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RESUME

Le dosage des immunoglobulines de type E (IgE),
dites spécifiques des réactions d’hypersensibilité IgE
dépendantes, fait maintenant partie intégrante du
diagnostic étiologique de I'allergie. Dans les années
1990, le clonage et la caractérisation des allergénes
moléculaires et I'évolution paralléle des technolo-
gies de type « microarray » ont conduit au dévelop-
pement des premiéres biopuces multi-allergéniques.
Ces tests ont ainsi permis d’établir des profils de
sensibilisation pour chaque patient en recherchant
simultanément des IgE spécifiques dirigées contre
plus de 100allergeénes différents, ce qui a été une
avancée majeure sur le plan épidémiologique et dia-
gnostique. Néanmoins, ces technologies présentent
quelques limites, concernant notamment la sensi-
bilité et la quantification (tests semi-quantitatifs).
En raison de leur colt, de leurs avantages et incon-
vénients, les biopuces multi-allergéniques doivent
étre réservées a des indications cliniques parti-
culiéres, notamment chez les patients polysensibili-
sés présentant des allergies multiples ainsi que pour
I'exploration d’anaphylaxies idiopathiques.

ABSTRACT

Multiallergenic microarrays
The immunoglobulin E-type (IgE) assay, so-called specific for IgE-dependent
N hypersensitivity reactions, is now an integral part of the etiological diagnosis

Mors cLEs . o
. o of allergy. In the 1990s, the cloning and characterization of molecular allergens
;I.Ier'gene moléculaire and the parallel evolution of microarray technologies led to the development
iopuce

of the first multi-allergenic biochips.These tests have made it possible to esta-
blish sensitization profiles for each patient by simultaneously searching for
specific IgE directed against more than 100 different allergens which has been
a major breakthrough in epidemiological and diagnostic terms. Nevertheless,

composant moléculaire
IgE spécifique

Keyworps . B . : o
component resolved these .techrfologles have some !lmltatlons, especially concerning sensitivity and
diagnosis quantification (semi-quantitative assays). Due to their cost, advantages and
molecular allergens disadvantages, multi-allergenic biochips must be reserved for particular clinical
biochip indications, especially in polysensitized patients with multiple allergies and for
specific IgE the exploration of idiopathic anaphylaxis.
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D Historique : de la détection
des IgE dans le sérum aux
biopuces

Les technologies de microarrays sont apparues rela-

tivement récemment dans le diagnostic de I'allergie,

ouvrant les portes a la détection simultanée d’IgE
spécifiques dans le sérum de patients vis-a-vis d’un
large panel d’allergenes.Toutes les techniques actuel-

lement développées reposent sur le méme principe:
immobilisation des allergénes sur un méme support,

mise en contact avec le sérum du patient et révéla-
tion a 'aide d’un anticorps marqué. La premiere
publication sur le sujet remonte a 2002 [I].
La technologie utilisée consistait a
immobiliser 94 allergénes molé-
culaires, natifs et recombinants
sous forme de microspots sur
une lame de verre. La surface de
cette lame était rendue réactive
aux amines en utilisant du silane
conventionnel revétu d’un poly-
meére aminoréactif permettant
une fixation covalente efficace
des protéines et une accessibi-
lité optimale aux anticorps (VBC-
Genomics, Vienne). Aprés une pre-
miere phase d’incubation avec le sérum
d’un patient et une phase de lavage pour

éliminer les protéines non fixées, la révélation
s’effectuait avec un anticorps anti-IgE marqué avec
un fluorochrome (anticorps monoclonal murin anti-
IgE marqué avec de I’Alexa fluor 546). Aprés un
second lavage, la fluorescence émise était détectée
a l'aide d’un scanner (laser et photomultiplicateur)
permettant ainsi de déterminer la
spécificité des IgE présentes dans
le sérum du patient et d’établir un
profil de sensibilisation. Sur la base
de cette approche, un codévelop-
pement avec Phadia a conduit a la
biopuce Isac (Immuno Solid-phase
Allergen Chip).

disponible

e

D Tests actuellement
disponibles

Le test Immunocap Isac (Thermo
Fisher Scientific) a été la premiere
biopuce multi-allergénique dis-
ponible sur le marché en France.
Le nombre d’allergénes pré-
sents sur ce test a augmenté pro-
gressivement au fil des années.

N

Le test Immunocap
Isac a éte la premiére
biopuce multi-allergénique

en France

Dossier scientifique
La biologie de lallergie

En 2008, ce test permettait la recherche d’une sen-
sibilisation vis-a-vis de 103 allergénes moléculaires
(natifs et recombinants) (figure ). Ce test est main-
tenant constitué de |12 allergénes fixés sous forme
de spots (diamétre env. 200 pm) en triplicats sur une
lame de verre. Chaque lame comprend quatre sites
réactionnels permettant de réaliser quatre tests. La
technologie utilisée est semblable a celle décrite
dans le paragraphe précédent. La quantité d’aller-
géne par spot est d’environ 50a 200 femtogrammes
(I a2 pg pour les tests unitaires en moyenne). La cali-
bration s’effectue a l'aide d’'un sérum standard, testé
comme un sérum de patient a chaque nouveau lot
ou tous les trente jours. Ce sérum standard
est un sérum de patient, déplété en IgE,
contenant un mélange de 14 anticorps
monoclonaux chimériques homme/
souris. Ces anticorps, ayant une
partie constante Fc epsilon
humaine, sont dirigés contre
14 allergénes moléculaires dif-
férents. Leurs concentrations
sont connues et choisies pour
couvrir ’étendue de la gamme
de mesure. Ce sérum est éta-
lonné de maniere croisée, a I'aide
des tests unitaires qui sont eux-
mémes rattachés par interpolation
a la seconde préparation internationale
de référence (IRP) 75/502 ou a la troisiéme
norme internationale |1/234 équivalente de I'Orga-
nisation mondiale de la santé (OMS) pour I'immuno-
globuline E du sérum humain. Ainsi, pour un sérum
donné, la fluorescence émise pour chaque allergéne
est rapportée a la courbe d’étalonnage et permet

sur le marché
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Figure 1. Test Isac.
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Figure 2. Test Alex.
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d’évaluer de maniére semi-quantitative la quantité d’IgE
spécifiques de cet allergéne qui est exprimée en unité
arbitraire: ISU-E.

Basée sur cette méme technologie, la biopuce MedALL
(Mechanisms of the Development of Allergy) a été déve-
loppée dans le cadre du projet européen du méme
nom, pour la surveillance et le suivi des profils de sen-
sibilisation IgE/IgG vis-a-vis de plus de 170 composants

Tableau 1. Principales caractéristiques

des tests Alex et Isac.

e

Macro Array Diagnostics

Allergénes moléculaires 184 112
Extraits allergéniques 118 0
Quantité protéines/spot 2a20ng 50 a 200 fg
Dosage IgE totales Ga 2500L(I)ikU L) Non
Blocage des CCD Oui Non
Volume prise essai 100 L 30 pl
Colorimétrie, Fluorescence
Mode de lecture amplification sans
enzymze amplification

Colt scanner <5000 euros | > 30000 euros

Minimum de test(s) | 4
par run

Nombre de spot(s) | 3
par allergene

Ajout d'allergénes Aisée Difficile
Colt du test + ++
Praticabilité du test +++ ++
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moléculaires dans des cohortes de naissance. Cette
biopuce avait la particularité de présenter une meil-
leure sensibilité, en comparaison au test Isac [2,3].
Le test Alex (Macro Array Diagnostics) est apparu
beaucoup plus récemment sur le marché. Ce test est
composé a la fois d’extraits et d’allergénes molécu-
laires. La prise d’essai de sérum est légérement plus
importante que celle de I'lsac (100 pL vs 30 pL), mais
ce test présente un nombre plus important d’aller-
génes (302: |18 extraits et 184 allergénes molécu-
laires). Ces allergénes sont fixés sur des nanobilles
immobilisées en spot unique sur une membrane de
nitrocellulose, cette membrane étant elle-méme fixée
sur une cartouche rectangulaire (figure 2). Chaque
cartouche permet la réalisation d’un test, de maniere
indépendante. L'utilisation de nanobilles permet d’opti-
miser la stratégie de couplage pour chaque allergéne
et ainsi d’optimiser la présentation de cet allergéne
aux IgE spécifiques. Lors de la premiére étape d’incu-
bation, un réactif, contenant des résidus glucidiques de
la broméline fixés a I'albumine, permet d’inhiber les
IgE dirigées contre les déterminants carbohydrate ou
Cross-Reactive Carbohydrate Determinants (CCD). Cela
permet de s’affranchir des positivités liées a ces Igk
observées pour les allergénes glycosylés. La quantité
d’allergéne par spot est d’environ 2 a 20 ng. Le mode
de révélation est colorimétrique (anticorps monoclo-
naux murins anti-IgE couplés a une enzyme, la phos-
phatase alcaline, activant un substrat colorimétrique:
BCIP/NBT). La lecture des spots colorés est ensuite
réalisée a I'aide une caméra. Les résultats du test Alex
sont semi-quantitatifs et exprimés en kUA/L. lls sont
calculés a 'aide des données d’étalonnage spécifiques
a chaque lot, normalisées par rapport a une courbe
de référence, qui sont intégrées dans le code-barres
de chaque cartouche. Les paramétres de courbe pour
chaque lot sont ajustés a I'aide de tests de référence
internes réalisés avec une préparation de sérum testée
sur ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific) contenant
des IgE spécifiques dirigées contre plusieurs allergénes.
Les résultats Alex sont donc indirectement rattachés
a la préparation de référence OMS |1/234 pour I'lgE
totale. Ce test permet également d’évaluer la concen-
tration en IgE totales, qui reste une estimation a
I’heure actuelle. Pour connaitre la concentration en
IgE totales de maniére précise, il est conseillé de réa-
liser un dosage en test unitaire.

Le tableau I résume les principales caractéristiques
des tests Isac et Alex.

La technologie du test Faber a été également déve-
loppée par MacroArray Dx. Les allergenes, au nombre
de 244 (122 extraits allergéniques et 122 composants
moléculaires) sont également couplés a des nanobilles
(apres activation chimique). Les détails de la technique
ne sont pas divulgués par le fabricant. Ces tests ne sont
réalisés que par le Caam (Centri Associati di Allergologia
Moleculare) en Italie.



Parmi les autres tests existants, le Microtest DX est
un test permettant de rechercher des IgE spécifiques
dirigés contre 26 composants moléculaires simulta-
nément. Il est entierement automatisé et requiert lui
aussi une faible quantité de sérum (100 pL). Linstru-
ment permet de traiter cinq biopuces simultanément
et le systéme de lecture est un fluorimétre permettant
d’obtenir des résultats semi-quantitatifs [4].

D’autres tests sont également en développement et/ou
ont fait I'objet de publications [5,6].

D Performances analytiques

Au cours du développement de ces biopuces, et lors
de leur mise sur le marché, il a été nécessaire de
s’assurer que ces tests aient des performances
analytiques satisfaisantes, notamment en
termes de spécificité, sensibilité et de
reproductibilité.

Ces microtechnologies nécessitent
des optimisations pour préserver
la fonctionnalité des protéines et
maintenir I'accessibilité des épi-
topes allergéniques aux IgE, tout
en minimisant le bruit de fond et
avec une amplification du signal
suffisante. Du fait de propriétés
intrinseéques propres a chaque
allergéne (taille, charge, solubilité,
structure tridimensionnelle), cette
optimisation est plus complexe pour les
tests multiparamétriques que pour les tests
unitaires. Pour cette raison, mais aussi du fait de la
faible quantité d’allergenes immobilisée sur le support
(rendant le test plus sensible a la compétition avec les
1gG), les biopuces multi-allergéniques présentent, en
régle générale, une sensibilité moindre que les tests
unitaires [7,8].

Concernant la spécificité, une étude récente menée
dans différents pays européens et un site sud-africain
a montré que le test Isac 112 présentait un tres
faible pourcentage de résultats faussement positifs
(0,014 %) [9].

Dans cette méme étude, la variabilité moyenne
observée entre les différents sites participants était
de 25,5 % avec des CV de 22 %, 27,1 % et 22,4 %
pour les concentrations basses, moyennes et élevées
respectivement.

De maniére générale, les CV répétabilité et la repro-
ductibilité sont plus importants que ceux obtenus avec
les techniques de dosage unitaire et sont générale-
ment inférieurs a 15 % et 25 % respectivement (don-

nées personnelles et issues du réseau Allergobionet).

Il est donc important de tenir compte de cette varia-
bilité pour I'interprétation des résultats, notamment
autour du seuil de positivité et pour la comparaison

Un travail de
standardisation est
nécessaire afin doptimiser
les performances
analytiques de ces
biopuces
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aux résultats antérieurs. Il est important de respecter
scrupuleusement les instructions du fournisseur et de
connaitre les étapes critiques de la technique pouvant
étre a l'origine de résultats faussement positifs/négatifs
ou induire une variabilité plus importante.
Plusieurs études comparant les résultats de différentes
biopuces ou les résultats de ces tests a ceux de tests
unitaires et/ou tests cutanés montrent une bonne
concordance, notamment pour les allergénes molé-
culaires [4,10-12].
Néanmoins, du fait des différents procédés de pré-
paration et d'immobilisation des allergénes, et des
différences de techniques (notamment en termes de
quantité d’allergénes et du mode de révélation), les
résultats peuvent également varier d’un test a l'autre
et ne sont pas toujours comparables. Des dif-
férences de résultats peuvent s’observer
également du fait de la présence d’IgE
anti-CCD (l'utilisation d’un réactif
inhibant ces IgE permet de s’affran-
chir des positivités liées a cette
spécificité).
Cela illustre la nécessité d’un
travail de standardisation afin
d’optimiser les performances
analytiques de ces biopuces.

D Avantages et
limites des biopuces
multi-allergéniques

L'avantage principal des micropuces est de permettre
la détection d’IgE spécifiques dirigées contre un large
spectre d’allergénes et notamment d’allergénes molé-
culaires en utilisant une faible quantité de sérum.lly a
cependant certaines limites liées notamment au format
de ces tests. La premiéere est que ces tests sont pour
la plupart semi-quantitatifs et moins sensibles que les
tests unitaires existants. Comme évoqué précédem-
ment, les performances analytiques en termes de répé-
tabilité et de fidélité intermédiaire peuvent varier selon
les allergenes et peuvent étre moins bonnes qu’avec les
tests unitaires. La réalisation et la gestion des contréles
qualité sont plus complexes du fait du nombre impor-
tant d’allergeénes.

Une autre limite est le fait de travailler avec un panel
fixe d’allergenes. De ce fait, certains allergenes d’intérét,
selon le profil du patient, peuvent ne pas étre présents
dans le test. Il peut alors étre nécessaire de compléter
I'exploration avec des tests cutanés et/ou unitaires.
Enfin, I'interprétation est plus complexe qu’un test uni-
taire, notamment pour un prescripteur peu initié, car
ces tests peuvent identifier de nouvelles sensibilisations
non recherchées pour lesquelles se pose la question de

Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES * N° 521 ¢ AvriL 2020

49



Dossier scientifique

la pertinence clinique.A noter que la mise en évidence
d’IgE spécifiques d’un allergéne ne permet de conclure
qu’a une sensibilisation. Le diagnostic d’allergie reste
avant tout retenu avec la clinique.

Concernant les extraits allergéniques, les limites restent
les mémes que celles observées pour un test unitairea
savoir que les procédés de fabrication peuvent par-
fois détériorer et éliminer un composant allergénique
lors de la préparation et étre a I'origine d’'un manque
de sensibilité. Cela peut étre corrigé en enrichissant
Pextrait ou en modifiant le procédé de préparation.
Une autre maniere de contourner ce probléme est
de faire figurer le/les composants moléculaires sous-
représentés dans I'extrait sur la biopuce. Il est égale-
ment important de s’assurer de I'absence de conta-
mination pour les extraits allergéniques et/ou les
allergénes moléculaires natifs purifiés.

Comme vu précédemment, un des principaux
avantages des biopuces multi-allergéniques
est de pouvoir tester simultanément
plus de cent allergénes avec trés peu
de sérum. En comparaison avec
les tests unitaires pour un méme
nombre d’allergénes testé, ces
tests permettent d’obtenir des
résultats plus rapidement, avec
un temps technicien réduit, et un
colt moindre. Actuellement en
France, la réalisation d’une bio-
puce multi-allergénique est équiva-
lente en termes de colt a |5 tests
unitaires. De plus, lorsque le contexte
clinique le nécessite, ces tests permettent

de rechercher de multiples sensibilisations
indépendamment des régles de prescription imposées
par la nomenclature. A noter qua ce jour ce test est
inscrit sur la liste complémentaire des examens de bio-
logie médicale. Il est donc probable qu’il soit inscrit
dans la nomenclature des actes de biologie médicale
(NABM) a plus ou moins long terme.

La mise en évidence de sensibilisation non attendue,
permettant parfois d’expliquer I'histoire clinique, est
également un des avantages de ces tests. Ce point est
détaillé dans la partie suivante.

Enfin, 'apport des allergénes moléculaires, largement
représentés sur ces tests, est maintenant clairement
décrit et prouvé:ils permettent d’améliorer la sensibi-
lité du test dans certains cas mais surtout la spécificité
en comparaison aux extraits. lIs permettent également
d’identifier des sensibilisations vis-a-vis d’allergénes
majeurs, en faveur d’une sensibilisation primaire, et
des réactions croisées pouvant orienter la prise en
charge thérapeutique.

Il faut également souligner que certains allergénes
moléculaires utiles au diagnostic et ou a la prise
en charge du patient figurent uniquement sur ces
biopuces.
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Les biopuces
sont également
particulierement utiles
lorsque les tests cutanés
ne sont pas praticables
ou ininterprétables

D Indications

Lapproche diagnostique retenue par I'European Academy
of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) pour I'explo-
ration des allergies est 'approche « U-Shaped » [13].
Celle-ci consiste dans un premier temps a réaliser
un interrogatoire bien mené sur les antécédents du
patient, un examen clinique, puis des tests cutanés et/
ou des dosages d’IgE spécifiques choisis en fonction
de I'histoire clinique (démarche « descendante »).A la
suite de cette premiére étape, la recherche d’IgE spé-
cifiques dirigées contre des allergénes moléculaires
peut étre réalisée pour mieux définir le profil de sen-
sibilisation du patient, évaluer le risque de sévérité et
d’évolution de l'allergie et guider la prise en charge
thérapeutique. La mise en évidence de sensibilisation
a des panallergénes /eurallergénes, fréquemment a
I’'origine de réactivités croisées, doit amener
a rechercher des marqueurs de sensibi-
lisation primaire de la source allergé-
nique concernée (par exemple, une
sensibilisation a la profiline et/ou
la polcalcine de la phléole doit
amener a rechercher une sen-
sibilisation a Phl p | et Phip5,
marqueurs de sensibilisation pri-
maire aux pollens de graminées).
Linterrogatoire doit également
étre élargi en recherchant d’éven-
tuels symptdmes a d’autres sources
allergéniques contenant des aller-
génes de la méme famille moléculaire
que celui initialement identifié.

Si les sensibilisations sériques et/ou cutanées
sont peu nombreuses, le recours au dosage unitaire
d’IgE spécifiques est le plus souvent suffisant. Il n’est
pas pertinent de doser les IgE spécifiques d’un allergéne
en dehors du contexte clinique de suspicion d’allergie.
Le recours a une biopuce multi-allergénique (étape
« ascendante »), basé sur I'exploration de la réactivité
IgE vis-a-vis d’un large panel d’allergenes, peut étre
envisagé en cas de réactivités multiples mises en évi-
dence par TC ou par des tests biologiques d’orien-
tation, notamment pour les patients présentant une
polyallergie. Cela permet d’avoir une vue d’ensemble
plus rapidement pour affiner le diagnostic et guider la
prise en charge.

Les biopuces sont également particulierement utiles
lorsque les tests cutanés ne sont pas praticables ou
ininterprétables (patients sous antihistaminiques, der-
mographisme, atteinte cutanée étenduedont la derma-
tite atopique, etc.).

Par ailleurs, si, malgré un interrogatoire bien mené, les
premiéres explorations réalisées ne permettent pas d’ex-
pliquer une réaction anaphylactique, la réalisation d’'une
biopuce multi-allergénique présente un intérét pour
identifier l'allergéne étant a I'origine de cette réaction.



Dans une étude réalisée chez |10 patients ayant une
anaphylaxie dite idiopathique, la réalisation d’une bio-
puce multi-allergénique a permis d’identifier un aller-
géne ayant une forte probabilité d’étre a I'origine de la
réaction chez 20 % des patients [14]. Les allergenes les
plus fréquemment incriminés étaient 'oméga-5-gliadine
du blé et les allergénes de la crevette. La biopuce uti-
lisée pour cette étude était 'ISAC 103. Il est probable
que ce pourcentage de 20 % soit plus important avec
les biopuces actuellement sur le marché, qui présente
un nombre plus important d’allergénes moléculaires.
Enfin, ces tests multiparamétriques sont des outils tres
intéressants pour la réalisation d’études épidémiolo-
giques. lls ont été également un outil précieux pour
étudier la marche atopique et les facteurs prédictifs
d’évolution vers un asthme ou une allergie [2,3].

Le suivi des immunothérapies allergéniques semble éga-
lement étre une indication a évaluer, puisque ces tests
pourraient permettre d’évaluer I'effet « bloquant » des
IgG spécifiques par compétition avec les IgE, les aller-
génes n’étant pas en exces sur les biopuces multi-aller-
géniques [15]. La recherche simultanée des IgE et des
1gG4 spécifiques a méme été décrite pour une de ces
biopuces [4].

D Conclusion

Les biopuces multi-allergéniques sont des outils tres
intéressants dans le diagnostic de I'allergie. Cepen-
dant, notamment du fait d’'un manque de standardi-
sation, la connaissance des caractéristiques et perfor-
mances de ces tests est primordiale pour une juste
prescription et une bonne interprétation des résultats.
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Un travail de standardisation et 'amélioration de la sen-
sibilité de ces tests sont donc des pistes d’amélioration
a envisager. Une automatisation pourrait permettre de
réduire la variabilité des résultats. Cela est en cours de
développement pour le test Alex. Enfin, des équipes tra-
vaillent également sur la combinaison de cette technolo-
gie de biopuce permettant la détection de sensibilisation
et de tests fonctionnels afin d’améliorer les valeurs pré-
dictives positives et négatives de ces tests. "l

» Lavantage principal des micropuces est de permettre
la détection d'IgE spécifiques dirigées contre un large
spectre d’allergénes et notamment d’allergénes molé-
culaires en utilisant une faible quantité de sérum.

» Ces tests mettent en évidence des sensibilisations vis-
a-vis d’allergene. Le diagnostic reste avant tout clinique.

b Les biopuces multi-allergéniques présentent générale-
ment une sensibilité un peu moins bonne et une varia-
bilité plus importante que les tests unitaires dont il faut
tenir compte pour l'interprétation des résultats.

» Les principales indications a retenir pour ces tests sont
I'exploration de réactivités multiples mises en évidence
par TC ou par des tests biologiques d’orientation,
notamment pour les patients présentant une polyaller-
gie, les anaphylaxies idiopathiques et lorsque les tests
cutanés ne sont pas réalisables ou ininterprétables.
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