semble étre un argument en faveur
d’une APC plutot que d’'une ABPA ou d’une colonisation. L'ICT LDBio en cours de com-
mercialisation montre une sensibilité semblable aux tests de dépistage au seuil fournis-
seur et une spécificité comparable aux techniques de confirmation remplissant ainsi les

objectifs posés par le fabricant.

Une des principales limites de notre étude est le manque de puissance di a un effectif
insuffisant. Ainsi certaines tendances a la différence n’ont pas pu étre confirmées statisti-
guement. Nous pouvons aussi craindre un biais de sélection des patients, cette derniéere
se basant sur le codage PMSI des praticiens qui peut avoir été erroné ou avoir manqué
d’exhaustivité et qui s’est probablement basé, du moins en partie sur le résultat des exa-
mens biologiques. Le retour au dossier clinique des patients malades n’a pas permis de
recueillir les données thérapeutiques qui auraient pu avoir une influence sur les résultats

des tests biologiques.

Pour le dépistage, Bordier, Biorad et Sérion montrent des performances significativement
supérieures a celle d'ImmunoCap. Biorad semble étre aussi performant que Sérion et
Bordier, ce dernier montrant une tendance a la supériorité par rapport a Sérion. Cette
tendance est confortée par I'étude de Dumollard et al. qui montre, dans une cohorte de
352 patients, une supériorité significative de Bordier par rapport 3 Biorad et Sérion’".

Dans la littérature, les études sur les performances analytiques de ces réactifs montrent
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des niveaux de performances, aux seuils fournisseurs supérieurs, a ceux que nous avons
retrouvés. Dans I'étude de Baxter et al. qui avance des sensibilités de 97 et 93 % pour
ImmunoCap et Biorad®, respectivement, les sensibilités sont calculées par rapport au
résultat d’une technique d'immunoprécipitation par contreimmunoélectrophorése, répu-
tée peu sensible. Ces sensibilités se rapprochent de celles de notre étude lorsqu’elles sont
calculées par rapport au diagnostic clinique des patients, soit 85 et 86 %, respectivement.
Dans I’étude de Guitard et al. portant sur les réactifs Biorad et Sérion, les sensibilités rap-
portées aux seuils fournisseur sont également supérieures aux notres et varient en fonc-
tion de la prise en compte des résultats douteux comme positifs ou comme négatifs“.
Dans cette étude, les résultats du groupe « colonisation » n’influent pas sur les valeurs de
sensibilités des réactifs testés, car ces patients sont positionnés dans le groupe des pa-
tients témoins. Cette entité clinique ne bénéficie pas, a I’heure actuelle, d’'une définition

consensuelle mais différents auteurs ont montré>>°%>’

gu’elle pouvait faire le lit des APC
et des APA. Il nous a donc semblé important de les prendre en compte, en tant que
groupe malade. Nous avons, ainsi, montré que les taux d’IgG sont significativement plus
faibles dans le groupe « colonisation » par rapport au groupe « ABPA » pour Sérion et par
rapport au groupe « APC » pour Biorad. Des résultats similaires sont retrouvés dans
I'étude de Baxter et al. évoquée ci dessus*’. Au sein des sujets atteints par la mucovisci-
dose, les taux d’lgG avec Biorad sont significativement inférieurs chez les patients atteints
de mucoviscidose par rapport a ceux qui ne présentent pas cette maladie. Chez les pa-
tients atteints de mucoviscidose, les résultats du dosage sont douteux ou négatifs dans 50
% des cas. De plus, comme rapporté par Baxter et al., Biorad présente un inconvénient
majeur lié a ses limites de linéarité. Cette technique est celle qui a retrouvé le plus de
sérums en dehors de la limite supérieure de linéarité, obligeant a la réalisation d’un test
supplémentaire pour connaitre le titre exact des anticorps. Sérion et ImmunoCap présen-
tent aussi cet écueil de linéarité, entrainant le rendu d’un résultat « > a » a la place d’un
titre exact. Cet inconvénient rend difficile le monitoring des patients.

Dans notre travail, nous proposons un abaissement des seuils des techniques immunoen-
zymatiques afin d’augmenter la sensibilité du dépistage. La valeur déterminée a 'aide des
courbes ROC correspondrait au seuil de déclenchement de la technique de confirmation.
Deux études réalisées par Page et al. confortent nos résultats sur la nécessité d'une adap-

58,59 .y , R TI . , . .
~. Dans la premiére étude réalisée en 2016, six réactifs parmi lesquels

tation des seuils
figuraient Sérion et Immunocap ont été comparés. Page et al. proposaient des seuils op-

timaux, inférieurs aux seuils fournisseurs, a 35 UA/mL pour Sérion et 20 mg/L pour Im-
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munoCap. Dans une seconde étude plus récente, les seuils optimaux retrouvés étaient a
50 UA/mL pour Sérion, 50 mg/L pour ImmunoCap et 1,5 UA/mL pour Biorad, valeur infé-
rieure a la limite de quantification basse. Au sein de ces deux études, les valeurs de sensi-
bilité et spécificité aux seuils optimaux sont différentes de celles retrouvées dans notre
travail. Ces différences pourraient étre expliquées par la constitution de la population
d’étude, aussi bien dans le groupe malade que dans le groupe témoin. Les valeurs corres-
pondant aux seuils optimaux de chaque technique pourraient varier entre les différentes

formes d'aspergilloses pulmonaires et les populations étudiées.

Pour les réactifs préconisés pour |'étape de confirmation, le WB LDBio a montré une spé-
cificité excellente et identique a celle de I'lEP. De plus, si, pour I'lEP, les sérums douteux
ne sont pas inclus dans la zone grise, le WB LDBio présente une sensibilité significative-
ment supérieure. L'étude d'Olivia et al. montre des résultats similaires lors de la compa-
raison du WB LDBio a leur technique d'immunoprécipitation®> parmi une population de
sujets APC, ABPA et colonisés. Ce réactif représente un test de confirmation avantageux
qui permet de s'affranchir des contraintes inhérentes a I'lEP puisqu'il fournit un résultat
plus rapidement et bénéficie d'une possibilité de semi-automatisation. Cependant, si,
pour I'lEP, le seuil de positivité est abaissé au niveau du seuil d’entrée dans la zone grise
actuelle, l'intégralité des sujets malades et non malades sont correctement classés avec
100 % de sensibilité et 100 % de spécificité. Ces résultats confirment son statut de tech-
nique de référence pour la recherche des Ac spécifiques anti-Aspergillus. Cette capacité
de discrimination des sujets malades vis-a-vis des sujets non malades repose sur la re-
cherche d'arcs de précipitation protéiques métaboliques et somatiques couplée a celle
d'arcs porteurs d'une activité catalasique. Comme décrit dans une étude de Borron et al.,
la spécificité de I'lEP est remarquable (100 %) quelque soit le type d'arcs protéiques re-
cherchés®. La présence de la catalase est, comme le confirme nos résultats, beaucoup
plus fréquemment retrouvée dans les APC®!. La détection de ce facteur de virulence est
hautement spécifique d'une atteinte fongique. Par rapport a l'activité chymotrypsique qui
n'est plus recherchée, I'activité catalasique est plus sensible, de réalisation facile et peu

onéreuse.

Les qualités de I'ICT LDBio semblent globalement remplir les criteres ASSURED fixés au
moment de son développement. Cependant, les critéres « facile d’utilisation », « abor-

dable », « a la disposition de ceux qui en ont besoin » pourraient étre pris en défaut. En
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effet, I'apparition d'une bande de positivité discrete rend parfois difficile l'interprétation
du test. De plus, son conditionnement unitaire risque d’étre a I'origine de tarifs de vente
plus élevés que ceux des autres techniques de dépistage. Par ailleurs, il s'agit d'un test
gualitatif ne répondant pas aux nouvelles préconisations de 'HAS en termes de monito-
ring. Ce test ne pourra probablement pas étre proposé a des structures recevant un

nombre important de demande de dépistage sérologique des maladies aspergillaires.
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V. Conclusion

Parmi les tests préconisés pour le dépistage, les réactifs étudiés ont montré des perfor-
mances analytiques hétérogénes et peu adaptées, aux seuils spécifiés par les fournis-
seurs, pour un screening efficace des patients atteints par une APC ou une APA. Ces varia-
tions de performances sont également présentes au sein d'un méme réactif en fonction
des formes cliniques de maladies aspergillaires. L'obtention de caractéristiques analy-
tigues optimales doit passer par une adaptation des seuils en fonction du type de popula-
tion recrutée au sein du LBM.

A I'heure actuelle, au vu de I’hétérogénéité des résultats présentés dans la littérature, la
comparaison des différents réactifs utilisés pour le dépistage nécessite la réalisation
d'études prospectives de plus grande échelle. Pour pouvoir mener a bien ce type
d’études, des définitions claires et consensuelles des différentes entités aspergillaires, et
particulierement de la colonisation, devront étre établies pour limiter les biais de classe-
ment des patients.

Pour les patients qui ont bénéficié d'un traitement chirurgical (résection d'un aspergil-
lome) ou médicamenteux (ABPA ou APC inopérable), il serait intéressant d'étudier I'évo-
lution des taux d'lgG anti-Aspergillus afin de suivre leur cinétique et de déterminer si elle

peut étre utilisée comme critére d’efficacité thérapeutique.
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SUMMARY

Chronic and allergic pulmonary aspergillosis are diseases caused by fungi belonging to the
genus Aspergillus. They affect more than three million people worldwide and serology is
one of the necessary arguments for diagnosis. The detection of anti-Aspergillus 1gG anti-
bodies is based, according to the french recommendations on a two-step approach, com-
bining a screening technique and, in case of positivity of the latter, a confirmation tech-
nique. Within these techniques, there is a diversity of reagents whose analytical perfor-
mances have been little evaluated. The objective of this study was to compare the diag-
nostic performance of seven reagents in 123 immunocompetent subjects. Among the
tests recommended for screening, the reagents Biorad®, Bordier®, Serion® and
ImmunoCap® show heterogeneous analytical performances at the thresholds specified by
the suppliers, not adapted to an effective screening. In order for them to be used in rou-
tine screening, their performance can be improved by modifying their positivity thresh-
olds. For confirmatory assays, WB LDBio® and IEP have optimal specificity and the sensi-
tivity of IEP can be improved by changing the positivity threshold. The LDBio® ICT is a rea-
gent being evaluated that shows a sensitivity comparable to screening tests and a speci-

ficity similar to those of confirmatory tests.
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RESUME

Les aspergilloses pulmonaires chroniques et allergiques sont des maladies causées par
des champignons appartenant au genre Aspergillus. Elles touchent plus de trois millions
d'individus dans le monde et la sérologie fait partie des arguments nécessaires au dia-
gnostic. La détection des anticorps spécifiques de type IgG anti-Aspergillus repose, selon
les préconisations sur une démarche en deux temps, associant une technique de dépis-
tage et, en cas de positivité de cette derniére, une technique de confirmation. Au sein de
ces techniques, il existe une diversité de réactifs dont les performances analytiques ont
été peu évaluées. L'objectif de cette étude était de comparer les performances diagnos-
tigues de sept réactifs chez 123 sujets immunocompétents. Parmi les tests préconisés
pour le dépistage, les réactifs Biorad®, Bordier®, Sérion® et ImmunoCap® montrent des
performances analytiques hétérogenes aux seuils spécifiés par les fournisseurs, non adap-
tées a un dépistage efficace. Afin qu'ils puissent étre utilisés en routine de dépistage,
leurs performances peuvent étre améliorées par modification de leurs seuils de positivité.
Pour les tests de confirmation, le WB LDBio® et I'lEP ont une spécificité optimale et la sen-
sibilité de I'IEP peut étre améliorée par un changement du seuil de positivité. L'lCT LDBio®
est un réactif en cours d'évaluation qui montre une sensibilité comparable aux tests de

dépistage et une spécificité semblable a celles des tests de confirmation.
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