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Serment de Galien

En présence des Maitres de la Faculté, je fais le serment :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit(e) dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fideéle aux principes qui m’ont été¢ enseignés et d’actualiser mes

connaissances ;

- D’exercer, dans I’intérét de la sant[Ipublique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de Déontologie, de I’honneur, de

la probité et du désintéressement ;

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers la personne humaine et sa

dignité ;

- En aucun cas, je ne consentirai [Jutiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les

meeurs et favoriser des actes criminels ;

- De ne dévoiler []personne les secrets qui m’auraient été confiés ou dont j’aurais eu

connaissance dans I’exercice de ma profession ;
- De faire preuve de loyauté et de solidarité envers mes collégues pharmaciens ;
- De coopérer avec les autres professionnels de santé.

Que les Hommes m’accordent leur estime si je suis fidele [Imes promesses. Que je sois

couvert(e) d’opprobre et m[ 1] [] (€) de mes confreres si 'y manque.



Remerciements

Remerciements 2 mon jury

A ma présidente du jury, Madame le Professeur Peggy GANDIA, Professeur des Universités,

Praticien Hospitalier en Pharmacologie,

Je vous remercie d’avoir acce[] [deprlsider cette These et d’avoir accel] [dé juger mon travail.

Soyez assurée de toute ma reconnaissance et de tout mon respect.

A mon directeur de thése, Monsieur le Docteur Pol André APOIL, Maitre de Conférence des

Universités, Praticien Hospitalier en Immunologie,

Je vous suis reconnaissant d’avoir accel] [ldel diriger ma These. Je vous remercie d’avoir
toujours pris le temps pour me guider et me conseiller tout au long de ces trois années. Les
enseignements que j'ai tirés de votre encadrement continueront a guider mes efforts et a
influencer positivement ma carriére. Votre soutien a ét€ un cadeau précieux pour moi et je suis

honor¢ d'avoir eu l'opportunité de travailler sous votre direction.

Monsieur le Monsieur le Professeur Laurent GUILLEMINAULT, Professeur des Universités,

Praticien Hospitalier en Pneumologie,

Je vous remercie d’avoir acce! ] [delsilger [Ice jury, de I’int[tét que vous portez [ ’mon travail

et de votre partic') [] [] [T TIcriture de I’article. Soyez assuré¢ de ma gratitude.

Madame le Docteur Bénédicte PUISSANT, Maitre de Conférence des Universités, Praticien

Hospitalier en Immunologie,

Je vous remercie d’avoir acce(| [delfaire partie de mon jury. Merci pour vos enseignements,

votre pédagogie, votre patience et votre gentillesse durant mes deux semestres en immunologie.



Remerciements aux personnes ayant contribué directement ou indirectement a ce travail :

Aux Pr Antoine BLANCHER et Pr Yves RENAUDINEAU, respectivement chefs de service
de mon premier et second stage au sein du laboratoire d’Immunologie du C.H.U. de Toulouse,
je tiens a exprimer ma profonde gratitude pour le soutien inestimable que vous m'avez accordé
tout au long de mon parcours de thése. Vos conseils éclairés, votre expertise et votre

disponibilité ont grandement contribué a la réussite de notre travail.

Aux Dr Joana VITTE, Dr Julien GORET et Dr Caroline KLINGEBIEL, merci pour votre
implication, votre disponibilité, votre bienveillance ainsi que vos nombreux conseils et

relectures de cet article.

A tous les médecins allergologues et pneumo-allergologues du C.H.U. de Toulouse ayant
partic[] (T[] laboration de cet article : Pr Alain DIDIER, Dr Audrey MARTIN-BLONDEL, Dr
Marine MICHELET, Dr Vianney GRUZELLE, Dr Claire MAILHOL. Je tiens a exprimer ma
sincere gratitude envers vous pour votre contribution. Votre expertise a été un ¢lément essentiel

qui a grandement enrichi notre travail.

Merci [galement aux techniciennes d’allergologie, Anais DE LIMA CORREIA et Camille
TAURUS qui [ [ 0 01 [0 Cment al| [ [ns ce travail.

Je remercie enfin Roland CARBONNEL, Xavier JENTET et Nathalie BARBIER de Hycor
France, sans qui cettel tude n’aurait pal | [1 [] [] [1e.]



Remerciements 2 ma famille et mes amis

Je tiens a remercier avant tout ma famille, c’est-a-dire mon oncle, mon pére, ma mere et ma
sceur mais €galement ma grand-meére sans qui rien de tout ¢a ne serait possible. Je les remercie
pour leur amour, leurs conseils ainsi que leur soutien inconditionnel en tout temps. Un

paragraphe entier ne suffira pas a exprimer toute ma gratitude a votre égard.

Je remercie également ces amis de trés longue date et que j’espere garder le reste de ma vie :
Pierre, Robin et Anais mais également toi, Mélanie, merci d’avoir [1] &t d’€tre toujours [ ] [Sents
dans les bons comme les mauvais moments et d’avoir cette capacit[| de me supporter

(notamment dans les Escape).

- Pierre je te connais depuis cette fameuse baston [/la maternelle (mentalement t’as pas
beaucoup [1] [ [dépuis), mais merci d’€étre toujours [ &t pour toutes ces apres-midis et
ces soirées passés ensemble. Sache que si jamais tu as besoin, je serai la.

- Robin toi je te connais depuis la quatriéme (t’as pas beaucl] ] Molul[ldepuis non plus).
Merci pour toutes ces conversations, pour toutes ces sorties, pour tes conseils, ton écoute
et tal] [sence. Franchement t’es le sang de la veine !

- Anais la plus mature de nous tous (lol non). Tu es 1’avant derni¢re ar[] [eldu groupe,
premiere fois que je t’ai vue c’[tait au Maguire’s Pub au tout [] but de ma facult(] si je
ne me trompe pas (et au pire pas grave). Je t’ai de suite bien aim[parce que t’avais kiff’
mon rire (et oui je m’en souviens). T as rien [Jenvier aux 2 autres loustics. Par contre
faut arréter d’étre malaisant comme ¢a, madame. Merci pour ta relecture et oui, c’est
bon j’all [rit ton nom correctement cette fois.

- [l [anie, tu es celle que j’ai connu le plus tardivement au TGS 2016 je crois. Malg[] []
des débuts maladroits des deux cotés. Merci pour ces conversations et pour ton soutien
¢galement (désolé de ne pas pouvoir assister a ta thése et de ne pas avoir pu étre

disponible pour venir a Dijon).

A Manon et a Mathieu ces deux amis formidables, camarades expatriés avec qui j’ai affl] [ (1a
PACES et ces nombreuses années de pharmacie a Limoges. Le voyage en Corse était fabuleux
et faudra recommencer. Manon si tu lis ceci un jour, sache que je suis super heureux que tu
vives ta vie enfin pleinement et sache que tu pourras toujours compter sur moi (et je te dis au

tout de I’al| [¢ prochaine comme d’hab) et toi Mathieu je suis content que tu te plaises en Corse,
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je te souhaite le meilleur en tout et pour tout et je te dis [treés bientdt (j’espere que d’ici [ tu

auras appris a étre discret).

A Marving, Alex, Nicolas V.M., Thomas, Arthur et Flavien, ces amis que 1’on rencontre lors
de pauses café et de soirées que 1’on pense connaitre mais qui arrivent tout de méme a nous

surprendre.

A Floriane, Alice et Eddy ces compagnons — fréres d’armes du concours de 1’internat, que dire
de plus a part que ces années-la étaient juste les meilleures et que clairement ¢a me manque.
Flo je t’ai totalement perdu de vue (comme on I’avait (] [vu) mais je suis slir que tu profites [
fond de ton internat et de la vie. Alice je te vois au minimum une fois par an a la soirée mousse,
je sais que tu fais ce qu’il te plait donc je te souhaite que cela perdure. Eddy par ou commencer,
déja je pense que tu es une personne avec qui je ne vais pas perdre le contact car tu es un mec

trop génial avec qui je partage beaucoup trop de délires donc je te dis juste a tres vite.

Je remercie également « CES » groupes Messenger que 1’on surnomme affectueusement « Les
spammeurs de I’extréme » qui sont littéralement des antidépresseurs et qui sont composés des

meilleures personnes que j’ai pu rencontrer lors de mon internat :

- Juju alias Miss Infectio ou Dr Maboule pour les intimes ; que dire [part j’adore ta joie
de vivre et ton humour. Ton seul gros défaut : le contre-sens et les sorties d’autoroute
soudaines. Oui, je n’ai toujours pas dig/ ] de me faire réveiller par une confrontation
frontale avec le siege de devant. Et pour info, je ne suis pas prét a arréter de t’embéter
avec ¢a, tu es prévenue.

- Nicolas le sale gosse, toi je ne sais méme pas ou commencer, ni comment finir. Merci
compere gobelin pour les pauses, les soirées, les franches rigolades et d’avoir [T ptésent
aux moments ou j’en avais besoin. Je n’ai pas [Jussi [/te noyer dans la plniche cette
all [e mais on rlessaiera I’al] [e prochaine. PS : rends le demi-neurone !!!

- Rima I’Antilope Blanche, merci pour tout : ton écoute, tes conseils et les pauses que
I’on a [alilles ensemble. C’est avec toi que j’ai les meilleures conversations. Tu es
I’une des personnes qui m’al] [] ] [J [ [J [Jefdil| laux moments ou j’en avais besoin.

Ne doute pas de toi car tu es I’'une des personnes les plus incroyables que je connaisse.



(PS : Nico doit nous khalass des cafés, oui j’ai envie de le mettre dans la sauce et oui tu
n’as que 6 lignes pour ton paragraphe).

Bryan le Maitre du Oué, merci pour ces parties de Padel e[] [1 [] es que I’on a fait (gros
regret que je ne puisse plus en faire a cause de mon genou). Continue a alimenter le
chaos de ces groupes, j’adore. Tu m’as fait [Jaliser que le monde est trés petit
finalement. Tu es peut-étre le maitre Excel mais n’oublie pas que je suis le maitre Word
donc méfie-toi.

Floflo merci pour ton humour, ta bienveillance et ta gentillesse. Tu m’as sal [
suffisamment de fois la face pour que je le signale dans cette thése. Merci pour ces
anecdotes et ces punchlines incroyables. PS: j’ai toujours peur de ton regard
d’assassin !!!

Marion : merci pour ces discussions et ces fous rires que 1’on a eu ensemble. Ne t’en
fais pas, on ne ressent pratiquement pas ton coté basque sauf quand tu envoies des
missiles a téte chercheuse dans la converse.

Roxane alias Chatoune, tu ne t’en sors pas trop mal pour une Aveyronnaise par contre
faut lutter contre ta dépendance envers Mr Grey et arréte de t’automettre dans la sauce,
y a suffisamment de gens dans ce groupe qui le font a ta place.

Camcam, tireuse [ [lite professionnelle capable de mettre tous les gens de ce groupe en
PLS et véritable terreur de tout vigile. Merci pour tous ces fous rires.

Blandine a cette Toulousaine expatriée, non je ne te ferai pas un résumé ni de ces
remerciements, ni de cette thése.

Sarah rien que le fait d’avoir [1ussi [Isupporter autant de temps Juju est un exploit qui
ale [ [rite d’étre signal ] Metci pour I’invit [[Limoges et pour cette super soil /e mousse
et continue a en mettre plein la téte a Nico.

Matthieu alias le soldat battu, a ces apparitions-[ ¢lairs de ginie. N h[site surtout pas [
cligner deux fois des yeux si tu es en danger.

Antoine cet ing[ Ison fabuleux, merci de m’avoir fait [ ¢ouvrir ces [ [] []incroyables
sur les IA. J’adorel ! [] [Jergie donc lache rien !

Vincent : ce compatriote albigeois, tu es I’homme du groupe qui a le plus de gout et de
culture donc tiens bon ne te laisse pas corrompre par les autres.

Joséphine a cette muteuse folle de catégorie supérieure, ta participation manque a

I’appel.



Mais je n’oublie pas non plus ces personnes incroyables qui ont été présentes aux bons

moments :

- Thibaut, tu es un des meilleurs co-internes et partenaires de baby que I’on puisse avoir,
peut-&tre un peu trop fan des grands champions mais t’es pardonnvu que 1’on a gag[] [
le championnat cette année. PS : t’inquicte on arrivera [t’int[grer dans un jury de thése
(clin d’ceil Rima et Nicolas) ;

- Laure, tu es une personne exceptionnelle car il en faut du courage pour supporter
Thibaut mais aussi Mathieu comme chef. Ce sera toujours un plaisir de jouer avec toi
au baby et on se fait une poutine quand tu veux.

- Sisi, pouvoir me supporter 3 semestres, ¢a fallait le faire. Tu es une co-interne géniale
et je te souhaite beaucoup de [lussite face [11’al] [e [Jvenir. Merci pour ton soutien
considérable et je te[ [ [frés vite. #futuroscope je n’oublie pas.

- Maxime, franchement tu es une personne incroyablement humaine et avec qui tout le
monde réverait de travailler. Super cuistot, danseur de pole dance a tes heures et je
n’oublie pas ce moment karaoké complétement improvisé mais génial (et en playback
ce qui [ [Hait pas plus mal pour les oreilles finalement). Je t’encourage de toutes mes
forces pour tes futurs projets et je te dis a une prochaine soirée !

- Mehdi, bon c’est ton moment donc profites-en. Je trouve que tu es une personne
incroyable avec le meilleur sens de I’humour au monde. On a beaucoup de centres
(] [ [rétlen commun et plus le temps passe et plus j’en trouve d’autres. Juste ne rage
pas trop face a ta défaite lors du tournoi de baby et n’oublie pas si tu cherches un stage
en DJ...

- Fatma, malgreé tes préjugés de notre premicre rencontre, sache que j’ai toujours trouvé
que tu es une tres belle personne. J’adore ta personnalil | franche et sincere. Ne change
jamais stp.

- Sa majesté Jess (oui je n’oublie pas ton ascendance royale), tout comme Fat j’adore ta
franchise, ta classe naturelle, ta bienveillance et ton [nergie (la vache, je n’avais jamais
vu quelqu’un se [ placer autant en France en si peu de temps), ne change pas non plus !

- Vallou, tu es quelqu’un d’extraordinairement intelligent et une grande oratrice en plus
d’étre s[tieuse, volontaire et applil| [¢. Je te remercie de tes relectures et de tes conseils
tout au long de ces annles et je[] [] [] [frés vite pour d’autres soirles jeux endiablées !

- Louis, toi tu es vraiment ’OVNI de la biologie. Mais j’aime tout : ton énergie, ton

univers, ta folie, ton humour et tes références de folie. Je n’irai pas plus loin sauf que je
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te dis a la prochaine soirée pour plus de fous rires et de philosophie de comptoir (Les

Gyozas !).

Remerciements a mes chers co-internes :

Lors de ce ler semestre [] [Imatologie, je remercie tous mes co-internes malg[] Tar[] (e[
fracassante du COVID avec pour commencer, mes chers niveaux 2. Merci a ce fameux binome
de I'IUC que formaient Anais et Théo souvent accompagné de Hugo pour tous leurs
enseignements fondamentaux qui me serviront pour le reste de mon métier mais ¢galement pour
tous ces fou-rires. Merci aussi a Céline, Tristan, Sabine et Pauline qui ont su m’apprendre a étre
complétement autonome et qui m’ont appris les bases de la qualil]. Merci également a Delphine
qui a (1] juste I’interne qui m’a tout mont(| sur le fonctionnement de I’IFB dés mon arrivée et
avec qui on a frol¢é des les premiers jours, a Pierre ce compagnon de TP incroyable malgré le
fait que c’est un [] [ in et [TPierre-Luc avec qui j’ai for[] [in super duo en période COVID et

qui est I’une des personnes les plus chills que je connaisse.

Je remercie [galement Elie et Germain avec qui j’ai partagé plusieurs semestres (hématologie
et biochimie) et qui sont des personnes incroyables. Merci les gars pour ces pauses café et ces

délires partagés tout au long de ces semestres.

Je remercie également Yasmine. Oui je te mets a part car on est resté en stage ensemble sur
toute la phase socle sans conflit ce qui est un bel exploit au final. Merci pour ta bienveillance,

tes conseils, ces pauses café partagés et ta présence lors de toutes ces galeres que [’on a vicu.

Lors de ce 2°™ stage en biochimie, je remercie mes 2 niveaux 2 : Alizée et Thibaut J. qui m’ont
appris le métier et qui ont fini de poser les bases sur le fonctionnement de la qualité. Je remercie
aussi Yolla et Claire avec lesquelles j’ai eu un grand plaisir de travailler et avec qui j’ai pal []
de super moments. Yolla, je te dis a novembre étant que nouvelle chef. (Je ne vous oublie pas

Yasmine, Elie et Germain mais vous avez déja des paragraphes personnels).

Pour ce 3°™ semestre en Immunologie, je remercie énormément Jean qui a été la personne qui
m’a le plus form[] conseill] et al] [delcet internat. Merci pour tout Jean tu es une personne
incroyable autant en termes d’humanit//qu’au niveau professionnel et une [ fitable source
d’inspiration. Je remercie également Apolline qui était en pharmacologie pour tous ces bons

moments passé€s en pause et café et repas du midi.
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Pour le dernier semestre de la phase socle (la bactério), je remercie énormément Julia qui a été
notre seule niveau 2 de bactério et qui a di gérer a elle seule notre formation a tous et la
validation (ainsi que les astreintes et le téléphone en tout début du stage). Franchement respect,
tu as géré de ouf ! Je remercie aussi les niveaux 2 de virologie, Laurie et Delphine, qui lors des
3 semaines de [Jrologie m’ont mont[] et appris tout ce qu’elles savaient. Merci pour votre
présence, votre bonne humeur. Merci également a ces co-internes de niveau 1 qui ont su rendre

le stage agréable et amusant :

- Pauline S. tu es une personne trés agréable avec ton univers farfelu que j’adore et qui
m’al] [J [ fire plus d’une fois ;

- Claudia tu es I'interne la plus hyperactive que je connaisse et non je te poserai plus de
questions ;

- Marine merci pour ta personnalité, ton originalité incroyable. La salle des internes se
souvient encore de ce karaoké/blindtest improvisé ;

- Maelys co-interne juste parfaite, on a réussi a survivre aux bacteks (ces détraqueurs) et
[ce stage d’hygi¢ne [ [morable. Par contre tu as beau étre imbattable au blindtest
(réussir a trouver toutes les chansons malgré des sifflements catastrophiques
franchement chapeau), on ne peut pas dire la méme pour le baby ;

- Silvia (je ne dirais rien de plus d’autre sur toi mais t’es la best) ;

- Merci aussi a Lucie, Germain (qui étaient en parasito/myco) pour les pauses café
légendaires mais aussi a Thibaut lorsque t’[tait en pharmaco/tox (t’as [1jl] un

paragraphe [toi, n’abuse pas).

Pour le 2™ semestre en Hématologie, je remercie Anais, Alban (attention a ta téte et tes
chevilles, je te le répete encore une fois) et Yolla les DJ de ce semestre pour leur disponibilité
et les nombreux bons moments et fous rires que 1’on a eu. Je remercie encore une fois tres
rapidement Thibaut et Germain de parfaits co-interne de niveau 2 mais ¢galement Mathilde que
j’ai appris [Iconnaitre durant ce stage c’est-a-dire une personne irréprochable niveau boulot et
sur qui on peut compter (accessoirement fan de rugby). Concernant ces petits nouveaux qui sont
arrivés et que j’ai apprl¢il former (et plus ou moins maltraiter) et qui je suis slir seront de supers

biologistes, je remercie :

- Clément alias agent 108, outre ta personnalité insupportable au possible, tes muscles
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I. IgE et allergies

1. Historique

L allergie est une [Jaction d hypersensibili’] induite par un [J CJanisme immunologique.' Le
[J anisme principal de cette [Jaction met en jeu des immunoglobulines d’isotype E (IgE) [la
surface de cellules effectrices, principalement des mastocytes tissulaires. Le cross-linking des
IgE a la surface des mastocytes par des antigénes, dénommés ici allergénes, peut entrainer la
lil] ration d’un contenu granulaire riche en amines vasoactives (ex : histamine) et en enzymes

(ex : tryptase).

L’allergie [1 [ [& [par les IgE constitue un probléme de sall [publique [J[] chelle mondiale.
Des estimations réalisées par la World Allergy Organization (WAQO) en 2013 indiquent, par
exemple, que 40-50% des enfants d’age scolaire sont sensibilil s [ Jau moins un allergéne, ou
que 240 — 500 millions d’individus souffrent d’allergies alimentaires sur I’ensemble de la
population humaine.? La prévalence des allergies alimentaires en France a été mesurée a 3,5%

en2013.3

L’allergie est actuellement classée au 4™ rang des maladies chroniques selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), avec une progression continue dans les pays industrialisés depuis
50 ans et un doublement global au cours des 15 derniéres années. Les maladies allergiques

constituent donc un probléme économique majeur au sein de la Santé Publique.>*

Le premier cas décrit dans I’Histoire de la forme la plus grave de I’allergie, I’anaphylaxie,
concerne le Pharaon Menes décédé il y 45 siecles (est. 2641 av. JC, basée sur un document
égyptien) [la suite d’une piqlre de guépe.’ La premiére description médicale du « Rhume des
foins » apparait au début du XIXeme si¢cle, en Angleterre. Charles Harrison Blackley démontra
que « les inhalations de pollens produisaient toujours chez les patients des symptomes
caracteristiques dont l'intensité était en relation directe avec la quantité de pollen en
suspension dans [’air ; et que la chaleur, la lumiere, la poussiere, les substances odorantes ne
suffisaient pas pour déterminer un acces de fievre des foins ». Il démontra I'action des pollens
des graminées fleurissant en Angleterre en mai et juin, et, d'autre part, il prouva que ces
graminées forment les 95% des pollens en suspension dans l'air les collectant par des cerfs-

volants comportant des lames glycérinées. De plus, il démontra que ces manifestations
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saisonnieres étaient particulierement fréquentes parmi les classes londoniennes aisées et
absentes chez les populations vivant en zone rurale (« One very curious circumstance in
connection with hay fever is that the persons who are most subjected to the action of pollen
belong to a class which furnishes the fewest cases of the disorder, namely, the farming class.
This remarkable fact may be accounted for in two different ways: it may, on the one hand, be
due to the absence of the predisposition which mental culture generates; or, on the other hand,
it may be that in this disease there is a possibility of a patient being rendered insusceptible to
the action of pollens by continued exposure to its influence. Blackley C. 1873 »). 1l est aussi
« ’inventeur » des tests cutanés et des tests de provocation dont il était son propre cobaye, et a

été qualifié par ses pairs de « one-man walking allergy laboratory ».5

Le premier département d'immunologie a été fondé en 1919 a New York au Cornell Medical
College et placé sous la direction de Robert A. Cooke. Avec son adjoint Arthur F. Coca (le
fondateur du Journal of Immunology), ils développerent une clinique d'allergologie avec un
recrutement de patients asthmatiques, atteints de dermatites de contact, rhinites allergiques et
de symptomes associé¢s a une maladie sérique. Ils furent les premiers a proposer 1’existence
d’une prédisposition génétique aux maladies allergiques en créant le terme d'atopie pour
désigner cette condition. Cette tres forte interaction avec la clinique, que l'on retrouve chez
certains allergologistes autrichiens et allemands, allait permettre des progres importants dans

ce domaine.””’

a. L’expérience de Kiistner & Prausnitz

En effet, deux [] [J ins allemands de I’Institut d’hygi¢ne de Breslau (actuellement Wroctaw,
en Pologne), Heinz Kiistner et Carl Prausnitz ont mis au point ce que 1’on appellera plus tard le
transfert passif de 'immunit] ou test de Prausnitz-Kiistner. Kiistner €tait sujet aux crises
d’urticaire quand il consommait de la morue cuite, mais pas lorsqu’il [tait ex] [J [Ide la morue
crue. De son c6té, Prausnitz était allergique aux pollens, mais insensible a la morue. Prausnitz
eut [ [1e de chercher si I’allergie de Kiistner pouvait lui étre transmise par injection du [/1um
de ce dernier au niveau de son derme (partie profonde de la peau). Si I’hypothese [tait correcte,
I’injection au point de la premiere inoculation (en admettant que la goutte de [ 1um soit rel| €l
dans le derme) d’extrait de morue devait induire unel] ponse allergique si ) [J [] [J [J [itlcuit,

et non si le poisson était cru. Et c’est effectivement ce qui fut obser(] [avec unel] ponse locale
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brutale (formation d’une bulle et inflammation). Prausnitz et Kiistner appelérent « réagine » la

substance contenue dans le sérum et ayant causé la réponse allergique.””’

Fig. 1 : Principe du test Prausnitz-Kiistner '°

Le test de Kiistner-Prausnitz a constitué jusque dans les années 1960 la méthode standard
d’identification des allergeénes responsables de symptomes d’allergie, puis a été abandonné,
entres autres du fait du risque de transfert de virus (hépatites puis Virus de I'lmmunodéficience
Humaine). Il a [T] templacJpar la technique d’exposition [June batterie d’allergeénes par voie

transcutanée. °

I1 fallut ensuite attendre 1966 pour que 1’on montre que la « réagine » était un anticorps de la
classe des IgE, qui, en rlagissant avec 1’antigene qui lui est propre, [ clenche la [1¢llltion

d’histamine et lal] action allergique.

b. Mise en évidence des IgE

Appelés préalablement « réagines », il aura fallu attendre 1966 pour qu’un couple de médecins :
Dr Teruko Ishizaka et sa femme Dr Kimishige Ishizaka prouvent 1’existence d’une nouvelle
classe d’anticorps : les IgE, lorsqu’ils travaillaient [11’Institut de Recherche de I’ Asthme et
Hopital de Denver en Amérique. A noter que les IgE ont été mises en évidence de facon
simultanée par des travaux suédois.'! En effet, lors de la survenue d’un patient [J [Sentant un

my¢lome qui produisait des protéines ayant une activité a réagine, la technique de
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radioimmunnoassay (RIA) a permis I’identification de la « réagine » comme une IgE spécifique
d’allergene. Puis I’apparition d’un deuxieéme patient présentant un myélome a IgE a fourni plus
de 30L d’Immunoglobuline (Ig) lors de ses plasmaphéreéses qui ont servi a la production
d’anticorps polyclonaux [ [¢ifiques de la chaine lourde €. Ces différentes découvertes ont

pel] [J [) [J Critable [Iviolution dans la c[] [] [hension de I’allergie.'*!
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2. Démarche diagnostique et place du dosage des IgE
spécifiques

Le diagnostic d’ une hypersensibilité alimentaire nécessite cinq phases complémentaires :
- ’histoire clinique ;
- les tests cutanés ;
- les dosages allergologiques in vitro (dont I’examen principal est celui des IgE [ [¢ifiques) ;
- [J wiction ;
- et les tests de provocations.

Un des principaux points du diagnostic et du traitement est I’identification de 1’allergéne en
cause. Pour cela, on se base sur I’histoire clinique du patient. Cependant, cette étape est assez
complexe en raison de la non-spécificité des symptomes cliniques et de la multiplicité des
mécanismes et des causes. C’est pourquoi I’interrogation clinique est associée a un bilan
allergologique qui peut étre composé de tests cutanés et/ou de dosages des IgE dites spécifiques
des réactions d’hypersensibilil] IgE [ péndantes. Les dosages IgE [ [¢ifiques s’adressent aux

réactions a médiation IgE ou IgE dépendante. >!*16

i. L’anamneése

L'histoire clinique joue un role primordial dans 1'orientation de I'enquéte allergologique. Les
symptomes liés a une allergie alimentaire se manifestent généralement en moins de deux heures
apres la consommation de 1'aliment incriminé. Cependant, lorsqu'il s'agit de dermatite atopique,
le délai peut-étre plus complexe a interpréter, car les 1ésions cutanées (dermatite atopique ou
d'urticaire chronique) sont permanentes et une aggravation de lI'eczéma peut survenir jusqu'a 24
heures apres ingestion de 'aliment déclencheur. Mais il ne faut pas pour autant en sous-estimer
son rdle. En effet, cette enquéte alimentaire, réalisable sur une période de sept jours, permet de
dépister les fausses allergies alimentaires : un régime riche en histamine et en tyramine peut

provoquer des symptomes similaires a ceux d'une allergie, notamment au niveau cutané.

De plus, l'enquéte alimentaire permet de détecter les allergies dii a la consommation d’un

allergéne masqué (exemple : les macarons, aliment favori des fétes, sont faits avec de la farine
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d'amande ainsi un patient allergique [ I’amande fera une [laction allergique lors de la
consommation de macarons). De méme, lors de 1'enquéte alimentaire, si I'aliment incriminé est
consomme¢ sans provoquer de réaction allergique, alors I'allergie a cet aliment peut étre écartée

sans nécessiter d'autres explorations. >4

Tab. 1 : Les diffTtentes questions sur I’histoire allergique’

ii. Les tests cutanés

L’étape suivante du diagnostic d’allergie alimentaire consiste en la [lalisation de tests cutanés
a lecture immédiate. Ils consistent & exposer les mastocytes dermiques a un ou plusieurs
allergenes. Les mastocytes porteurs d'IgE spécifiques réagissent en libérant des médiateurs, ce

qui entraine la manifestation classique de Lewis : un cedéme, un érythéme et des
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[ mangeaisons. En pratique, seul I'eedéme (ou papule) est pris en compte pour interpriter le

test, et il est mesuré en millimétre (mm).'®

Les tests cutanés sont réalisés a l'aide de la technique du prick-test, une méthode simple, rapide
et hautement spécifique. Pour effectuer ce test, une goutte d'allergéne est déposée sur la peau,
puis une piqire est réalisée a travers la goutte de réactif. Les tests sont généralement effectués
sur le bras ou le dos, avec un espacement de 3 cm entre eux. La lecture des résultats est effectuée

dix a quinze minutes plus tard.

Les prick-tests peuvent €tre réalisés dés le premier mois de vie, apres avoir vérifié la réactivité
de la peau au phosphate de codéine 9 % et a 1'histamine 10 mg/ml, mais en utilisant également
un témoin négatif afin d’éliminer un éventuel dermographisme. Les tests cutanés sont réalisés
apres l'arrét des traitements antihistaminiques, dans des dé¢lais variables en fonction de la
molécule utilisée. On considére comme positif un test cutané dont le diametre de I'induration

est supérieur a 3 mm et supérieur a 50 % du témoin positif.

Les prick-tests présentent de nombreux avantages, tels que leur simplicité de réalisation, leur
rapidité, leur facilité¢ d'interprétation, leur caractére peu douloureux, leur cott peu €levé et la
possibilité de réaliser un grand nombre de tests lors d'une méme séance. Cependant, chez les
enfants, il faut faire attention a leur reproductibilit¢ modérée. Dans le cas ou l'histoire clinique
suggere fortement une allergie alimentaire malgré des résultats négatifs, il est donc

recommandé de refaire les tests cutanés.

Les patch tests, également appelés tests épicutanés ou atopy patch tests, sont utilisés pour
explorer l'hypersensibilité retardée. Ils provoquent une réaction eczémateuse sur la zone
d'application du test. En pratique, les patch tests sont réalisés apres 1'arrét des traitements anti-
histaminiques et corticoides (locaux et oraux), en appliquant l'allergene suspecté dans des
cupules qui sont placées sur une zone exempte d'eczéma, en région médio-dorsale de chaque
coté de la colonne vertébrale, puis fixées avec un sparadrap. Les cupules sont retirées 48 heures
apres l'application et la lecture est effectuée 24 heures plus tard. Les Finn chambers sont les

cupules les plus couramment utilisées.

L'interprétation des patch tests est délicate, et le meilleur critere de positivité est la présence
d'une induration et d'au moins 7 papules (la lecture d'un atopy patch test nécessite donc de

palper la zone concernée). Les médecins frangais disposent d'un atopy patch test spécifique
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pour le lait, préparé et facile a utiliser : le Diallertest®. Les résultats du Diallertest® semblent

bien corrélés avec ceux de l'atopy patch test réalisé avec du lait et un Finn chamber.>'*"7

Fig. 2 : Exemple de Prick test et d’Intradermo Reaction Test (IDR) >

iii. Les dosages IgE spécifiques

A I’inverse de nombreux autres examens biochimiques, il n’est pas [] ¢eéssaire d’étre [ jjeun pour
les effectuer. Ils permette’ | [] [valuer uniquement la sensibilisation d’un patiel | [] [] [1lergene
donné et ne permet en aucun cas de diagnostiquer une allergie. Pour certains allergénes tels que
le lait, l'ceuf, l'arachide et le poisson, le taux [ [¢ifique d'IgE mesur(lvia la technique CAP
System® est corrélé a la positivité du test de provocation par voie orale. Cette corrélation
permet de réduire la nécessité des tests de provocation. Cependant, il convient de noter que le
taux seuil varie selon différents facteurs tels que la population étudiée, 1'dge des enfants, les

objectifs des études (diagnostic ou évaluation de la tolérance) et les symptomes présentés. De
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plus, il est important de souligner que les valeurs prédictives ne sont que rarement de 100 %.>'+
17

iv. L’éviction alimentaire

L'éviction alimentaire est basée sur les ¢léments cliniques, la positivité des tests cutanés et/ou
des taux d'IgE spécifiques et/ou des résultats des atopy patch tests. Une particularité est le cas
d’une dermatite atopique ou d'urticaire. En effet, si les symptomes s'améliorent/disparaissent
apres avoir exclu un aliment de 1'alimentation pendant 4 semaines, cela suggére que cet aliment
pourrait étre a I'origine des manifestations. De méme, si les symptomes réapparaissent apres la

réintroduction de 1'aliment, cela renforce I'hypothése d'une allergie a cet aliment. >!4-17

v. Les tests de provocation par voie orale

Le diagnostic d’allergie alimentaire est seulement [Jalil] [par la [Jalisation d’un test de
provocation par voie orale (TPO). Ce dernier reproduit fidélement 1'événement allergique en
respectant le temps nécessaire, la quantité d’aliment consommeé et les symptdmes observés. 11
permet de faire la distinction entre une simple sensibilisation (test positif sans signification

clinique) et une véritable allergie alimentaire. '’

Lors du TPO, l'aliment suspecté est administré par doses progressivement croissantes, toutes
les 20 minutes, en l'absence de toute manifestation allergique. La dose maximale doit
correspondre a la quantité d'aliment normalement ingérée a 1’age correspondant dans le régime
alimentaire. Le choix de la progression dépend de I'histoire clinique et du type d'aliment étudié.
La réponse au TPO est évaluée en fonction de la quantité d'aliment nécessaire pour déclencher
les symptomes (dose déclenchante et dose cumulée provoquant une réaction) ainsi que le type

de signes cliniques observés en réponse a l'aliment (voir Tab. 2).
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Tab. 2 : Classification des réactions anaphylactiques 2°

Ces informations permettent d'évaluer plus précisément le risque associé a la consommation
accidentelle de l'aliment et orientent ainsi les mesures thérapeutiques a prendre : le degré
d'éviction de l'aliment (mise en place d'une éviction alimentaire partielle ou stricte) ainsi que la

composition de la trousse d'urgence (avec ou sans adrénaline). '

Le TPO doit toujours étre réalisé dans un environnement hospitalier spécialis€, sous une étroite
surveillance médicale. Etant potentiellement dangereux, il est contre-indiqué en cas de réaction

anaphylaxique aigué suite a une allergie alimentaire. >4

Le tableau 3 permet de résumer les caractéristiques des différents tests utilisés en allergologie

et la figure 19 est I’algorithme du diagnostic de 1’allergie alimentaire.
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Tab. 3 : Indications du dosage des IgE spécifiques dans le diagnostic et le suivi des maladies

allergiques 2!

Patient with suspected food allergy

v v

Consistent history
for immediate or late reaction

Life threatening reaction

SIgE/SPT SIgE/SPT
Positive | Negative | Negative |
' L i
Focused Spec, No spec. food
elimination diet el food allergen allergen suspected
| ‘,
Focused elimination Oligo allergenic
diet suspected diet
Oral food challenge * *
Timing, doses according to
severity of anaphylactic reaction Oral food challenge

Fig. 3 : Algorithme[] capitulatif sur le diagnostic de I’allergie alimentaire >
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3. Les allergénes en diagnostic allergologique

a. Définition

La [ finition d’allergéne est : « toute substance, particule ou corps organique (atome, molécule,
protéine) capable de provoquer une réaction allergique chez un sujet préalablement sensibilisé
lorsqu’il est [Json contact (c[J [J [Jinhalation ou ingestion) ».!7** De maniére générale, les
allergenes []’origine des allergies IgE [J [] [es sont des [ [ ines, parfois des glyc[] [1 [ings,

ayant un poids moléculaire compris entre 5 000 a 70 000 kDa.

11 existe différentes manieres de classer les allergenes. En effet, on peut les classer selon leur
origine, leur production, leur moyen de contact, le mécanisme de pathogénicité, la pathogénie
qu’ils provoquent ou encore selon la clinique que présente 1’individu affec’] [JOn peut ainsi

définir :

- Les pneumallergénes qui sont des allergénes aéroportés qui touchent la sphére ORL et
les bronches. On y retrouve des pollens, des poussicres de moisissures, d’acariens ou de
) [ ines d’animales.

- Et les trophallergenes qui sont des protéines pouvant se retrouver en aérosol et en
aliment. Ces derniéres proviennent de [ umes, de fruits, de viandes, d’ceuf, de lait, de

poissons ou encore de graines.’

On distingue également les extraits allerglhiques qui sont obtenus par extraction aqueuse d’une
source allergénique naturelle telle que les pollens, les aliments ou squames et phanéres
d’animaux ; des allergenes moléculaires qui sont des structures moléculaires synthétisés,

parfois protéiques, capables de fixer des IgE.

i. Les extraits allergéniques

L’utilisation d’extraits en biologie présente un certain nombre de limites pour la recherche
d’IgE [J [¢ifiques. En effet, ce sont des [ [anges complexes qui renferment des mollc¢ules
allergéniques mais aussi des molécules non allergéniques, ce qui apporte un « bruit de fond »
pouvant nuire a la sensibilité des tests diagnostiques. De ce fait, ils posent un probleme de
standardisation de par leur contenu en allergénes pouvant difflrer d’un lot [11’autre du fait de

la variabilit[]de ces sources naturelles et de leur procl 1] de fabrication. En effet, I’extraction
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aqueuse ne permet pas de recueillir les allergénes qui ne sont pas hydrosolubles (oléosines de
I’arachide, par exemple), de méme le chauffage (en particulier pour les extraits de plantes et de
fruits) peuvent conduire [la [] gradation d’allergénes fragiles expliquant ainsi des résultats
faussement négatifs lors du dosage des IgE spécifiques. Une des solutions trouvées et encore
utilil]és actuellement est de surcharger certaines [ [parations d’extraits naturels [11’aide de
protéines recombinantes (exemples : rHev b 5 pour I’extrait de latex naturellement pauvre en
cet allergene ou encore rCor a 1 pour la noisette). Les extraits bruts peuvent également conduire
a des résultats faussement positifs, a cause de réactions croisées ou par le biais de contamination
d’allergénes (exemple : la [] [sence d’acariens dans des extraits [] [pitl] lium de chat ou le
développement de moisissures dans des extraits de pollen).?** Les extraits naturels posent donc
des problémes d’exactitude par ce manque de standardisation des préparations et ne permettent
pas non plus de faire la différence entre une réaction croisée avec ou sans traduction clinique et
une vraie co-sensibilisation a différentes sources allergéniques dans une population ou le

nombre de sujets polysensibilisés ne cesse de croitre.?¢

Une autre cause principale d’apparition de faux-positif dans les extraits naturels sont les
structures glucidiques des allergeénes qui peuvent présenter de fortes homologies. Cela concerne
notamment les pollens, les fruits, le latex et les venins. Ces derni¢res sont []1’origine de
réactions croisées qui produisent des IgE dites anti-cross-reactive carbohydrate determinants
(CCD). Environ 20 % des patients polysensibilisés aux pollens possedent des IgE anti-CCD.
Un moyen de contourner ces diffltents problémes est I'utilisation d’allergénes recombinants

parfaitement identifiés sur le plan moléculaire.?%>*!

ii. Les allergénes moléculaires

En effet, dans les années 1980-1990, I’avénement de la biologie moll¢ulaire, des techniques de
génie génétique ainsi que le développement de méthodes analytiques et séparatives tres
performantes ont ouvert la voie de I’allergie moll ¢culaire. Chaque allergéne moléculaire (AM)
est une mollcule de [Idquence peptidique connue, carac!] [] [] [l partir d’une source
allergénique. Les AM sont désignés selon une nomenclature qui leur est propre : dans I’exemple
de I’allergene « Asp 1 » (mitogillne / ribotoxine) présent dans 1’extrait d’A. fumigatus, les trois
premicres lettres font référence au genre (Aspergillus) et la quatrieme lettre correspond [
I’espece (fumigatus). 11 est ensuite suivi d’un chiffre correspondant ginlralement [ 1’ordre de

] ¢ouverte. Si I’allergeéne est recombinant (produit dans un organisme-hdte), la lettre « r » est
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rajoutée en premicre position, la lettre désigne un AM « n » natif (purifl ] d’un extrait). Il existe
enfin le suffixe «s» qui désigne des allergénes synthétiques, généralement des peptides
correspondant a des épitopes linéaires reconnus par les IgE. Pour certains AM, des iso-
allergénes (>67% d’identit[ /d’acides amil] s) et des variants (>90% d’identi[] [ont été identifiés
et sont nommés par I’ajout de quatre chiffres (ex :2 iso-allergénes de I’Ambroisie, Amb a

2.0101 or 2.0102). >3

La caractlrisation des AM permet aussi d’identifier des allergénes dits majeurs ou mineurs. Un
allergéne est dit « majeur » quand un allergene purifi¢ déclenche une allergie chez 50% ou plus
des patients [] [Jset qu’il [J [Sente des IgE [ [¢ifiques, avec des tests cutal ] §im[] [] [tement
positifs, a une concentration trés faible, chez au moins 90% des sujets ayant la maladie
allergique en relation avec cet allergene. Le premier AM cloné en 1988 était Der p 1, allergene
majeur [ [sent dans les [Jjections d’acarien Dermatophagoides pteronyssinus. La
connaissance du profil de sensibilisation d’un patient vis-a-vis des AM présent dans une ou
plusieurs sources allergéniques peut permettre d’orienter 1’'imm[] [J [J apie spécifique

d’allergéne (en abrgéré : ITS, et anciennement appelée « désensibilisation »).!*

Un grand nombre (>100) d’allergénes recombinants ou natifs purifl] [iqui reproduisent la
complexitldes [pitopes reconnus par les IgE [la surface des allergeénes naturels est aujourd’hui
disponible. La liste des allergeénes, leurs séquences, leurs fonctions biologiques et leur
classification dans différentes familles peuvent étre retrouvées sur des bases de données telles

que Allergome (http://www.allergome.org) ou AllFam

(http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/). Il faut souligner que seulement 5 % des

familles protéiques des régnes végétal ou animal renferment des allergénes documentés. A ce
jour, 1004 allergeénes regroupés en 175 familles ont été identifiés (données AllFam du

4 février 2011).

La production d’allergéne recombinant, [T/ elsur la figure 18, se déroule en plusieurs étapes.
La premiére consiste en la sélection de 1’organisme qui produit naturellement les allergénes.
L’[tape suivante consiste a en isoler les acides ribonucléiques (ARN) messagers (ARNm) afin
d’obtenir une banque d’acide désoxyribonucléique (ADN) complémentaire (ADNc). Cette
banque peut ensuite étre criblée, soit en recherchant des séquences d’acides nuc[] [J [$ [
homologues d’AM connus, soit en constituant une banque d’expression en organisme hote,

celle-ci étant ensuite exposée a des IgE de patients sensibilisés ou allergiques.
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L’expression de [’allergéne recombinant peut se faire soit sur un systéme procaryote,
généralement des bactéries telles que Escherichia coli, soit dans des systémes eucaryotes
O] [ ralement levures, cellules d’insectes). L’[tape suivante est d’extraire et de purifier
I’allergéne recombinant obtenu et enfin de le caracl] iser sur le plan physicochimique mais
aussi immunologique. IIs [] ¢essitent [ galement d’étre valil| § grace [lla specl] [ [frie de masse
afin de pouvoir s’assurer de la ressemblance/différence des structures entre les allergenes
naturels et leurs recombinants. La confirmation de I’identification et de la pertinence d’'un AM
nouvellement caractérisé requiert une im[] [| [] [] ¢tion [1’aide de [Irums de sujets sensibilisés
et/ou allergiques [11’allergéne natif et des tests d’inhibition c¢[] [] [] ive [Jalil]s soit avec des

allergénes naturels, soit avec des allergénes recombinants.>?

Fig. 4 : Schimatisation de la production d’allergéne recombinant **

Ainsi, les AM présentent le grand avantage de pouvoir étre produits en grande quantité (ce qui

n’est pas le cas des allergenes nature( ] [] [] [s) et de fagon tres reproductible de lot-a-lot.

Cependant, il existe des [] fauts [la production de ce type d’allergénes. En effet, les cellules de
procaryotes ou ils sont exprimés telles que Escherichia coli ne peuvent réaliser la glycosylation
telle qu’elle existe dans de nombreuses pl] [ines naturelles allerg/niques végétales ou

animales. Rarement, ce point peut limiter 1’utilisation de ces AM si leur version « native » (telle
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que [ [sente dans I’extrait allergl nique) nécessite la présence de déterminants glucidiques, en
plus [ Ipitopes peptidiques, pour étre reconnus par les IgE. Ce phénomene a été identifié, par
exemple, pour la hyaluronidase du venin d’abeille (Api m 1) et I’allergéne majeur de I’armoise
(Art v 1)®. De plus, d’autres absences de modifications post-translationnelles telles que la
phosphorylation ou la formation de pont disulfures peuvent altérer le repliement (folding) et
modifier la structure tridimensionnelle des [] [J ines recombinantes par rapport [11’allergéne

originel, pouvant ainsi aboutir a la suppression de certains épitopes conformationnels. >+

31,36

b. Apports des allergénes moléculaires au niveau biologique

L’utilisation d’allergénes mol[culaires présente de nombreux intéréts.

i. Identification des familles biochimiques responsables des
réactions croisées

Ces avancées ont permis la définition et 1’identification des familles biochimiques principales
responsables des [actions cl] []es. Il s’agit chez les plantes : des protéines de défense PR-10
(pathogenesis related), des lipid transfer proteins (LTP), des thaumatin-like proteins, des
albumines 2S, des profilines et des polcalcines et chez les animaux : des tropomyosines, des
parvalbumines ou encore des albumines. Ces derni¢res correspondent souvent a des

panallergenes (voir tab. 4).

Tab. 4 : Familles biochimiques et allergénes %
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ii. L’identification des marqueurs de sensibilisation

Un autre avantage majeur de I’emploi des allergénes mollculaires est I’identification des
marqueurs de sensibilisation spécifique et initiale a une source allergénique. Une revue générale

de ces marqueurs a été récemment publiée par Sastre?’.

Comme exemple, on peut citer I’arachide qui possede comme allergénes m[ | [Julaires 1’Ara h
1,2, 3 et 6. Ces derniers sont des marqueurs d’une sensibilisation initiale avec un int[tét majeur

pour Ara h 2.

Un autre exemple est la sensibilisation au latex. En effet, le dosage des extraits allergéniques
naturels concluait a une sensibilisation chez des sujets qui ne présentaient pas de signes
cliniques. Or les allergenes moléculaires rHev b 1, rHev b 3, rHev b 5 et rHev b 6.02 sont quant
a eux bien associés a une allergie primaire au latex * et ne sont pas retrouvés chez des patients

ne présentant pas des symptomes cliniques.

On peut [galement citer ’exemple du diagnostic de 1’allergie au venin d’hy[] [ [ [tes qui a
[ Oficll [de la [Jcouverte d’allergénes majeurs [ [difiques d’espéces comme Api m 1
(phospholipase A2) pour I’abeille, Pol d 5 pour la guépe poliste, et Ves v 1 (phospholipase A1)
et Ves v 5 (antigene 5) pour la guépe vespula. Ces allergénes sont naturellement porteurs de
résidus glucidiques, et réagissent donc avec les IgE anti-CCD, ce qui entraine la détection de
sensibilisation sans signification clinique. En conséquence, les versions «r» de ces AM,
lesquelles ne présentent pas de résidus glycosylés, et ne sont donc pas reconnues par les IgE
anti-CCD, sont utilisées pour détecter les IgE dirigées contre des épitopes peptidiques,
lesquelles IgE sont associ¢ées a des manifestations cliniques. La recherche des IgE anti-CCD
peut également se faire par le test broméline (Ana ¢ 2) ou par le test MUXF3. Elle est
particulierement utile en cas de sensibilisation a des aliments végétaux, au latex chez un sujet
allergique au pollen sans facteur de risque professionnel, chez des sujets positifs aux extraits

des venins d’hy[] [1 [ [tes.

Un dernier point [1[] [ciser est la [] couverte rl¢cente de I’existence d’IgE anti-galactose-a-1,3-
galactose (a-gal).>® Ces derniéres sont capables de déclencher des réactions anaphylactiques
graves notamment aprés administration de certains traitements comme 1’anticorps (Ac)

monoclonal cetuximab mais aussi des réactions retardées aprés consommation de viande de
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beeuf, de porc ou d’agneau. L’apparition de ces IgE serait induite par des piqiires de tiques et

I’on ignore pourquoi ces IgE, bien que diriges contre un épitope glucidique, sont pathogenes.

iii. La détermination de facteurs prédictifs de gravité

Un autre avantage est la détermination de facteurs prédictifs de gravité. La sévérité des réactions
est différente selon les familles moléculaires auxquelles appartiennent les allergenes [11’origine

de la sensibilisation du patient.

D’une manierel] [T tale, les symptomes cliniques sont de plus en plul] [ [res/dans I’ordre des
familles suivantes : CCD, profilines, PR-10 (Bet v 1-like), LTP et protéines de stockage. Cela
est expliqué par la structure des protéines. En effet, les LTP qui sont la cause de réactions
systémiques possedent une structure tridimensionnelle trés compacte avec des ponts disulfures
intra- et interchaine qui rendent ces protéines résistantes a la cuisson et aux enzymes digestives.
D’une fagon g[T] rdle, plus un AM est thermostable et r($istant aux enzymes digestives, plus la
] [Sence d’IgE dirigles contre cet AM est associée a un risque de réactions allergiques séveres.
A I’inverse, les PR-10 qui sont responsables de syndromes oraux, sont beaucoup plus labiles.
Les AM apportent donc une information essentielle sur le mode de sensibilisation et contribuent
au [ veloppement d’une strallgie priventive en maticre d’allergie alimentaire. En effet, dans
I’exemple d’une allergie au lait de vache, I’utilisation d’a-lactalbumine recombinante constitue
une aide au diagnostic d’allergie s[Vére.** De plus, dans les cas graves d’allergie au lait de
vache, il est observé une plus large diversité de reconnaissance épitopique et une plus grande
affinil] des IgE pour des peptides issus des callines et de la B-lactoglobuline [11’aide d’une

technologie micro-array.*!

iv. L’identification de marqueurs de persistance ou de guérison
d’allergie

Les allergenes moll¢ulaires fournissent des [1[ments nouveaux dans 1’aide [Jla [ ¢ision de
réaliser un test de provocation par voie orale. Ainsi, la recherche des IgE spécifiques dirigées
contre I’ovomucoide est utile pour documenter une tol tance [11’ceuf avec des concentrations
d’IgE [ [rieures [11 kUI/L associles [un faible risque de [Jaction [I’ceuf cuit méme si le sujet

[ veloppe des [ldctions [I1’ceuf cru*?. L’analyse du rapport 1gG4 sur IgE spécifiques de
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I’ovalbumine est proposée par certaines équipes comme un ¢lément utile du suivi des ITS

alimentaires ou aux venins d’hy[] [J [J &res.

Pour I’allergie [11’arachide, Nicolaou et al. ont mont[ | lque 1’allergéne Ara h 2 était le plus

performant pour distinguer les enfants allergiques [’arachide des enfants tolérants®’.
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4. Les différentes techniques de dosage des IgE spécifiques

La [ ¢couverte des IgE ap[] [[de nombreuses questions dont la recherche d’une corl[ /lation entre
leur production excessive et le terrain atopique. Cependant, leur trés faible concentration
Urique a im[] [ Dutilisation, pour leur dosage, de « révélateurs » radioactifs ou enzymatiques
initialement obtenus par I’immunisation d’animaux par des [] [] ines monoclonales provenant
des exceptionnels myélomes [/IgE. L’antilIfum doit contenir des anticorps dirigés contre la
partie constante de la chaine € [/1’exclusion de tout anticorps anti-chaine légére k ou A. La
standardisation des résultats est obtenue grace [/1’utilisation d’une Unité Internationale (UI),
pour laquelle 1 Ul = 2,4 ng d’IgE humaine. L’ [falon international de r[TIrehce consiste en une
"1 [paration [Jalil] & par I’OMS environ tous les 10 ans et dont des [chantillons sont disponibles
pour les laboratoires pharmaceutiques et d’autres entil] [¢dncel] [€s par la standardisation des

résultats. La préparation OMS actuelle est désignée 11/234 et a été préparée en 2013, #

a. Les tests de 1°" génération

i. Les IgE totales

Les premicres méthodes de dosage des IgE sont totales et non spécifiques. Elles dérivent de
I’immunodiffusion radiale. On peut citer la [ [J [J &ld’ Arbesman*’ qui nécessite un sérum anti-
IgE marqul! par I'iode radioactif et montre des anneaux de précipitation révélés par
autoradiographie. Une deuxiéme est la méthode de Rowe*’. Elle se décompose successivement
par une réaction avec un sérum de mouton anti-IgE humain et par une révélation via un sérum
de lapin antiglobuline de mouton mar(] [Ipar I’iode radioactif. Enfin, une derniére méthode
utilise I’immunofluorescence pour ril]ler ’anneau a partir du sérum de lapin contenant

I’antiglobuline de fluorescéine : la méthode de Centifanto®’.

Par la suite se sont développées des techniques basées sur la radio-immunologie par
compétition, parmi lesquelles on peut citer la méthode de double anticorps (méthode de
Gleich)*** ou encore la méthode au bromoacétyl cellulose (BAC)**>! mais dont les principales

sont :
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Le Radio-ImmunoSorbent Test (RIST) : concernant cette méthode, elle est basée sur la

fixation d’anti-IgE sur des particules de Séphadex. En effet, on détermine la
concentration [Jrique en IgE par c[] [ [ ion avec une quantil’ fixe d’IgE mar[] Ces
vis-a-vis du complexe Séphadex-anti-IgE. Par la suite, via des quantités connues d’IgE
on ¢établit une courbe étalon sur laquelle sera évaluée la mesure de la radioactivité des
particules de Séphadex du culot de centrifugation. Cependant, cette technique sera vite

abandonnée a cause de la médiocrité de sa précision.>

Le Paper Radio-Immunosorbent Test (PRIST) : le principe la rend plus précise que le

RIST (rendu de Osiltat j [ [ dix fois plus faibles)>*4. En effet, les anti-IgE sont fixés
sur un disque de cellulose ce qui permet la liaison aux IgE sériques. Ainsi, les anti-IgE
marqués vont se fixer proportionnellement au nombre de complexes cellulose-anti-IgE-
IgE formés. Le résultat est rendu grace a la comparaison avec des courbes étalons

permettant de rendre des concentrations faibles pouvant étre inférieures jusqu’a 2U/ml.

Fig. 5 : Principe du PRIST test °
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Ces méthodes de dosages des IgE totales étaient toutes basées sur une approche radio-

immunologie, nécessitant donc la possibilit¢ de manipuler des radioisotopes dans des

locaux adaptés.

En raison de ces difficultls d’acces, d’autre [] [1 [] [$§ non-radioisotopiques ont ¢été

CIvell [0 [s{1a plupart d’entre elles bal ] es sur I’'immunoenzymologie. Parmi ces derniéres,

on retrouve :

L’Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)> : cette technique est basée sur la

compétition entre des IgE marquées via la phosphatase alcaline et des IgE sériques. Elle
se déroule en trois étapes : dans un premier temps par simple contact, les anti-IgE sont
fix[§ aux parois d’un tube plastique. On ajoute un mélange de [1rum et d’IgE mar[] [és
et pour terminer apres lavage, on insere le substrat [ [¢ifique de I’enzyme ce qui
permettra de réaliser la lecture au spectrophotométre. Ainsi, on peut évaluer les taux
d’IgE obtenu par comparaison avec sa capacit ] §loppose[ ] 1a liaison d’IgE mall [es

par I’enzyme avec I’inhibition produite par les solutions de référence.

L’immunodiffusion avec antillrum [Jla glucose oxydase ou [lla galactosidase : dans

cette partie, les anticorps anti-IgE marqués par un glucose oxydase sont incorporés dans
un gel d’agarose dont les puits recoivent le [11um [I[tudier. Pour €éliminer les anti-IgE
qui ne sont pas liés aux IgE, on réalise un lavage. On ajoute un anticorps dirigé contre
les anti-IgE afin de donner et de ré[| ler I’arc de [ [cipitation. La révélation de I’enzyme
par un substrat donne une réaction colorée permettant de mesurer ainsi les anneaux et
donc de pouvoir les comparer avec des témoins. Une technique dérivée proposée par
Weltman utilise la galactosidase comme enzyme de marquage dont la lecture est faite
par colorimétrie. Ce principe rend la technique plus sensible et permet ainsi de doser 0,5

U/ml avec des disques de cellulose.>® >’

L’immunoenzymologie sur « perles » magnétiques : basée sur la fixation des anti-IgE

sur des billes magnétiques, elle permet de doser de tres faibles quantil] [d’IgE. En effet,
dans un premier temps, on incube les billes avec le sérum puis on réalise un lavage a
I’aide d’un portoir aiman[] [Par la suite, on ajoute une solution anti-billes marquée par

la phosphatase alcaline qui seront ensuite révélées lors de 1’addition de substrats de
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chromogeénes. La quantité d’IgE dans le [ rfum sera call [] € wvia I’intensit[ de la [ Jaction
enzymatique. Une variante existe ou on met en présence du sérum, deux anticorps
monoclonaux, I’un marq[] [par I’acide d’acridinium et ’autre lil][Jdes microparticules
magnétiques. Apres incubation, lavage et séparation des billes, on libére des photons
via I’ajout d’une solution oxydante en milieu alcalin. Ces derniers seront absorbés par

un luminomeétre.>®

- Le Fluoro-AllergoSorbent Test (FAST) : le principe est basé sur la réaction entre les

IgE dl] [11ét avec deux anticorps anti-IgE humains : ’'un est fixé sur une cupule de
microfiltration et le deuxiéme marqué via la phosphatase alcaline. Ainsi, suite a
] l[imination de I’anti-IgE marqué non li¢ et a ’ajout d’un substrat halogénique, la
concentration de I’IgE pris en sandwich est proportionnelle a I’intensitl| de la

luminescence lue sur un fluorimétre.>®

ii. Les IgE spécifiques

Le dosage des IgE [ [¢ifiques d’allergénes, [1la diffirence des [ [] [des permettant de
quantifier les IgE totales, nécessite a la fois de disposer des allergenes purifiés et de pouvoir

"1 tecter de tres faible quantil] LI [0 Clcifiques 117 [T [cet allergene.

Les premieres méthodes développées sont basées sur la recherche de différentes propriétés
d’anticorps. Dans un premier temps, les méthodes se sont basées sur leurs propriétés
agglutinantes. Pour cela, des particules inertes d’antigenes [ [¢ifiques [taient fixées a la surface
d’une cellule (exemple : la pénicilline était fixée sur des hématies pour rechercher des IgG et

des IgM anti-pénicilline).*

Par la suite, les anticorps cytotoxiques ¢étaient recherchés dans le cadre des cytopénies

médicamenteuses liées a une hypersensibilité de type II. On peut citer :

- L’inhibition de la r[traction du caillot, le test d’agglutination ou la lyse plaquettaire qui
permettent 1’exploration des thrombocytop [hies ;

- Le test de Coombs []I’antiglobuline de type direct ou indirect pour les allmies
hémolytiques ;

- Ou encore la recherche des leuco-agglutinines pour I’exploration des agranulocytoses

médicamenteuses.
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Dans un troisiéme temps, ce sont les anticorps précipitants qui ont €t€ mis en évidence pour les
hypersensibilités de type III via I’'immunodiffusion bidimensionnelle de type Ouchternoly, la
microméthode de Scheidegger ¢! et enfin via un simple test de précipitation (mise en évidence

de précipitines chez des sujets en contact prolon(] [@vec I’antigeéne).

Pour terminer, les méthodes les plus connues se sont basées sur les propriétés cytotropes des
anticorps. En effet, 111 [11ét de la recherche de ces derniers [ la surface des cellules capables de
les fixer est justifié par les propriétés cytotropes des IgE et par certaines sous-classes d’Ig de

type G (IgG) qui les représentent.

Ainsi, une des premieres techniques proposées par Coombs est I’agglutination mixte ou Red
Cell Linked Antigen Antiglobin Reaction (RCLAAR). Le principe se base sur la fixation de
I’antigéne sur des anticorps de lapin anti-hématies humaines. On ajoute ensuite le sérum
71 [0 [wétidont les IgE vont se fixer sur le complexe [] [¢[dent. On obtient finalement une

agglutination visible ] [ (] [J [J [J [] &par I’action d’CJ [J fm anti-IgE.%?

Le principal test de 1° génération qui a permis de doser les IgE spécifiques était le test radio-
immunologique RAST (Radio-AllergoSorbent Test). Dans ce test, les allergénes sont fixés sur
des disques de cellulose activés. Ainsi, sur la base d’une courbe de calibration établie avec des
IgE spécifiques (pollen de bouleau selon la méthode WIDE®?), on établirait des résultats semi-
quantitatif. En effet, les résultats sont comparés a cinq témoins standards et codifiés de 0 a 4.
Une quantification plus précise utilise des unités PRU (Phadebas RAST units) selon les

équivalences suivantes :

- Classe 0 inférieure a 0,35 PRU
- Classe 1de 0,352 0,70 PRU

- Classe 2de 0,70 a 3,5 PRU

- Classe3de3,5a17,5 PRU

- Classe 4 supérieure a 17,5 PRU.
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Fig. 6 : Principe du RAST test °

Il existe une dérivée de cette méthode mise au point par Gleich®. Elle utilise une phase solide
dans laquelle I’allergéne est c[1 [] [][llla cellulose microcristalline. Ainsi, dix fois moins
d’allergeéne et quatre fois moins de sérum anti-IgE sont utilisés. De plus, cela augmente la

sensibilité (Se) du test par rapport a la méthode initiale.

Par la suite, se sont développés les tests enzymofluorimétriques (déja décrits dans le paragraphe
des IgE totales) commela [ [] [] [I[FAST Plus® ou I’anti-IgE humaine monoclonale est marqué
par la phosphatase alcaline et I’unit/Jinternationale utilil] ¢ est diff(tente des PRU du RAST.
Mais aussi les tests Ala STAT® qui sont basés sur une méthode sandwich avec un anticorps
] [ [ifique en phase liquide. L’ anti-IgE est marqué via la peroxydase et la lecture nécessite

I’ajout d’un substrat.

Le dernier type de méthode caractérisant cette 1™ génération est celle utilisant des particules
magnétiques. En effet, comme pour les IgE totales, il est possible de coupler un allergéne avec

des microparticules magnétiques. Ainsi, apres la mise en contact avec un sérum et un lavage,
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la séparation avec la phase solide est effectuée avec un tube aimanté. La lecture se fait par

luminométrie apres 1’ajout d’un anti-IgE marqulJpar I’ester d’acridinium.

L’ensemble de ces tests de 1™ génération est résumé dans le tableau suivant.

Tests de IgE Totales Tests de IgE spécifiques

1) Immunodifffusion radiale 1) Anticorps agglutinants (Ac recherchés par agglutination

passive)
2) Radio-imunnologie par compétition 2) Anticorps cytotoxiques (Ac recherchés par test de lyse de
cellules)
Méthode des doubles anticorps 3) Anticorps précipitants (Ac recherchés par précipitations)
BAC Immunodiffusion bidimensionnelle de type Ouchterlony
RIST Microméthode immunoélectrophorétique de Scheidegger
4) Anticorps cytotropes (Ac recherchés sur la surface de cellules
PRIST .
choisies)
3) Méthode Immunoenzymatique RCLAAR
ELISA RAST

Immunodiffusion avec antisérum a la glucose
oxydase ou a la galactosidase

Immunodiffusion sur perles magnétiques de
polyacrylamide

Test enzymofluorimétrique (Ala STAT®)

Meéthode utilisant des particules magnétiques

Tab. 5 : Résumé des différentes méthodes de 1°° génération existantes pour les IgE totales et

spécifiques

b. Les tests de 2éme génération

Par la suite, le CAP systéme® apparait sur le marché®*. Il se base sur le principe de la RIA sur
phase solide. Cette derniere est généralement un polymere flexible hydrophile (mousse de
cellulose) enfer] [dans une capsule, d’ou le nom de CAP, capable de fixer de plus grandes
quantil ] [d’allergéne. La phase solide est similaire au disque papier. Cependant, il possede une
structure en trois dimensions ce qui augmente sa surface et permet un contact plus rapproché
entre les allergeénes liés et le sérum contenant les anticorps IgE. Le nouveau systéme peut lier
au moins trois fois plus de protéines que le disque papier et cinquante fois plus qu’une technique
traditionnelle utilisant un tube coaté. L[ Iquilibre pour obtenir la liaison entre I’allergeéne 1ié et
les IgE du sérum est de I’ordre de vingt minutes. La liaison avec I’IgE [ [¢ifique est facilitle

et la sensibilité supérieure a celle du RAST.+%
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Le systéme utilise des anticorps monoclonaux et polyclonaux I-labeled ou entrainant une
fluorescence via une -galactosidase (plus précisément, elle est due a la séparation du substrat

fluorogénique 4-méthylumbilliferyl- B-D-galactoside). La méthode est totalement automatisée.

Fig. 7 : Méthodologie de détection des IgE spécifique par le syst¢tme ImmunoCAP™
70

L’ImmunoCAP™ est aussi utilisé pour le dosage des IgE totales et dans ce cas, un anticorps
anti-IgE humaines est 1i¢ au CAP de cellulose. Ce dosage est calibré selon le standard des IgE
de P’OMS, ce qui permet d’exprimer les résultats quantitatifs en unités internationales kUI/L
d’IgE [ [¢ifique. Dans le cas du dosage des IgE [ [¢ifiques, c’est alors I’allergene lui-méme
qui est fixé sur la cellulose du CAP, et les résultats sont exprimés en unités quantitatives
appelées Allergen-Specific IgE antibody Unit, ou Ua/mL (kUa/L). Cette appellation indique
que I’on mesure la fraction des IgE du s/tum qui sont capables de se lier [11’allergene sur le
CAP, dans les conditions (pH, osmolarité, etc.) de la mesure. Une seule méthode de calibration
est utilisée, commune dans son principe aux dosages d’IgE totales et [Ilceux d’IgE sp!¢ifiques.
Cette « astuce » permet [ [viter le recours [lune courbe de calibration des dosages d’IgE
(] [¢ifiques pour chacun des allergenes que 1’on veut [tudier (des centaines d’allergenes = des
centaines de courbes de calibration différentes, ce qui est impossible sur le plan pratique).
L’instrumentation et le logiciel utilisés ont été¢ développés pour le dosage des IgE spécifiques
et totales. Il existe deux systeémes de calibration : de 0.35 a 100 kU a/L pour les IgE spécifiques
et les taux bas d’IgE totales et de 2 a 2000 kUI/L pour les IgE totales. Le Cut-Off ainsi que
I’interpr(tation (unité et classification) restent identique a celui du RAST de Phadebas. Le

volume requis pour une analyse est de 40 pL de sérum.”!
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Fig. 8 : Classification des diffl rents taux d’IgE spécifiques sur Systéme Pharmacia
CAP

Différentes études ont montré qu’il existait peu d’interfltences (que ce soit avec un sérum
ictérique, hémolysé ou opalescent, la présence de facteurs rhumatoides ou encore que le patient
soit sous traitement par omulizumab ou biotin).”>7* Les réactivités avec les autres
immunoglobulines sont rares (moins d’un cas sur deux millions) et on n’observe pas
d’interfltence avec les IgG spécifiques sur les six allergénes étudiés (Dermatophagoides
pteronyssinus, les poils de chats, Alternaria, le pollen de graminées, le pollen d’olivier et le

pollen de Parietaria officinalis).%®

Ainsi, durant les dernieres décennies, les méthodes immunoenzymatiques se sont banalisées et
ont remplacé les méthodes fondées sur les radioisotopes réduisant ainsi la nécessité de matériels

radioactifs.
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Fig. 9 : Automates Phadia 100/200/250/2500/5000

Fig. 10 : Dosage des IgE par techniques ELISA (immuno-enzymatique), d’apres

ThermoFischer® 7
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La technique possede un large [ventail d’allergénes (n = 566 dont 460 extraits d’allergénes, 28
allergénes moléculaires dits natifs et 78 dits recombinants)’? dont le dosage est facile

d’utilisation et automatisé permettant de [Jduire la fr quence d’erreurs de manipulation.

Cependant, la méthode idéale devrait-étre libérée de toute réaction croisée avec les autres Ig

mais aussi des liaisons non spécifiques des I[] [ d’autres allergénes.

c. Les tests de 3°™ génération

Le principal reprisentant de cette g[T] fation est I’automate IMMULITE 2000 produit par le

laboratoire Siemens.

Fig. 11 : Pri$entation de I’automate IMMULITE 2000 (Siemens)’®

Il nécessite 50 pL de sérum par allergene. Son fonctionnement repose sur la détection de la
chiminoluminescence. En effet, les allergénes sont liés de manicre covalentes sur les polymeres
solubles de polylysine biotinylés présents sur des billes de streptavidine de grand diamétre 6,35

mm (1/4 inches) formant la phase solide. Ainsi, apres la mise en contact avec le sérum du
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patient, les anticorps anti-IgE qui sont conjugués a une alkaline-phosphatase vont agir sur I’ester
phosphate adamantyl-dioxetane ce qui permet [ mission d’un signal chiminoluminescent. La
réaction débute par une étape, ou allergéne biotinylé, sérum et bille-avidine sont mis en
présence, ce qui peut fausser la mesure si le sérum contient une concentration €levée en biotine
(fréquemment utilisée comme complément alimentaire). La corrllation entre I’intensit[|du

signal et les taux d’IgE s[J ¢ifiques sont[tablis selon une courbe de calibration a sept points.”

Fig. 12 : Méthodologie de détection des IgE spécifique par le systéme Immulite”®

Il a comme principales caractéristiques: une quantification entre 0,1 a 100 kU/L avec une
courbe de calibration incluant un calibrateur passant par 0,1 ; I’habilit[]de reporter le[ [suiltats
quantitativement en kU/L (WHO 75/202), mais aussi dans des classes dites standards ou
étendues ; une sensitivité de 0,2 kU/L ; I’utilisation d’allergenes en phase liquide, d’un lecteur
de code de barre, et autre fonctions automatisées permettant de réduire les manipulations et les
erreurs humaines ; pour un temps total d’analyse de 65 minutes. La courbe d[talonnage est
spécifique (Sp), stable et les recommandations du fournisseur demande un ajustement (soit une
recalibration de deux points) seulement une fois toutes les deux semaines.”” Il peut passer 200
tests par heure et a une stabilité¢ a bord des réactifs de 90 jours.”® Le panel d’allergénes

disponible a ce jour est de 439 allergénes, dont 26 AM.”

Cependant, il présente des inconvénients : il existe une compétition possible avec la biotine
dans le sérum’®®2. D’autre part, de multiples tudes ont mont(] gue les [Isultats produits par
IMMULITE sont généralement plus élevés que ceux produits par InmunoCAP™, bien que les

deux méthodes utilisent la méme unité (kUa/L).%
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d. Les tests multiplex sur biopuces a allergénes

A la fin des années 1990 apparaissent les biopuces multi-allergéniques. Celles -ci sont devenues
possible grace a la fois a I’accroissement du nombre d’AM disponibles et aux technologies de
biopuces protéiques (microarray). Elles permettent la [ tection simultal €1d’IgE [ [difiques
dans le sérum de patients vis-a-vis d’un large panel d’allergeénes. Le principe de ces techniques
repose sur trois étapes : I’immobilisation des allergénes sur un méme support, la mise en contact

avec le s[tum du patient et afin la r(11 [J [] [ []aide/d’un anticorps marqué.

La premicre technologie [ ¢rite en 2002 reposait sur I’immobilisation de 94 AM, natifs et
recombinants sous forme de microspot sur une lame de verre.®® Cette derniére était rendue
réactive aux amines des moll¢ules d’allergénes via du silane revétu d’un polymeére activé,
permettant une fixation covalente des protéines et une accessibilité aux anticorps. La révélation
des IgE fixées aux allergenes se faisait par un anticorps anti-IgE marqué avec un fluorochrome,
apres incubation avec le sérum du patient et des étapes de lavage. Apres un dernier lavage, la
fluorescence émise est lue [1’aide d’un scanneur, ce qui permet de déterminer a la fois la
spécificité des IgE (via leur liaison sur des spots d’allergenes [] finis) et leur concentration,

constituant au total le profil de sensibilisation a IgE du patient.?

i. Le test Immuno Solid phase Allergen Chip — ImmunoCAP™
ISAC (Phadia/ ThermoFisher)

La premiere biopuce multi-allergénique qui a été disponible sur le marché en France est le test
ImmunoCAP™ Jsac. Plusieurs versions de cette biopuce ont été successivement disponibles :

ISAC 103 (2009-2011), 112 (2012-2015), 112i (2016-2019) puis actuellement E112i (2019-).

L’ISAC E112i comporte 112 allergenes moléculaires (aucun extrait) natifs ou recombinants qui
sont fixés sous forme de spots de 200um, présents en triplicates sur une lame de verre. La lame
est couverte d’une fine couche d’un polymere au sein duquel les allergenes sont all [] [slet
fixés de facon covalente. 50 a 200 fentogrammes d’allergénes seulement sont présents sur
chaque spot. Les lames comportent quatre sites réactionnels pour 4 patients étudiés
simultanément. Chaque lot de lame comporte une étape de calibration au moyen d’un réactif
constitl] [d’un sérum humain totalement déplété en IgE et contenant un mélange de 15

eZanticorps monoclonaux chimériques homme/souris de spécificités établies. Ces anticorps
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monoclonaux ont une partie variable murine ] [Icifiques pour I’un des 15 AM ciblés par le
réactif de calibration) attachée au segment Fc ¢ des IgE humaines. Les concentrations de ces
anticorps chimériques sont choisies et groupées en 4 niveaux afin de couvrir toute [| féndue de
la gamme de mesure. La détection des IgE liées aux AM de I’ISAC (IgE d’un [I1um ou IgE
chimériques du réactif de calibration) se fait au moyen d’une seconde incubation avec un [lactif
murin anti-IgE humaine couplé a un marqueur fluorescent (alexafluor 532). Chaque spot
d’allergéne émet une fluorescence, mesurée par un scanneur laser haute résolution, qui est
ral] [] [elllla courbe [] [talonnage et permet d’[Valuer de maniére semi-quantitative la quantité

d’I0) [ Ccifiques de I’allergéne. Le rlsultat est ex[] [] [len unitJarbitraire : ISU-E.56%7

Fig. 13 : Test ImmunoCAP™ [SAC38#
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ii. Le test ALergy Explorer ALEX (Macroarray Diagnostics -
MADXx)

Le test MADx ALEX est la biopuce mise le plus rlcemment sur le marc[] [Sa prise d’essai de
sérum est plus faible: elle est de 30 puL et il combine I’utilisation d’un total de 300
allergénes dont 119 extraits combinés a 181 AM.” Sa technique est basée sur des nanobilles
recouvertes d’allergénes (extraits ou moll¢ulaires), lesquels leur sont liés de fagon covalente.
Puis les nanobilles recouvertes d’allergénes sont déposées sur une feuille de nitrocellulose sous
forme de « spots » d’environ 1 mm de diameétre. Leur liaison a la nitrocellulose se fait par des
interactions inter- et intramoléculaires et/ou atomiques qui sont propres aux nanoparticules.
L’ensemble est enclos dans une cartouche rectangulaire de 60x20 mm dans laquelle se font les
incubations successives. Lors de l’incubation avec le [lrfum d’un patient, il est possible
d’ajouter un réactif contenant des résidus glucidiques de la broméline (MUXEF3 et d’autres non
précisés par MADXx) fixs [/I’albumine humaine. Ce réactif (= CCD-blocker) inhibe les IgE
dirigées contre les épitopes glucidiques irrelevants ou CCD. Pour rappel, ces réactivités anti-
CCD peuvent positiver un [Isultat de dosage d’IgE [ [¢ifiques d’allergenes d’origine [ [ fale,

alors que ces IgE anti-CCD n’ont aucune pertinence clinique.

Un spot ALEX contient environ 2 [120 ng d’allergénes. La r[T] Iation est colorim trique : des
anticorps monoclonaux murins anti-IgE sont couplés a la phosphatase alcaline et activent un
substrat colorimétrique : le BCIP/NBT. Une caméra CCD (ici, charge-coupled device...)
permet de capter cette coloration. Un calcul est alors [Jalil] [via les dolJ [es [ [talonnage
spécifiques a chaque lot d’ALEX, normalisées par rapport a une courbe de référence. Ainsi, les
résultats obtenus sont également semi-quantitatifs et exprimés en kUA/L. Les paramétres de
courbe pour chaque lot sont ajust($ [I’aide de tests de [I[lrence internes [Jalil s avec une
préparation de sérum testée sur ImmunoCAP™. Les résultats Alex sont donc indirectement
rattachés a la préparation de [ [[lrfence OMS 11/234 pour I’IgE totale. Ce test permet [ galement
] valuer la concentration en IgE totales au moyen de spots recouverts d’anticorps anti-IgE
humaines (si un dosage des IgE totales est requis, il est cependant fortement conseillé de réaliser

ce dosage par test unitaire). °!
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Fig. 14 : Test Alex”

iii. Avantages et limites des biopuces multi-allergéniques

Comme toute technologie, cette derni¢re présente des avantages et des inconvénients. Le
principal atout des micropuces est la [ tection d’IgE [ [¢ifiques [ [ [és contre 112 a 300
d’allergenes a partir d’une faible quantil ] de [1rum. Les [sultats sont obtenus rapidement avec
un temps de manipulation réduit et un colit réduit. Cependant leur interprétation est souvent
plus longue et plus complexe qu’avec des tests unitaires. La [Jalisation d’une biopuce [quivaut
en termes de colit en réactif a 15-30 tests unitaires. De méme, les résultats obtenus permettent
d’obtenir en une seule [tape, ce que I’on nomme le profil de sensibilisation [IgE d’un patient.

Sur le plan pratique, le faible volume requis permet la [] [paration et 1’utilisation al] [Ipar les
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laboratoires d’allergologie de controles de qualil | couvrant un nombre [lev[ld’allergénes des
biopuces. A I’inverse, puisque l’industriel priparant les biopuces se doit de maintenir une
qualil] constante sur des centaines d’allergeénes difflrents, les laboratoires exécutants sont a
méme de [viler des anomalies sur un ou plusieurs allergenes lors de I'utilisation de contrdles
de qualité. Ces anomalies auraient été¢ beaucoup plus difficiles a mettre en évidence au niveau
de tests unitaires, principalement en raison du volume de sérum requis pour « évaluer » des

centaines d’allergenes (ex : 12 000 pL pour 300 allergénes tests par ImnmunoCAP™ !),

Parmi les limites des biopuces, on peut citer le fait que ces tests sont généralement moins
sensibles que les tests unitaires existants pour mesurer les faibles concentrations d’IgE
spécifiques. De méme, la répétabilité intra-série et la reproductibilité¢ (fidélité intermédiaire
inter-séries) sont clairement inférieures aux performances des tests unitaires, en particulier pour
les valeurs basses et moyennes d’IgE spécifiques. LI [ [utilil]e pour le rendu des [Isultats
peut aussi poser quelques problémes : I'ImmunoCAP™ ISAC utilise des unités propriétaires
(ISAC Specific Units IgE ou ISU-E) qui ne peuvent étre reliles [Jun [talon de ’OMS. Pour cette
raison, les rlsultats d’ISAC sont dits semi-quantitatifs, méme si les valeurs d’ISU-E sont
continues entre 0,1 et 100 ISU-E. Quall [J TALEX, lel[] [sultats sont bien exJ [ [ en KUA/L,
mais la technologie utilisée entraine une saturation précoce du signal a SOkUA/L (limites de
rendu des résultats : 0,1 — 50 kKUA/L), et en pratique, le plateau apparait des 40-45 kUA/L. Un
autre point important est que, en pratique courante, les profils de sensibilisation des patients
obtenus par biopuces requierent souvent une confirmation par des tests unitaires des
sensibilisations particulierement « pertinentes » ou en contradiction avec le tableau clinique.
De méme des sensibilisations non recherchées et sans intérét clinique peuvent-étre révélées et
rendent alors ’interpr[tation plus complexe (d’ou, [ aussi, la [] ¢essil] de confirmations par

tests unitaires).”

Un autre inconvénient malheureusement encore peu documenté est la possibilité de
compétitions entre IgG et IgE de mémes spécificités, particulierement démontrée pour
PISAC.*% Cette compétition IgG / IgE peut entrainer une sous-estimation de la concentration

des I[] [] [cifiques, voir méme 1’absence de d[tection de ces IgE (faux[] [gatifs).

Les différentes caractéristiques des biopuces ISAC et Alex sont résumés dans le tableau 6.
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Tab. 6 : Principales caractéristiques des test Alex et Isac *

Actuellement, beaucoup de patients, en particulier pédiatriques, présentent des profils de
sensibilisation de plus en plus étendus et complexes et ces profils requicrent 1’utilisation de
panels d’allergenes mollculaires pertinents sur le plan clinique. Pour ces patients, il est alors
indispensable de recourir aux biopuces ou bien de réaliser un nombre ¢élevé de dosages unitaires

(un test = un allergéne). Une problématique se pose alors : le volumel| [ chantillon disponible.

En outre, les biopuces présentent des inconvénients qui leur sont propres (unités non standards,
saturation du signal, risque de faux [ gatifs, colit d’acces) et ne peuvent [1’heure actuelle

remplacer complétement les tests unitaires.

Tout cela améne []’apparition de nouvelles m/thodes de dosage d’IgE [ [¢ifiques et a

I’avénement d’une quatrieme g1 fation d’automate.
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e. Les tests de 4°™ génération

Ils sont représentés par les automates IDS-iSYS et le NOVEOS.

Fig. 15 : Pri3entation de I’automate IDS-iSY Sids”®

L’automate iSYS est un automate d’immunologie produit par la société ImmunoDiagnostics
Systems (IDS, Royaume-Uni) qui utilise la chimiluminescence et la spectrophotométrie pour
diffltents dosages d’auto-immunil] [ld’allergologie, d’hormonologie [ [¢[] ][] [et de
sérologies infectieuses. Cet automate multiparamétrique utilise aussi la chimiluminescence
pour la mise en [Vidence et le dosage d’IgE sp[¢ifiques d’extraits ou de moll¢cules d’allergenes
et le dosage des IgE totales. Il permet un chargement en systeme ouvert de 120 échantillons
sérum de patients et 108 positions pour les sources allergéniques. La société IDS propose a ce
jour 70 références de sources allergéniques et allergenes moléculaires et continue a enrichir ce

panel.
Le principe du dosage de cet automate est le suivant (Fig. 16) :

- Le dosage s’effectue grace [ des microparticules mag[]tiques fluorescentes
recouvertes de streptavidine, [J [] [JesIsimulta’] ment avec, d’une part, un « rlactif de
capture » (allergéne biotiny[] (] [ [ormé liquide), et d’autre part, le[! rum du patient.

- Les IgE spécifiques anti-allergéne contenues dans le sérum se lient aux complexes

microbilles avec les allergenes.
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- Enfin, des immunoglobulines anti-11] [ [1[1T’ester d’acridinium sol ] [ [] [18.] []
- Apreés un lavage final, les RLU (unités de luminescence relatives) obtenues sont

directement proportionnelle[] [1a concentration d’analyte dans 1’ [¢hantillon.

La concentration d’IgE s[] ¢ifiques dans le [Jrfum [ (] lest [ fermil] €1 Jpartir d’une courbe

standard basée sur celle des IgE totales.

Le volume de la prise d’essai est de 25 a 50 pL de sérum selon les allergeénes testés et le volume

mort de 80 a 200 L selon le type de tube utilisé.

Les [Isultats d’IgE spl¢ifiques sont ex[] [] (s en kUA/L et le domaine de mesure se situe entre

0,10 et 100 KU A/L.71:82:96-98

Fig. 16 : Principe du dosage des IgE spécifiques par chimiluminescence de I’automate iSYS%

Un deuxiéme automate récemment mis sur le marché et utilisant la chimiluminescence est le

NOVEOS développé par la société Hycor (Garden Grove, CA, USA).

59



Fig. 17 : Prisentation de I’automate NOVEOS

Sa technologie est basée sur des microbilles (I um) de polystyréne, paramagn!tiques et
fluorescentes couplées a la streptavidine par un bras espaceur de PEG (env. 20 nm), puis mises

en contact avec des allergénes biotinylés eux-mémes conservés en solution. *°

Fig. 18 : Microbilles utilil] és par I’automate NOVEOS
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La détection de la liaison via IgE est réalisée par chimioluminescence, aprés incubation avec

un réactif anti-IgE humaines couplées avec une luciférase d’origine baclIriénne.

Fig. 19 : Principe du dosage par chimioluminescence utili| par ’automate NOVEOS

I1 [ ¢essite une prise [ [chantillon de 4 pL et est adapté au grandes séries (capable de réaliser
1200 tests en 12 heures soit pour 50 [J1ums, une vingtaine d’allergénes pour chaque [rum). Le
systeme de calibration passe par les points 0 ; 0,17 ; 0,7 et est fait sur des concentrations d’IgE

a0,07;0,35;0,7;3,517,5; 100 kUa/L.
Les intéréts potentiels sont :

- Le volume dl Ichantillon tres faible (1/10 de celui requis par InmunoCAP™) ;
- L’absence probable d’interfltence par IgG car la [laction IgE-allergeénes est supposée
se faire en prlsence d’un large exces d’allergeéne (mais ce point est aussi valable pour

les autres techniques hors biopuces) ;
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- L’absence d’interflrence via la biotine chez les individus supplémentés, car [] tape de
formation du complexe billes — allergénes se fait en amont du contact avec [ ]chantillon

de sérum. %2
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II. Validation analytique du NOVEOS

1. Performances analytiques du NOVEOS

Ces travaux ont [ 1] [Jalil s au sein du laboratoire d’Immuno-Allergologie de I’Institut F[ 1 tatif
Biologie du C.H.U. de Toulouse. Le laboratoire est certifi¢ a la norme ISO 15189 par
I’organisme de contrdle national (COFRAC) depuis 2017 pour la technique ImmunoCAP™
(automate PHADIA 250) et depuis 2022 pour I’automate NOVEOS. Le NOVEOS étant arrivé
au laboratoire en novembre 2020, nous avons réalis¢ une étude sur sa répétabilité et sa

reproductibilité.

Concernant les performances de NOVEOS en répétabilité, 24 a 31 dosages des IgE spécifiques
de 8 extraits allerglniques diffltents ont (1] [JalilJs lors d’une [Irie unique, [Jpartir de 8

¢chantillons del] rim provenant d’autant de patients.

Nombre

Nom Source detests Moyenne Ecart-type CV.%
D001/dl  acariens (D. pte.) 31 3,48 0,18 5,10%
D002 /d2  acariens (D. far.) 31 23,6 1,37 5,80%
E001/el  chat (phanéres) 31 1,18 0,06 5,10%
G003/g3  dactyle (pollen) 31 1,07 0,05 4,40%
G006 /g6  phléole (pollen) 30 14 0,07 5,10%
WO009 /w9 plantain (pollen) 29 812 0,64 7,80%
FO17/f17  noisette 31 14,49 0,56 3,80%
F201/f201 noix de pécan 24 0,19 0,01 7,00%

5,51%

Tab.7 : Résultat de [J fude sur la’] pltabilic) 0 T QVEOS!'®

La limite acceptée par le laboratoire est de 7,9%.'% La répétabilité du NOVEOS est donc

conforme.

Concernant, I’[tude de la reproductibilité, une évaluation de la fidélité¢ intermédiaire sur des
Controéles de Qualité Interne (CQI) NOVEOS via dosages d’IgE spécifiques anti-F013, D001,
G006 et EOO1 a été réalisée sur 8 semaines. Les résultats proviennent de 12 ou 13 séquences de

fonctionnement (12/13 jours différents, avec 2 dosages par série).
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Tab.8 : Rsultat de I’ [fude inter-séries sur la reproductibilité du Noveos!®!

Le Coefficient de Variation (C.V.) moyen obtenu est de 5,95%. Le C.V. limite accepté par le

laboratoire est de 15-20%'%", les résultats sont donc conformes.

A titre de comparaison les tableaux de répétabilité et de reproductibilité du PHADIA250 sont
cités dans la partie Annexe (Annexe 1 et 2). Ces résultats nous ont permis de conclure que

I’automate fonctionne parfaitement et que ses résultats sont valables.

2. Performances de NOVEOS sur des échantillons des controles
de qualité externe (EEQ) distribués par UKNeqas

Le programme UK NEQAS est un consortium multidisciplinaire (immunologie et allergie,
pathologie cellulaire, biochimie clinique, hématologie, transfusion et transplantation,
génétique, virologie et microbiologie) de laboratoires externes d'évaluation de la qualité,
principalement issus des différents National Heath Service (NHS) d'Angleterre, d'Ecosse, du

Pays de Galles et d'Irlande du Nord.!'??

Le laboratoire regoit 6 fois par an des échantillons préparés par UKNeqas, pour lesquels les IgE
spécifiques pour 4 — 6 allergeénes (extraits ou AM) doivent étre mesurées via la technique
utilisée dans le laboratoire participant. UKNeqas communique par la suite les valeurs moyennes
obtenues par les laboratoires participants (normalement une centaine/distribution) ainsi que
) cart (significatif ou non) entre ces valeurs moyennes et les [Jsultats produits par le
laboratoire. Le laboratoire d’Immuno-Allergologie participe au programme UKNeqas depuis

2011, en utilisant la technique ImmunoCAP™.,

En 2020, nous avons pu analyser 12 échantillons qui avaient été évalués par technique

ImmunoCAP entre 2015 et 2020, dans le cadre des programmes UKNeqas « Specific IgE » et
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« Allergen Component ». Ces échantillons avaient été conservés a -40°C apres leur analyse dans
le laboratoire. Parmi les allergénes de ces échantillons qui avaient été analysés par
ImmunoCAP™, certains peuvent aussi étre testés par technique NOVEOS. Les résultats
obtenus par NOVEOS ont ¢été comparés [ ceux obtenus par [’automate PHADIA250
(ImmunoCAP™) du laboratoire et également aux consensus calculés par UKNeqgas basés sur
I’ensemble des différentes méthodes de dosage des IgE utilisées par les laboratoires participants
(ImmunoCAP™, SIEMENS Immulite, Hycor Hy288). Au total, 20 allergenes différents ont été

testés, entre 1 et 3 fois chacun, pour un total de 42 mesures (voir Tab. 9).

Allergéne Nombre de Distributions

(IgE Source Mature
spécifiques) tests UKNeqas:

FO13 Arachide Extrait 3 155-2; 156-2; 175-2
F232 Blanc d'ceuf  |Moléculaire 3 173-1; 202-1; 202-2
F233 Blanc d'ceuf  |Maoléculaire 3 173-1; 202-1; 202-2
F423 |  Arachide  |Moléculaire 3 175-1; 175-2; 202-2
G006 | Phléole | Extrait 3 155-2; 175-2; 176-1
E005 Phanéres de chien| Extrait 2 155-2; 176-2
FO17 MNoisette Extrait 2 175-1; 175-2
Foo2 Lait de vache Extrait 2 156-2; 176-2
F352 Arachide Moléculaire 2 175-1; 202-2
F428 |  Noisette  |Moléculaire 2 175-1; 202-2
FO76 Lait de vache  |Maoléculaire 2 173-1; 202-1
FO78 Lait de vache |Moléculaire 2 173-1; 202-1
K208 Blanc d'ceuf  |Maoléculaire 2 173-1; 202-1
MO06 4. alternata Extrait 2 156-2; 175-1
T003 Pollen de bouleau|  Extrait 2 175-2; 176-2
D001 | Acariens | Extrait 1 175-1
FOO1 Blanc d'ceuf Extrait 1 156-2
F422 Arachide Maléculaire 1 175-1
F443 Noix de cajou  |Moléculaire 1 175-2
FO77 Lait de vache  |Moléculaire 1 173-1
Kogz | Latex | Extrait 1 155-2
1215 |Pollen de bouleau|Moléculaire 1 202-2

Tab. 9 : Liste des allergenes étudiés en UKNeqas en 2020-2021

Dans un premier temps, nous avons réalisé une corrélation entre les résultats obtenus sur
NOVEOS et Phadia 250 et réalisé un test statistique comparant les résultats de NOVEOS, de
PHADIA 250 de Toulouse et les [Isultats moyennes obtenus sur 1’ensemble des PHADIA du

programme UKNeqas. La corrélation obtenue est bonne (0.89) et significative (voir Fig. 20).
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Fig. 20 : Corrélation entre NOVEOS et PHADIA250 en 2020-2021

Les valeurs indiquées sont en kUa/L. r: corrélation de Spearmann entre ImmunoCAP™
(PHADIA) et NOVEOS. Un encart présente les valeurs en échelle log-log afin de mieux

visualiser les valeurs basses.

Afin [J [tudier les discordances, nous avons rlalil ] deux diagrammes de corrélation selon la
méthode de Bland-altman. Cette méthode de visualisation correle les valeurs moyennes aux
diffltences obtenues avec les deux [J [] [] [s. Nous [] [sentons d’une part la comparaison entre
NOVEOS et ’automate PHADIA250 du laboratoire (diagramme de gauche), et d’autre part, la
comparaison entre NOVEOS et les consensus des résultats rapportés par tous les laboratoires

participants a UKNeqas (UKNegas All Methods, diagramme de droite).
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Fig. 21: Bland-Altman: NOVEOS vs PHADIA250 ou UKNeqas « all methods »

Gauche : NOVEOS versus ImmunoCAP™ du laboratoire (IFB Toulouse) ; Droite : NOVEOS
versus consensus de toutes les méthodes utilisées par les laboratoires participants 8 UKNeqas
(>100 laboratoires). Abcisses : valeurs moyennes NOVEROS/ImmunoCAP™ (kAU/L) ;
Ordonnées : différences entre les deux méthodes exprimées en pourcentage de leur valeur

moyenne.

Nos résultats indiquent que les résultats du NOVEOS sont constamment inférieurs a ceux
obtenus via la méthode ImmunoCAP™ (au moins 75% des laboratoires participant au

programme UKNeqas utilisent la méthode ImmunoCAP™).

Afin de [ terminer si cette diffltence [tait plus prononcl ¢ pour certains types d’allergenes,
nous avons réalisé une comparaison Bland-Altman plus approfondie en différenciant le type

d’allergene (voir Fig. 22).
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Fig. 22 : NOVEOS comparé¢ avec les UKNeqas « A/l methods » via Bland-Altman selon le
type d’allergene

Haut (FOOD) : allergénes alimentaires (extraits ou AM); Bas (AIRBORNE <& latex):
allergénes respiratoires, plus extrait de latex (k82). Extraits testés : FOO01 (blanc d’ceuf), FO02
(lait de vache), FO13 (arachide), FO17 (noisette), D001 (acariens), EO05 (poils et squames de
chiens), G006 (phléole), K082 (latex), M006 (4. alternata), TO03 (bouleau) ; AM testés : F232
(ovalbumine), F233 (ovomucoide), F77 (lactoglobuline), F78 (caséine), F422 (rAra h 1,
arachide 7S viciline ), F423 (rAra h 2 albumine 2S), F427 (rAra h 9, arachide LTP), F352 (rAra
h 8, arachide PR10), F443 (rAna o 3, noix de cajou albumine 2S), T215 (rBet v 1, PR10).

En moyenne, seulement 15% des résultats NOVEOS dépassent la limite de +/- 3 déviations
standards (S.D.) par rapport a la valeur moyenne de tous les laboratoires participants (A4l
Methods). Les résultats étant concordants, une inclusion de NOVEOS dans le programme

UKNeqas a été demandée par la sociét¢ HY COR.

Pour terminer, parce que tous les échantillons que nous avons testés par NOVEOS avaient été
congelés, nous avons vérifié que la congélation / décongélation des sérums n’induisait pas un
biais dans notre analyse. Nous avons donc testé 19 sérums non congelés, par InmunoCAP™ et
NOVEOS (au total 28 dosages d’allergenes ont [ 1] [Jalil |s par automate). Les allergenes testés
sont D001 : acariens ; D002 : acariens ; ; EOO1 : poils et squames de chats ; FOO1 : blanc d’ceuf ;

68



FO13 : arachide ; FO17 : noisette ; F201 ; G003 : dactyle ; G006 : phléole ; K082 : extrait de
latex ; M0O06 : A. alternata ; TO03 : bouleau ; T215 : rBet v 1, PR10. Nous avons obtenu une

moyenne des biais de -25% (pour une concordance de 0.96).

Les valeurs obtenues avec NOVEOS [l partir [ [chantillons non congelés sont toujours
inférieures a celles obtenues avec ImmunoCAP. Notre conclusion est donc que les dosages que

nous al | [] [1alil /s par NOVEOS n’onl] [ [1TT1] luéncls parla conl] [1 ] [] [ [chantillons.

Fig. 23 : NOVEOS comparé¢ avec PHADIA250 via une courbe de corrélation (gauche) et
Bland-Altman (droite)

r : corrélation de Spearman ; les valeurs sont en kUa/L
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III. Comparaison des performances analytiques et
cliniques de NOVEOS et d’ImmunoCAP™

1. Résumé

Nous [] [sentons les [Isultats de notre travail sous forme d’un article [1digllen langue Anglaise
(Annexe N°3). Cet article a été en en premier déposé sur la plateforme pre-print AUTHOREA
(https://www.authorea.com/doi/full/10.22541/au.167801243.30637264/v1), et une version
révisée de celui-ci est actuellement soumise a la revue Journal of Allergy and Clinical

Immunology (JACI) : In Practice. Nous présentons et discutons ici la version AUTHOREA.

Cet article présente une étude comparative des performances analytiques et cliniques de deux
méthodes de dosages des IgE spécifiques : ImmunoCAP™ sur automate PHADIA 250
(ThermoFisher) et NOVEOS sur 1’automate du méme nom (Hycor medical). Il s’agit d’une
¢tude rétrospective portant sur 289 patients, principalement pédiatriques (dge médian = 7 ans).
Ces patients ont consull] @u sein du C.H.U. de Toulouse pour une suspicion d’allergie
alimentaire entre 2016 et 2022, dans un service d’Allergologie ou de Pneumo-Allergologie de
I’hopital des Enfants ou de I’hdpital Larrey. Les patients ont eu un prélévement sanguin lors de
la consultation initiale avec une prescription de dosage d’IgE splcifiques [ [] [és contre au
moins des 10 allergénes alimentaires que nous avons choisi [ [tudier. Ces dosages initiaux ont
été faits sur automate PHADIA 250 par technique ImmunoCAP™. Les [ (l€vements ont
ensuite été conservés a -40°C au sein du laboratoire d’Immuno-Allergologie avant d’étre
[Jcongel | (et Inouveau [ [Id pour les mémes dosages d’IgE [ [¢ifiques, cette fois par
méthode NOVEOQOS. Le statut « allergique » ou « non-allergique » de chaque patient, pour le
diagnostic d’allergie alimentaire, a été établi soit sur la base d'un TPO, soit, lorsque ce dernier
n’avait pas pu étre réalisé, via I’anamnese et/ou la notion d’un [pisode anaphylactique
documenté. Via cette [ [ [ [Id’analyse, le pourcentage de patients allergiques variait de 34 %

a 52 % selon l'aliment.

A noter que notre travail n’a pas []¢essil| de prilévement sanguin [] [¢ifique : les dosages
NOVEOS ont été faits sur des «résidus » sériques sur lesquels des analyses avaient été
prescrites. En ce qui concerne le recueil des données cliniques, nous nous sommes basés sur les

courriers (plateforme ORBIS) destinés aux patients et rédigés par les médecins prescripteurs.
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Ces courriers informent les patients que les informations cliniques qui y sont inscrites peuvent
étre utilil]és en vue de protocoles de recherche. L’ensemble des donnlés clinico-biologiques
des patients étudiés dans ce travail ont été codées de fagon pseudo-anonyme sur fichiers cryptés

et les analyses statistiques ont été faites sur des données totalement anonymisées.

Les allergénes alimentaires que nous avons [tudi’s sont : I’arachide (extrait f13 et rAra h 2
f423), le lait de vache (extrait f2 et la caséine f78), la noisette (extrait f17 et rCor a 1 f439), le
blanc d’ceuf (extrait fl et ovomucoide f233), le poisson (extrait {3) et la crevette (extrait £24).
Au total, 570 dosages d’IgE splc¢ifiques ont été réalisés en paralléle sur les deux plateformes.
Certains des 289 patients étaient polysensibilisés (17%) et ont été étudiés pour plusieurs

allergenes.

Lors de la comparaison des performances analytiques d'TmmunoCAP™ et de NOVEOS, les
deux [ [J [J [s ont mont[] tne cor[lation [levle que ce soit pour les extraits d’allergénes ou
les AM (respectivement, tho = 0.92 et 0.96 ; figure 1 de I’article). Cependant, le NOVEOS a

donné des résultats inférieurs en moyenne de 15 % a ceux d’ImmunoCAP™.

Au niveau des performances cliniques, les deux méthodes ont montré des performances
similaires pour la discrimination entre les personnes allergiques et non allergiques aux
différents aliments. Cependant, NOVEOS s'est avéré plus discriminant que ImmunoCAP™
pour exclure les allergies chez les personnes sensibilisées ayant de faibles valeurs d’IgE (0,35-

3,5 KUA/L) (cf. figure 2 de I’article).

Seuls 27 résultats d’IgE [ [¢ifiques sur 570 (4,7%) montraient une différence entre les deux
0] [J [0 s d’au moins 2 classes d’IgE. La plupart de ces discordances ont (1] obsel! [€s pour
des allergenes [Ifiv(s d’aliments []glitaux (18 sur 27 discordances). Nous avons retenu
I’hypothese que la présence d’épitopes glucidiques végétaux, ou CCD soit [11’origine de la
plupart des discordances entre NOVEOS et ImmunoCAP™. Il est en effet possible que les
épitopes glycosylés exprimés par les allergénes soient plus accessibles aux IgE lorsque ces
allergénes sont fix[s sur la cellulose d’un ImmunoCAP™, par rapport a leur accessibilité sur

les microbilles NOVEOS.

Enfin, nous avons pu [tablir des valeurs optimales d’IgE spl¢ifiques, en termes de sensibilité,
spécificité, Valeur Prédictive Positive (VPP) et Valeur Prédictive Négative (VPN), pour chacun
des 10 allergenes et chacune des deux plateformes. Cependant, nous soulignons que la
détermination de seuils cliniques universels de concentrations d’IgE est difficile en raison des

variations importantes d'une population a l'autre. Ainsi, 1'établissement de seuils cliniques
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"locaux" pour des populations spécifiques est essentiel pour une gestion appropriée des patients

allergiques.

En conclusion, 1'étude montre que les deux plateformes, NOVEOS et ImmunoCAP™, sont
hautement corrélées et prédictives du diagnostic d'allergie ou de tolérance alimentaire pour les
10 allergenes étudiés. NOVEOS présente 'avantage d'exiger un volume d'échantillon de test
plus faible par rapport a ImmunoCAP™ et a une meilleure capacité a identifier les patients a
risque d'allergie par rapport a la sensibilisation asymptomatique. Cependant, des études
supplémentaires avec d'autres allergenes (notamment les aéro-allergenes) et d’autres

populations sont nécessaires pour confirmer ces résultats.

2. Analyses complémentaires réalisées en paralléle

En compllment de I’article, d’autres analyses ont [1] [dites.

1)- Nous avons [lalill,[ldes courbes ROC afin de comparer I’efficacit] clinique de
I’ImmunoCAP™ et du NOVEOS sur I’ensemble des dosages d’IgE spécifiques en combinant
les données des 10 allergenes alimentaires étudiés. La figure 24 montre ainsi que les deux
[ [J [0 [s [ [sentent des performances similaires pour al] [Icier le risque d’allergie alimentaire.
On note aussi que les AM sont légerement plus performants que les extraits pour les deux

plateformes (AUC = 0,86/0,87 pour extraits, versus AUC = 0,91 pour les AM).
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Fig. 24 : Courbes ROC globales pour ImmunoCAP™ (gauche) et NOVEOS (droite)

Tous les allergénes (ImmunoCAP: A; NOVEOS: B); extraits: (ImmunoCAP: C;
NOVEOS : D) ; AM : (ImmunoCAP : E ; NOVEOS : F)

2)- Ensuite, nous avons [ [] [de visualiser le fait que les dosages d’IgE [ [cifiques ne
permettent pas de «prédire » le caractére allergique d’un individu, mais sont plutot des

indicateurs de la probabilité de présenter des symptomes si I’individu est ex[] [ [T’allergene.

En nous inspirant d’une analyse d[T] fTali[] & par d’autres [quipes'®, nous avons confronté des
courbes de type ROC mais en séparant sensibilité (en rouge) et spécificité (en bleu) aux statuts
cliniques (allergique / non-allergique) des patients qui consultent pour une suspicion d’allergie

[J1’arachide. Le point de croisement des courbes bleue et rouge correspond au « Cut-Off
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Sensitivity% / Specificity%

optimal » pour I’allergéne considéré. Au-dessus du graphique, les dosages d’IgE spl¢ifiques
sont présentés selon le résultat positif ou négatif du TPO. Tous ces patients avaient bénéficié
d’un TPO [1l’arachide pour [] terminer leur statut clinique. L’analyse a été faite pour I’extrait

d’arachide et pour I’AM rAra h 2.

La figure 25 suggere bien que le dosage d’IgE [ [¢ifiques anti-aliment peut étre assimilé a un

bio-marqueur du risque de symptomes d’allergie.

TPO+ BN RE R NN M RGO X
TPO- HOH K OSEOMMIRDCRMNE 0K K X 30 %
IgE par rappor‘t — T |gE par rappor’[
0.01 0.1 1 10 100 3u seuil optimum

au seuil optimum

Peanut NOVEOS Peanut ImmunoCAP

(FO13 & F423) (f13 & f423)
1007 — Sensitivity% g 100
— Specificity% ;E
o 95% PPV & 95% PPV
F013 : 19,8 kUa/L 3 50 f13 :37,8 kUa/L
F423 :3,7 kUa/L s 423 : 6,1 kUa/L
.‘g’
0 d o
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
I9E Cutoff ratio IgE Cutoff ratio
Cut-off « optimum » Cut-off « optimum »
FO13 (extrait) : 7,6 kUa/L f13 (extrait) : 5,5 kUa/L
F423 (rAra h 2) : 1,8 kUa/L f423 (rAra h 2) : 2,3 kUa/L

Fig. 25 : Analyse des cut-offs « optimum » des IgE spécifiques sur NOVEOS et
ImmunoCAP™ par rappl | [] larachide

Les cut-offs (extrait d’arachide f13 et rAra h 2 ; NOVEOS et InmunoCAP) ont été ajustés a la
valeur « 1 » pour simplifier la lecture des graphes. Les valeurs individuelles de ces cut-offs sont

indiquées pour une valeur prédictive positive de 95%.

3)- Enfin dans le cadre de I’analyse des discordances entre les deux [] [] [J [§, nous avons
Cldlil! lune analyse distincte de celle (] [sel] [] sur la Figure N°2 de I’article. Nous avons
sélectionné tous les résultats qui, pour au moins I’une (ou les deux) [ [ [1 ['s de dosage, [taient
en désaccord avec le statut « allergique » ou « non-allergique » des patients. Par exemple, un
Csultat ImmunoCAP™ de dosage d’11] [ [Icifiques d’un allergene donnlqui est sup[rieur au

cut-off optimum pour cette méthode et ce, chez un patient non-allergique. Ou [ /I’inverse, un
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résultat NOVEOS inférieur au cut-off chez un patient allergique. Au total, 113 dosages

correspondent a ces critéres de discordance clinico-biologique.

Ces 113 résultats sont présentés sur un graphique (voir Fig. 26, ci-dessous) ou toutes les valeurs
mesurées pour différents allergenes sont exprimées par rapport au cut-off de chaque allergéne
(la valeur 1 est donnée au cut-off). Les extraits et les AM sont représentés de fagon différente,
ainsi que le statut allergique (orange) ou non (vert) des patients. Les effectifs des quatre
catégories (vrai positif, vrai négatif, faux positif, faux négatif) sont indiqués dans des tableaux.
On note que 22 patients sont correctement classés par InmunoCAP™ contre 91 qui sont mal
classés par la méme méthode, tandis que 33 patients sont bien classés chez NOVEOS et 80 sont
classés de fagon incorrecte. Ces valeurs ne montrent pas de différence significative entre les

deux méthodes.

Cut-off for
ImmunoCAP

: Allergic {moleculars)
10~ g e @ ® Mon Allergic (moleculars)
§ o o ® © Allergic (extracts)
] D% % OD Q Mon Allergic (extracts)
o £®
4 @
[92] 1 L) CEF'@ Cut-off for
8 ERE - o, 7}, Noveos
> ] ®
O ] (S:ECP o
= ] ©® [o) True positive | True negative | False positive | False negative
1 I'n) [} ImmunoCAP 3 16 a7 44
0.1 o NOVEOS 11 22 41 39
- = 1
3 i Correct Incorrect
] | immunoCAP| 22 91 ns.
1 ! NOVEOS 33 80
i 0
0.01 +——rrrrr——rrrr——rrrrr—r
0.01 0.1 1 10
ImmunoCAP

Fig. 26 : Analyse des discordances entre les allergies cliniques et les résultats de dosage des

IgE splcifiques sur NOVEOS et ImmunoCAP™
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IV. Conclusion

A travers cette thése, nous avons réalisé une comparaison technique mais également une
comparaison de performance clinique entre I’ImmunoCAP™ et le NOVEOS. Pour cela, nous
avons analysé le dosage des IgE spécifiques pour six aliments : I’arachide (extrait f13 et rAra h
2 1423), le lait de vache (extrait 2 et la caséine f78), la noisette (extrait f17 et rCor a 1 f439),
le blanc d’ceuf (extrait f1 et ovomucoide 233), le poisson (extrait £3) et la crevette (extrait £24)

sur 289 patients.

Nos résultats démontrent une excellente concordance analytique entre les deux automates avec
des valeurs d’IgE mel] [Jes! [Igérement plus basses avec NOVEOS par rapport a
ImmunoCAP™., Cette concordance devrait faciliter 1’utilisation de NOVEOS en pratique
courante, en particulier pour des praticiens habitués a analyser des résultats obtenus via

ImmunoCAP™,

Au niveau clinique les deux automates sont tous deux de performances comparables, malgré le
fait que la technologie NOVEOS identifie significativement mieux qu’ImmunoCAP™ les
patients non allergiques lorsqu’ils [] [sentent des valeurs basses d’IgE [ [¢ifiques (classes 0 /
1/2). Les points les plus discordants entre I’ ImmunoCAP et le NOVEOS concernent les extraits
allergéniques, notamment ceux de 1’arachide et de la noisette (quelques faux positifs avec

ImmunoCAP™),

Au total, en raison des performances comparables des deux technologies, nous avons modifié
le titre de 1’article soumis [UACI : In Practice par rapport au titre plIsent sur I’article pre-print
joint en annexe : NOVEOS (Hycor) and ImmunoCAP™ have similar performances for

diagnosing food allergies.

Nous projetons de poursuivre notre étude en la complétant dans un premier temps avec des
aéro-allergénes. De méme, le catalogue des allergénes du NOVEOS est toujours en cours de

formation et d’autres allergenes voire [ [anges d’allergenes pourront étre [tudils dans le futur.
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Abstract

Background: The aim of this study was to compare the technical and clinical effectiveness of two platforms (Phadia Im-
munoCAP and Hycor NOVEOS) for the measurement of IgE specific for 10 food allergens. Methods: 289 patients, as part of
allergy diagnosis or of their follow-up were included and tested for IgE specific for six food allergen extracts (egg white, cow’s
milk, peanut, hazelnut, fish, shrimp) and four molecular allergens (Gal d 1, Bos d 8, Ara h 2, Cor a 14). Specific IgE mea-
surements were carried out using the ImmunoCAP and NOVEOS methods. Food allergy diagnosis was established according
to international guidelines. Results: A very good correlation (rho>0.9) was present between the two platforms, while specific
IgE concentrations measured with NOVEOS were consistently lower (mean -15%) than with ImmunoCAP. NOVEOS provided
higher overall odd-ratios and relative risks for allergen extracts than ImmunoCAP, but the difference was not significant. When
all ten allergens were considered, NOVEOS provided better ROC curves (p=0.03) and thus, had a better ability to establish
the true value. Finally, we found that the most discordant results were observed with hazelnut and peanut extracts, and were
related to cross-reactive carbohydrate determinants on these two ImmunoCAP. Conclusions: Specific IgE determination by
either ImmunoCAP (odd-ratios of allergy = 25.1) or NOVEOS (odd-ratios of allergy = 33.0) is similarly highly informative on
the risk of allergy in the selected population. The NOVEOS platform presents the advantage of being less affected by unwanted

reactivity due to IgE specific for carbohydrate determinants, while requiring a ten-fold lower test sample volume.

Introduction

Determination of specific IgE (sIgE) is one of the pillars on which allergy diagnosis stands, together with
anamnesis, skin tests and allergen challenges (1, 2). IgE sensitization is commonly demonstratedin vivo by
skin prick testing (SPT), or in vitro utilizing automated systems. IgE sensitization is commonly demonstrated
in vivo by skin prick testing (SPT), or in vitro utilizing automated systems. Because IgE concentrations are
very low in peripheral blood (3), very sensitive methods for sIgE measurement have been developed, such
as ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Sweden), which has been in use for more than 30 years
and is currently considered as the reference method (4, 5). Accurate determination of sIgE concentrations
is hampered by many factors such as variations in the composition of the allergenic sources (6), diversity of
physico-chemical methods used to prepare allergen extracts, possible competition by non-IgE anti-allergen
antibodies (7, 8), unwanted reactivity with clinically irrelevant cross-reactive carbohydrate determinants
(CCD) (9), and lack of result standardization (10). Initially developed to quantitate sIgE capable of binding
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to allergenic extracts, which are complex mixtures of proteins, contemporary sIgE assays also measure sIgE to
a variety of individual allergenic molecules, called molecular allergens (MA) (11). In daily practice, the impact
of these tests has been restricted to the correct identification of allergen(s) responsible for clinical symptoms
and to the estimation of the risk of severe reactions, deduced from the sensitization profile against MA (12-
14). A commonly accepted rule is that, isolated from the clinical context, sIgE values cannot discriminate
between sensitization and allergy. The capacity of sIgE values to “predict” the presence or absence of allergy
symptoms as a function of the degree of sensitization is thus constrained by interindividual variations and
the presence of co-factors (e.g. exercise, medication, concomitant infection, etc). Determination of useful
slgE threshold values, in particular for food allergens, was previously attempted in many studies using
ImmunoCAP tests and demonstrated a general lack of agreement for these values (15).

In the last three years, new contenders, like NOVEOS (Hycor, Garden Grove, CA, USA), have started
to propose new methods of sIgE measurement. NOVEOS uses biotinylated soluble allergens coupled to
streptavidin-coated magnetic beads and thus, diverge from ImmunoCAP, which is based on allergens bound
to a cellulose matrix and fluorescence signal. NOVEOS differs also from ImmunoCAP by requiring a lower
test sample volume of 4 uL, versus 40 uL.

So far, only two reports have compared analytical performances of NOVEOS and ImmunoCAP, and only
for airborne allergens. The first study compared sIgE results for 21 airborne allergens (9 extracts and 12
MA) on samples from 368 patients (16) and found a good overall correlation (Spearman’s rho: 0.65-0.96 for
extracts; 0.79-0.98 for MA). The second report compared sIgE reactivity against two mixtures of airborne
allergens, ImmunoCAP Phadiatop and NOVEOS SXO01, on a cohort of 1314 pediatric samples. Spearman’s
correlation between the data set of both methods was 0.84 (17).

However, comparison of the clinical performance of the two methods has not been addressed yet, and data
for food allergens is lacking. The main objective of this study was to determine whether the theoretical
technical advantages of NOVEOS technology can be translated into an equivalent or superior performance
to that of ImmunoCAP, in a clinical setting of food allergy.

Materials and methods
Patients and ethical considerations

Patients (n=289) were recruited between 2017 and 2021 from paediatric or adult pulmonology and allergology
departments in the Toulouse Teaching Hospital. All patients were attending for a suspicion of allergy to one or
several foods. In all patients, food allergy diagnosis was established based on open oral food challenge (OFC)
and/or anamnesis and the demonstration of sensitization to culprit foods. Blood samples were taken as part
of routine allergy diagnosis or follow-up, in agreement with current EAACI and WAO guidelines (18, 19). The
present study concerned only previously generated clinical and laboratory data and additional experiments
with excess serum, and was thus was categorized as a type 3b non-interventional research, Art. L1121-1
CSP under the French law. The study was approved by Research Ethics Committee (Comité de Protection
des Personnes ) Sud-Ouest et Outre-Mer II, for samples collected in Toulouse Teaching Hospital (sample
collection declaration DC20162804). Sera from eight patients exhibiting MUXF3-positive sIgE without a
history of food allergy, distinct from the 289 patients described above, were also selected.

Oral food challenges (OFC)

Open (single-blind) food challenges were supervised by trained practitioners using recommended threshold
cumulative doses (20). Due to risk of severe anaphylaxis or refusal, only 59% of patients were investigated
with OFC (range: 32% for shrimp-allergic to 100% for peanut-allergic patients). A negative OFC was defined
by the absence of allergy symptoms after consumption of a cumulative dose of tested food: egg white (>5 g
of cooked egg), cow’s milk (>8.5 0z/254 mL of raw milk), peanut (>8.7 g of roasted peanut Eq to 2.2 g of
protein), hazelnut (>8.7 g of roasted hazelnut Eq to 1.3 g of protein), fish (>50 g Eq to 12.5 g of protein)
or shrimp (>39 g Eq to 7.5 g of protein). Ongoing oral immunotherapy (OIT) was not considered as an
exclusion criterion, as 31% of patients were receiving OIT at time of inclusion.
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Specific IgE measurements

Specific IgE measurements were performed with both ImmunoCAP Phadia 250 (Thermo Fisher Scientific,
Phadia AB, Uppsala, Sweden) and NOVEOS (Hycor, Garden Grove, CA, USA) systems, in full compli-
ance with NF EN ISO 15189 standards (certification #8-1769). Following the initial determination by the
ImmunoCAP method, samples were kept frozen at -40degC before testing with NOVEOS. For statistical
analyses, sIgE values outside of the analyzers’ ranges of measurement (ImmunoCAP: 0.10 - 100kU, /L;
NOVEOS: 0.17 - 100 kU /L) were adjusted to 0.10 or 0.17 kU /L respectively for results below these val-
ues, or to 100 kU, /L for results >100 kU, /L. Some samples were tested after addition of a CCD-blocker
reagent (ProGlyCan MUXF3-human serum albumin, Hamosan, Ilz, Austria) at a final concentration of 20

ug/mL.

Results analysis and statistics

Analytical correlations and general agreement between NOVEOS and ImmunoCAP were calculated by using
the Spearman’s formula, Cohen'‘s kappa index, and percentage of agreement (proportion of both true positive
and true negative results). Clinical performance of specific IgE values was determined through odd-ratios
(OR; Baptista-Pike’s confidence intervals) and relative risks (RR; C.I. according to Koopman’s asymptotic
score) of presenting with allergy, and also through calculation of receiver operator curves (ROC), kappa
index, and percentages of agreement. For these analyses, individuals were categorized for each allergen and
technique into four groups: “true positives” (confirmed allergy and sIgE above the cut-off value for the
relevant allergen), “true negatives” (confirmed tolerance and sIgE below the cut-off value for the relevant
allergen), “false negative” (confirmed allergy and sIgE below the cut-off value for the relevant allergen),
and “false positive” (confirmed tolerance and sIgE above the cut-off value). All statistical calculations
were performed by using PRISM 9 (GraphPad Software, San Diego, California USA,wwuw.graphpad.com).
Significance was set at p>0.05. Optimal cut-off of sIgE values were calculated using Youden’s index (21).

Results
Patients characteristics

The study population (183/289 were males; 63%) displayed a median age of 7 years, and 246/289 (85%) were
aged 15 years or younger (Table 1). In all patients, the food allergy diagnosis was established on the basis
of open OFC and/or anamnesis. The percentage of confirmation for suspected food allergy in the cohort
ranged from 34% (egg white) to 52% (cow’s milk). Confirmed allergy to multiple foods (n>2) was reported
in 48/289 (17%) patients.

Comparison of analytical performance of ImmunoCAP and NOVEOS

Prior to analysing the clinical performance of the two methods, we compared ImmunoCAP and NOVEOS
sIgE results at the analytical level. A total of 570 comparisons were made encompassing 6 different allergen
extracts and 4 associated MA: egg white/ovomucoid (nGal d 1), cow’s milk/casein (nBos d 8), peanut/rAra
h 2, hazelnut/rCor a 14, fish and shrimp (Figure 1). The correlation between the two methods was evaluated
using the Spearman’s test which showed very high rho coefficients for both allergen extracts (r=0.92) and MA
(r=0.96) (Figure 1A, B). Using a Bland-Altman approach to test agreement between the two methods (Figure
1C, D), we observed a significant divergence (p<0.0001) between absolute differences only for values between
10 and 100 kU, /L, but not between residuals (difference/average). When considering values between 0.1
and 100 kU » /L, NOVEOS sIgE results were lower than ImmunoCAP results, by a mean of -15%, from -13%
(extracts, p<0.0001) to -17% (MA, p=0.0006).

Then, we found a very good level of agreement (x index 0.84; agreement 0.92) between the two methods
(Figure S1). Highest or lowest levels of concordance were found for egg white extract (x 1.0, agreement
1.00), and for shrimp (x 0.74) and hazelnut extracts (agreement 0.81), respectively. Next and to gain further
insight in the analysis of discordances, sIgE values were subdivided according to the sIgE reactivity classes
from class 0 ([?]0.35 kU /L) to classes 5-6 (>50 kU, /) (Figure 2A). The percentage of agreement within
classes was 72% (n = 410/570 sIgE results), while 23% (133/570) results differed by one class. Only 4.7%
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(27 results) differed by 3 to 4 IgE reactivity classes and corresponded to 25 patients (two patients were
discordant for both extract and MA).

Comparison of ImmunoCAP and NOVEOS clinical performance

We performed ROC analysis to compare clinical performance of ImmunoCAP and NOVEOS. We also selected
slgE optimal thresholds allowing optimal discrimination between food allergic and non-allergic individuals.
As presented in Table 2 and Figure S2, areas under ROC curves (AUC) were comprised from 0.79 for
hazelnut extract (ImmunoCAP f17) to 0.97 for ovomucoid nGal d 1 (NOVEOS F233). However, the mean
value of AUC was higher for NOVEOS than for ImmunoCAP (p=0.03). Next, and for setting the optimal
threshold for the 10 food allergens, Youden’s index that combines optimal sensitivity and specificity was
calculated and the optimal cut-off values for sIgE reported in Table 2. Cut-off values for ImmunoCAP and
NOVEOS were similar (mean: 6.7 £+ 3.8 kU, /L for ImmunoCAP and 4.6 +- 2.1 kU, /L for NOVEOS)
and the difference was not significant. The most divergent cut-off values were between hazelnut extract
(ImmunoCAP cut-off 16.7 kU, /L versus NOVEOS cut-off 3.6 kU, /L) and cow’s milk (ImmunoCAP cut-off
6.9 kU, /L versus NOVEOS cut-off 3.3 kU, /L). Sensitivity, specificity, positive (PPV) or negative (NPV)
predictive values were also comparable without significant difference (mean sensitivity and specificity: 81%
and 84% for ImmunoCAP and 84% and 86% for NOVEOS). The highest PPV was 95% except for egg white
extract (ImmunoCAP and NOVEOS: highest PPV=90%) (Table 2). Next, sIgE cut-offs established for the
10 food allergens were further used to discriminate allergic from non-allergic individuals by calculating OR,
RR, Cohen’s kappa coefficients, and percentages of agreement between each method and patients’ status. As
presented in Figure 3, a strong association between sIgE results and clinical status was reported for the 10
allergens. The overall values of RR (4.1 for ImmunoCAP versus 4.6 for NOVEOS), OR, kappa and agreement
were higher for NOVEOS than for ImmunoCAP when data from all 10 allergens were pooled, as well as when
only allergen extracts were considered (Table S1). However, these differences were not significant. For the
four MA, OR and RR were higher for ImmunoCAP than for NOVEOS, while agreement and kappa indexes
were identical with both techniques (Table S1). In addition, both techniques were associated with better
OR, RR, agreement and kappa indexes for MA than for allergen extracts (Table S1). Considering individual
allergens (Table S2), cow’s milk sIgE results (extract and casein nBos d8) were associated with the highest
RR (8.2), OR (>100), percentages of agreement (90-92%) and kappa indexes (0.80-0.83). The lowest values
were obtained with ImmunoCAP peanut extract (RR: 2.7; kappa: 0.49; agreement: 75%) and hazelnut
extract (RR: 2.6 for NOVEOS).

Cohen’s Kappa index showed a “good” (0.61-0.80) or “very good” (0.81-1) degree of association for 6 out of 10
allergens tested for InmunoCAP as compared to 8/10 for NOVEOS (Table S2, p=0.035, Wilcoxon test). In
addition, percentages of agreement were above 80% for 9 out of 10 allergens tested with NOVEOS while this
was true for 7 out of 10 allergens tested with InmunoCAP (Table S2). Overall, comparing kappa indexes and
agreement for 10 allergens (i.e. 20 comparisons), values were more frequently higher for NOVEOS (11/20)
than for ImmunoCAP (2/20).

Finally, thirty-one non-allergic patients present with a class “1” or class “2” sIgE results (0.35 to 3.5 kU 5 /L)
with ImmunoCAP, but have a class “0” ([?]0.35 kU, /L) NOVEOS result (p<0.0001, Figure 2B), while there
is no significant difference between the two methods for allergic patients with low sIgE results (Figure 2C).

Origin of discordances between ImmunoCAP and NOVEOS

The 27 most divergent sIgE results from Figure 2A are shown in detail in Figure S3. As most discordant
results concerned plant allergens (18/27), we investigated two possible causes. The first potential explanation
is the spiking of ImmunoCAP but not NOVEOS hazelnut extract with Cor a 1, a member of the PR-10 MA
family (22). Thus, we assayed the 53 hazelnut-sensitized samples for anti-Cor a 1 sIgE using the Cor a 1
NOVEOS reagent F428. Sera with high concentrations of anti-Cor a 1 sIgE (>10 kU, /L; range 11 to >100
kU /L, n = 12) were excluded from new ROC curves calculation. The new AUC were 0.81 for ImmunoCAP
and 0.84 for NOVEOS (data not shown), compared to previous values of 0.79 for InmunoCAP and 0.82 for
NOVEOS before removal of the anti-Cor a 1 sIgE-positive samples. Cut-off values were unchanged (16.7 for
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ImmunoCAP versus 3.6 for NOVEOS).

The second potential cause for discordant results resides in CCD displayed by plant allergens. We hypoth-
esized that peanut or hazelnut positive results obtained using ImmunoCAP but not NOVEOS were related
to IgE reactivity against CCD. We were able to test 11 samples (out of 25) for CCD IgE reactivity by
using ImmunoCAP 0214 reagent and found that 8/11 samples possessed anti-MUXF3 IgE. We then used
a reagent blocking CCD antibody reactivity (MUXF3-HSA, ProGlyCan reagent from Hamosan) for the
three samples which were the most discordant for peanut (1 patient) and hazelnut extracts (2 patients).
CCD-blocker reagent abolished ImmunoCAP reactivity against peanut and hazelnut extracts for these three
samples, while testing these same samples with NOVEOS revealed no reactivity to peanut or hazelnut ex-
tracts, without adding the CCD-blocker (Table 3). In order to confirm these results in a different setting, we
selected MUXF3-positive samples from 8 adult patients with Hymenoptera venom sensitization but without
a history of food allergy. All these samples showed sIgE reactivity against ImmunoCAP hazelnut extract,
but no or very low reactivity against NOVEOS hazelnut extract. The ImmunoCAP reactivity was abolished
or strongly reduced after addition of the CCD-blocker reagent (Table 3).

Discussion

We report here the compared performance of two sIgE platforms and their clinical cut-offs for 10 common
food allergens. Clinical cut-offs for sIgE have been previously proposed multiple times, in particular for
food allergens, as indicators of the probability of presenting with allergic symptoms, rather than thresholds
accurately predicting the occurrence of symptoms (14, 23, 24). Thus, the quantitative nature of sIgE
measurements is essential for allergy diagnosis, and physicians must be aware of the characteristics of the
employed methods. Indeed, several routine methods of sIgE quantitation co-exist, because they belong
to successive generations and to different times of availability for clinical use. First generation tests were
radioimmunoassays which used an anti-IgE reagent labelled with a radio-isotope, usually'?°I: the RAST
(RadioAllergoSorbent Test, Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Sweden ) was commercialized in 1974 (25).
The main second-generation test is based on the ImmunoCAP technology (originally from Pharmacia AB,
now ThermoFisher Scientific), where allergens are covalently attached to a nitrocellulose sponge (4). Third
generation sIgE tests are represented by the IMMULITE 2000 system (Siemens Healthcare SAS, Saint-
Denis, France), which uses biotinylated soluble allergens bound to a large diameter (25mm) avidin-coated
unique bead, and a chemiluminescent signal is used for detection (26). Recently (2020), fourth-generation
technologies for sIgE determination were made available (NOVEOS, Hycor, Garden Grove, CA, USA and
IDS-iSYS, Bolton, UK), differing from third generation tests through the use of biotin-labelled allergens
bound to avidin micro-beads and chemiluminescent detection (16, 27).

We found that NOVEOS sIgE results were significantly lower than those obtained with ImmunoCAP, by a
mean value of 15%. This discrepancy is not due to a defect in the linearity of NOVEOS technology (28) which
is similar to that of ImmunoCAP (27). The differences we observed between the two methods could be due to
an underestimation by NOVEOS, to an overestimation by ImmunoCAP, or both. Significant discrepancies
had been reported previously between ImmunoCAP and Immulite, a third-generation technology developed
by SIEMENS (29). It is notable that our data show very few differences for low values (0.1 to 1 kU /L).
These levels of sIgE are important for early detection of sensitization against food allergens in children (30,
31). By contrast, if the two methods produce significantly different results for high sIgE concentrations,
these discrepancies are of lesser clinical significance, especially if they are greater than the clinically relevant
cut-offs.

For clinical performance, NOVEOS is better able to exclude allergy in sensitized individuals having low sIgE
values (0.35-3.5 kU /L) and we also found some false positive results in non-allergic patients tested with
ImmunoCAP for peanut and hazelnut extracts. Despite these discrepancies, we report that NOVEOS and
ImmunoCAP have mostly similar performance for discriminating between food allergic and food tolerant
individuals. It is impossible to determine clinically relevant universal thresholds of sIgE concentrations
due to important variations from one population to another one. For example, the cut-off for rAra h 2
sIgE concentration in peanut allergy varies from 0.10 to 42.2 kU, /L between studies (15). However, the
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establishment of “local” clinical cut-offs is of utmost importance for the management of a given population
of patients including the design of OFC protocols. In support of this assertion, a 2002 study conducted
in our center found a clinical threshold for ImmunoCAP peanut extract sIgE (cut-off of 15kU, /L with
95% specificity and 44% sensitivity) which was similar to the values we report here (cut-off of 14kUy /L,
86% specificity and 51% sensitivity) (24). Thus, cut-off values can be established for a given population
on the condition of using similar protocols and seem to be stable for extended periods (20 years in this
example). Our study further supports that sIgE measurements by both ImmunoCAP and NOVEOS, are
highly informative on the risk of allergy in the patients we studied based on OR values >10 and RR>2.

We investigated two potential causes of discrepancies in clinical performance between NOVEOS and Im-
munoCAP with hazelnut and peanut extracts, namely Cor a 1 spiking of ImmunoCAP hazelnut extract
and the presence of CCD. While Cor a 1 spiking of ImmunoCAP hazelnut extract did not contribute to
clinical performance discrepancies, CCD did. Thus, our study supports the view that glycosylated epitopes
are more accessible to sIgE with ImmunoCAP than with NOVEOS. This could be due to the avidin-coated
beads and the biotinylation of NOVEOS allergens. Another possibility is that anti-CCD sIgE react both
with CCD determinants on allergen molecules and also with the nitrocellulose sponge matrix on Immuno-
CAP (32, 33). Unlike the animal-derived galactose-o-1,3-galactose epitope, plant CCD (e.g. MUXF3), are
currently considered devoid of clinical relevance in allergy (34). This could explain our findings of better
sIgE - confirmed plant food allergy correlation with NOVEOS than with ImmunoCAP. For recombinant MA
which are non-glycosylated in both systems we found similar clinical performance as expected.

There are several limitations to our study. Firstly, this is a retrospective, monocentric study. Secondly,
the population was mainly comprised of children (85%). In addition, and depending on the allergen, the
percentage of patients under a strict avoidance diet varied from 12% (peanut) to 53% (seafood) and an OFC
was not systematically performed for food allergy diagnosis, except for peanut. On the other hand, our study
encompasses a large number of comparisons including both extracts and molecular food allergens. Moreover,
the heterogeneity of the patients and of their therapeutic protocols mirrors our regular clinical practice.

In conclusion, we demonstrate here that, for 10 common food allergen extracts and molecules, assayed in
a large pediatric cohort, sIgE determination performed with NOVEOS or with ImmunoCAP are highly
correlated with and predictive of the actual diagnosis of food allergy or tolerance. Despite a ten-fold lower
test sample volume requirement (4 pL) compared to ImmunoCAP (40 pL), NOVEOS has an overall better
capacity to identify patients at risk of allergy versus asymptomatic sensitization (p=0.03 when AUC are
compared). Further confirmatory studies are warranted including more allergens (i.e. other food allergens,
respiratory, venom, drugs) and both adult and pediatric patients from other geographical areas.
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FIGURE 1 Correlation between ImmunoCAP™ and NOVEOS results.

A, C: allergen extracts (337 data points); B, D: molecular allergens (233 data points); r is
Spearman’s rho; C, D: Bland-Altman plots showing sIgE concentration from NOVEOS are on
average 13% (extracts) to 17% (MA) below ImmunoCAP sIgE values, for results above 0.17
kUA/L.

FIGURE 2 Global clinical performance of InmunoCAP™ and NOVEOS.

A, Results from both methods were grouped into IgE reactivity classes and the number of data
points is indicated for all combinations of NOVEOS and ImmunoCAP™ results; red: allergic
patients; blue: non-allergic patients; circles: extracts, squares: MA. B, C, contingency tables
and Fisher’s exact tests for non-allergic (B) or allergic (C) patients with low sIgE results

(classes 0, 1 or 2).

FIGURE 3 Relative risk (A), odd-ratio (B), kappa index (C) and percentage of agreement (D)

of clinical allergy assessed from sIgE levels.

Individuals were categorized according to their allergic status and to the sIgE cut-off for each
allergen. Contingency tables were analyzed (Fisher's exact test) to evaluate odd-ratio (A,
Baptista-Pike) and relative risk (B, Koopman) of presenting with clinical allergy depending on
specific IgE levels. The degree of agreement between sIgE results and clinical status is shown
in C (Cohen’s kappa index) and D (% of agreement: true positives + true negative / total number
of tests). ImmunoCAP™: red circles; NOVEOS: blue squares; molecular allergens are
underlined; dashed lines show accepted thresholds for clinical pertinence: RR>2, OR>10, kappa
index rankings for the degree of agreement with clinical status: 3 (moderate), 4 (good), 5 (very

good), and % of agreement > 80%.
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Number of Median age Patients Strict

Allergen patients (1QR) Sex ratio with OFC avoidance (1) Allergic
Peanut 76 8 (6-11) 1.6 76 /76 12% 43%
Cow’s milk 60 7 (2-19) 2.0 31/60 28% 52%
Egg white 44 3(2-6) 2.6 30/ 44 18% 34%
Hazelnut 53 6 (4-10) 2.3 20/53 39% 36%
Fish 51 9 (4-13) 1.7 24 /51 53% 43%
Shrimp 53 10 (6-15) 1.0 17 /53 53% 45%

All patients 289 7 (4-12) 1.7

TABLE 1 Demographics and clinical status of patients.

A total of 289 patients were studied; 48/289 individuals (17%) presented with 2 or more food
allergies and were tested for the corresponding allergens. (V): percentage of patients following
a strict avoidance diet. @: allergic status was assessed either through simple-blind OFC, or

through anamnesis for patients who were not explored by OFC.

100



Allergen, code V) Type@ Method ¥ AUC Cut-Off Sensitivity Specificity PPV NPV  295% PPV

Peanut, f13 E | 0.81 5.5 73% 77% 70% 79% 37.8
Peanut, FO13 E N 0.85 7.6 73% 91% 85% 81% 19.8
Peanut rAra h 2, f423 M | 0.87 2.3 76% 91% 86% 83% 6.1
Peanut rAra h 2, F423 M N 0.89 1.8 82% 88% 84% 87% 3.7
Egg white, f1 E | 0.89 6.0 93% 72% 63% 95% 25.84)
Egg white, FO01 E N 0.90 6.5 93% 72% 63% 95% 26.74
Egg white nGal d 1, f233 M | 0.95 5.0 87% 93% 87% 93% 10.2
Egg white nGal d 1, F233 M N 0.97 2.9 100% 83% 75% 100% 7.4
Cow's milk, f2 E | 0.94 6.9 97% 83% 86% 96% 49.2
Cow's milk, FO02 E N 0.94 33 100% 83% 86% 100% 48.2
Milk casein nBos d 8, f78 M | 0.95 6.4 97% 86% 88% 96% 48.2
Milk casein nBos d 8, FO78 M N 0.94 4.3 97% 86% 88% 96% 48.2
Hazelnut, f17 E | 0.79 16.7 65% 86% 72% 80% 52.8
Hazelnut, FO17 E N 0.82 3.6 90% 70% 64% 92% 56.3
Hazelnut rCor a 14, f439 M | 0.87 5.6 65% 100% 100% 83% 5.6
Hazelnut rCor a 14, F439 M N 0.87 4.2 70% 97% 93% 85% 6.2
Fish, f3 E | 0.87 7.7 72% 90% 84% 81% 37.0
Fish, FOO3 E N 0.88 6.5 73% 93% 89% 82% 28.0
Shrimp, f24 E | 0.85 3.6 92% 69% 71% 91% 40.0
Shrimp, F024 E N 0.86 3.5 83% 79% 77% 85% 16.0

TABLE 2 Summary of ImmunoCAP™ and NOVEOS clinical performance.

Cut-off values (kUA/L) correspond to optimal correlations between sIgE dosages and clinical
status (highest Youden index). PPV, NPV: positive / negative predictive values. sIgE
concentrations associated with PPV above 95% are in kUA/L. Phadia {17 is supplemented with
rCor a 1 (PR-10). (1) Allergen source and identification; (2) E: allergen extract, M: molecular;
(3) I: ImmunoCAP™ (ThermoFisher), N: NOVEOS (Hycor); (4) maximum PPV = 90%.
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ImmunoCAP™ NOVEOS
Allergen CCD-blocker

Sample # Age (y) Sex MUXF3* extract without with without
1 8 M 2.98 peanut 23.10 <0.1 <0.1
2 13 F 8.43 hazelnut 13.4 0.13 0.17
3 9 M 1.81 hazelnut 3.27 0.22 0.22
4 67 M 1.15 hazelnut 0.46 <0.1 <0.1
5 71 M 2.19 hazelnut 0.60 <0.1 <0.1
6 70 F 1.63 hazelnut 3.96 <0.1 <0.1
7 46 M 15.7 hazelnut 4.87 0.80 <0.1
8 78 M 8.30 hazelnut 20.0 <0.1 0.80
9 34 M 3.50 hazelnut 1.95 <0.1 <0.1
10 32 M 9.29 hazelnut 14.6 0.14 0.15
11 26 M 44.0 hazelnut 7.04 0.17 <0.1

TABLE 3 MUXF3-positive samples show reactivity against peanut or hazelnut extracts with

ImmunoCAP™ f13/f17 reagents, but not with NOVEOS FO13/F017.

Samples #1 - 3 were from this study and were chosen for their discordance between

ImmunoCAP™ and NOVEOQS results for peanut or hazelnut extract (positive with

ImmunoCAP™ versus negative /very low for NOVEQOS). Patients #4-11 are not from the main

study and were selected for their MUXF3-positivity during routine testing for sensitization

against hymenoptera venom. CCD-blocker reagent (MUXF3-HSA) was added at a final
concentration of 20 pg/mL. *: MUXF3 sIgE were measured using ImmunoCAP™ 0214. All

values are in kUa/L
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Supplementary Figure 1

Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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FIGURE S1 Agreement between NOVEOS and ImmunoCAP™ results.

Cohen’s kappa index and percentage of agreement were calculated for each tested allergen.
Results were considered to be in agreement when sIgE results from the two methods were both
below or above their respective cutoffs listed in Table 2.

FIGURE S2 ROC curves for ImmunoCAP™ and NOVEOS.

blue: ImmunoCAP™ ROC curves; Red: NOVEOS ROC curves; A. egg white f1 (dashed), nGal
d 1 ovomucoid (solid); B. cow’s milk extract f2 (dashed), nBos d 8 casein {78 (solid); C. peanut
extract f13 (dashed), rAra h 2 423 (solid); D. hazelnut extract f17 (dashed), rCor a 14 439
(solid); E. fish meat extract {3, F. shrimp extract f24. ROC curves’ AUC are listed in Table 2.

FIGURE S3 Analysis of large discordances between NOVEOS and ImmunoCAP™ results.

The ImmunoCAP™ and NOVEOS sIgE values which were discordant by at least 2 IgE
reactivity classes are shown (n = 27 results out of 570 sIgE dosages). For a given allergen, the
sIgE result is shown as the ratio of the sIgE concentration (in kU /L) divided by the the optimal
cut-off for that allergen (as specified in Table 2), where a value of 1 corresponds to the cut-off
value. Patients are categorized as "allergic" (red symbols) or "non-allergic" (blue symbols).
Arrows designate extracts and MA results from the same two patients. Asterisks designated the
three patients tested with a CCD-inhibitor (patients #1, 2 and 3 in Table 3).

Discordant sIgE results were for peanut extract (n = 6), rAra h 2 (n=4), hazelnut extract (n=5),
rCor a slgl4 (n=3), fish (n=4) and shrimp extracts (n=5). Using the cut-off values established
above, nine patients were miss-categorized as “allergic”, four by NOVEOS and five by
ImmunoCAP™. Two allergic patients were correctly categorized by one method but not by the
other: one patient allergic to shrimp was above the InmunoCAP™ cut-off for this allergen, but
below the NOVEOS cut-off, and one patient allergic to hazelnut was above the NOVEOS cut-
off (for both hazelnut extract and rCor a 14) but below the InmunoCAP™ cut-off. Finally, one
patient allergic to hazelnut was miss-classified (below clinical cut-offs) by both methods and
both hazelnut allergens (rCor a 14 and extract).
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% of k

Method Allergens 0.R. (95% ClI) R.R. (95% Cl) agreement index
ImmunoCAP all 25.1(15.9 - 38.8) 4.1(3.4-5.6) 84% 0.66
Noveos all 33.0(20.5-52.1) 4.6 (3.6-5.9) 85% 0.70
ImmunoCAP extracts 17.4 (10.1-30.1) 34(26-4.5 80% 0.60
Noveos extracts 25.1(13.7-44.8) 4.0(3.0-5.4) 83% 0.66
ImmunoCAP  moleculars 55.8 (24.2-127) 7.9 (4.6 -14.4) 88% 0.75
Noveos moleculars  52.5(23.7-108) 6.1(3.9-9.8) 88% 0.75

TABLE S1 Odd ratios and relative risks of clinical allergy assessed from sIgE concentrations.

Contingency tables were established by regrouping results according to clinical status and
allergen cut-offs. OR (Baptista-Pike), RR (Koopman) and kappa index (Cohen) were
calculated, separately for ImmunoCAP™ and NOVEOS methods, and for allergens extracts (f1,
2, 13, f13, f17, £24), molecular allergens (233, £78, {423, f439) or for all allergens. Percentage
of agreement between sIgE dosages and cinical status was calculated as follows: (true positives
+ true negatives)/total number of patients.
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f1 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index FOO01 NOVEOS Non allergic ~ Allergic % agreement

<6 KUa/L 21 1 80% 0.59 < 6.5 KUa/L 21 1 80%
> 6 KUa/L 8 14 > 6.5 KUa/L 8 14
p<0.0001 OR=36.7 RR=2.6 p<0.0001 OR=36.7 RR=2.6
f233 ImmunoCAP Non allergic  Allergic % agreement « index F233 NOVEOS Non allergic ~ Allergic % agreement
<5 KUa/L 27 2 91% 0.80 < 2.9 KUa/L 24 0 89%
> 5 KUa/L 2 13 > 2.9 KUa/L 5 15
p<0.0001 OR=87.7 RR=7 p<0.0001 OR=NC RR=4.0
f2 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index F002 NOVEOS Non allergic ~ Allergic % agreement
< 6.9 KUa/L 24 1 90% 0.80 < 3.3 KUa/L 24 0 92%
> 6.9 KUa/L 5 30 >3.3KUa/L 5 31
p<0.0001 OR=144.0  RR=6.7 p<0.0001 OR=NC RR=7.2
f78 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index FO78 NOVEOQS Non allergic  Allergic % agreement
< 6.4 KUa/L 25 1 92% 0.83 < 4.3 KUp/L 25 1 92%
> 6.4 KUa/L 4 30 > 4.3 KUa/L 4 30
p<0.0001 OR=187.5  RR=8.2 p<0.0001 OR=187.5  RR=8.2
f13 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index FO13 NOVEOS Non allergic  Allergic % agreement
< 5.5 KUa/L 33 9 75% 0.49 < 7.6 KUa/L 39 9 83%
> 5.5 KUa/L 10 24 > 7.6 KUa/L 4 24
p<0.0001 OR=8.8 RR=2.7 p<0.0001 OR=26.0 RR=5.7
f423 ImmunoCAP Non allergic  Allergic % agreement « index F423 NOVEOS Non allergic  Allergic % agreement
< 2.3 KUa/L 39 8 34% 067 < 1.8 KUa/L 38 6 36%
> 2.3 KUa/L 4 25 > 1.8 KUa/L 5 27
p<0.0001 OR=30.5 RR=6.0 p<0.0001 OR=34.2 RR=5.5
F17 ImmunoCAP Non allergic  Allergic % agreement « index FO17 NOVEOQS Non allergic  Allergic % agreement
< 16.7 KUa/L 28 7 77% 051 < 3.6 KUa/L 23 2 77%
>16.7 KUa/L 5 13 > 3.6 KUa/L 10 18
p=0.0001 OR=10.4 RR=2.9 p<0.0001 OR=20.7 RR=2.6
f439 ImmunoCAP Non allergic  Allergic % agreement « index F439 NOVEOS Non allergic  Allergic % agreement
< 5.6 KUa/L 33 7 37% 0.70 < 4.2 KUp/L 32 6 87%
> 5.6 KUa/L 0 13 > 4.2 KUa/L 1 14
p<0.0001 OR=NC RR=NC p<0.0001 OR=74.7  RR=12.6
f3 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index FO03 NOVEOS Non allergic ~ Allergic % agreement
< 7.7 KUa/L 26 6 829% 063 < 6.5 KUa/L 27 6 849%
> 7.7 KUa/L 3 16 > 6.5 KUa/L 2 16
p<0.0001 OR=23.1 RR=5.1 p<0.0001 OR=36.0 RR=7.4
f24 ImmunoCAP  Non allergic  Allergic % agreement « index F024 NOVEOS Non allergic  Allergic % agreement
< 3.6 KUa/L 20 2 79% 0.59 < 3.5 KUa/L 23 4 81%
>3.6 KUa/L 9 22 > 3.5 KUa/L 6 20
p<0.0001 OR=24.4 RR=3.1 p<0.0001 OR=19.7 RR=3.7

TABLE S2 Contingency tables and analysis (Fisher's exact test) to evaluate odd-ratio (Baptista-Pike) and relative
risk (Koopman) of presenting with clinical allergy depending on specific IgE levels.

For each allergen, optimal cut-off values from Table 1 are indicated on the left and the number of patients above
or below that value is shown for the two categories of allergic or non-allergic patients. OR=odd-ratio; RR=relative
risk; NC=not calculable. p values are from Fisher's exact test.
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ABSTRACT

We compared in 289 patients the specific IgE assays of 10 allergens carried out on 2
analyzers: NOVEOS (Hycor) and PHADIA250 (Thermofisher). The allergens studied
are: peanut (f13 extract and rAra h 2 f423), cow's milk (f2 extract and f78 casein), hazelnut
(f17 extract and rCor a 1 f439), egg white (extract fl1 and 233 ovomucoid), fish (f3 extract)
and shrimp (f24 extract). Our results demonstrate an analytical concordance between the
two analyzers (rho>0.9) with slightly lower values for NOVEOS (-15%). The optimal
thresholds of specific IgE values have been calculated and are correlated with allergy
(NOVEOS: relative risk 4.3, odds-ratio 33.0, agreement 85% ; ImmunoCAP: relative risk
4.1, odds-ratio 25.1, agreement 84%). NOVEOS is less affected by cross-reactivity due to
carbohydrate determinants, while requiring a sample volume ten times lower than

PHADIA.
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Analyse comparative et performance clinique de deux méthodes de dosage des IgE
spécifiques : ImmunoCAP™ (Thermofisher) et NOVEOS (Hycor)

Présentée et soutenue publiquement par : Benjamin TROUCHE--ESTIVAL

RESUME

Nous avons comparé chez 289 patients les dosages d’IgE spécifiques de 10 allergénes réalisés
sur 2 automates : NOVEOS (Hycor) et PHADIA250 (Thermofisher). Les allergénes étudiés sont :
I'arachide (extrait f13 et rAra h 2 f423), le lait de vache (extrait f2 et la caséine f78), la noisette
(extrait f17 et rCor a 1 f439), le blanc d’ceuf (extrait f1 et ovomucoide f233), le poisson (extrait
f3) et la crevette (extrait f24). Nos résultats démontrent une concordance analytique entre
les deux automates (rho>0.9) avec des valeurs légérement plus basses pour NOVEOS (-15%).
Les seuils optimaux de valeurs d’IgE spécifiques ont été calculés et sont corrélés a I'allergie
(NOVEOS : risque relatif 4,3, odd-ratio 33,0, concordance 85% ; ImmunoCAP™ : risque relatif
4,1, odd-ratio 25,1, concordance 84%). NOVEOS est peu affecté par la réactivité croisée due
aux déterminants glucidiques, tout en nécessitant un volume d'échantillon dix fois inférieur
au PHADIA.
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