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Résumé

La société DPC a récemment développé une gamme de réactifs de dosage quantitatif des IgE spécifiques par chimiluminescence adaptés a
I’automate Immulite® 2000. Nous avons évalué les caractéristiques analytiques (répétabilité, reproductibilité, capacité de liaison, spécificité)
de cette méthode pour la mesure des IgE spécifiques de 35 allergenes et d’'un mélange de pneumallergenes (test de dépistage de I’allergie
respiratoire, Alatop™). Les résultats obtenus sur 2409 sérums ont été comparés a la technique ImnmunoCAP® RIA (Pharmacia), utilisée en
routine dans notre laboratoire. La concordance globale des résultats, Immulite® 2000 vs ImmunoCAP® RIA, est de 97 % pour le test de
dépistage et de 90 % pour le dosage des IgE spécifiques unitaires. Par rapport au CAP System, I’Immulite 2000 présente une sensibilité de
89 % et une spécificité de 91 %. Les performances analytiques de cette méthode automatisée et les caractéristiques de I'Immulite 2000 Aller-
gie permettent une intégration aisée du systeme dans la routine d’un laboratoire.
© 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

An automated method for quantitative specific IgE measurements was recently released by DPC on Immulite® 2000 system based on
chemiluminescence. We evaluated the analytical performances (intraassay and interassay precision, binding capacity, specificity) of this
method for 35 individual inhalant allergens and an inhalant screening panel (Alatop™). The results obtained with 2409 sera were compared
to those obtained with Pharmacia CAP System (RIA), the routine method used in our laboratory. Using CAP System as a comparative method,
Immulite 2000 has a sensitivity of 89% and a specificity of 91%. Analytical characteristics of this method are good. Agreement with Phar-
macia CAP System is 97% for the screening test and 90% for individual allergens. Immulite® 2000 features allow for its easy integration in the
laboratory for routine use.
© 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Les bases du diagnostic étiologique d’une maladie aller-
gique reposent sur la mise en évidence d’immunoglobulines
E (IgE) spécifiques circulantes (tests in vitro) et/ou d’IgE
spécifiques cellulaires (tests cutanés) et les résultats de ces
examens sont confrontés a 1’interrogatoire et a 1’examen
clinique du patient pour établir une relation de cause a effet
entre I’exposition a 1’allergene et le déclenchement des si-
gnes cliniques.

La société DPC a récemment développé une gamme de
réactifs de dosage quantitatif des IgE spécifiques adaptés a
I’automate Immulite® 2000. Nous avons évalué les caracté-
ristiques analytiques de cette nouvelle méthode pour la me-
sure des IgE spécifiques de 35 allergenes, les plus couram-
ment prescrits en allergie respiratoire, et pour un mélange de
pneumallergenes utilisé comme test de dépistage (Ala-
top ™). Les résultats obtenus sur I'Immulite® 2000 ont été
comparés a ceux de la technique InmunoCAP® RIA (Phar-
macia), utilisée en routine dans notre laboratoire.

2. Matériel et méthodes

Les sérums testés proviennent de prélevements consécu-
tifs, tout venant du laboratoire, complétés de sérums sélec-
tionnés a partir des résultats ImmunoCAP® RIA, afin d’obte-
nir un équilibre entre le nombre de résultats négatifs et
positifs, et de couvrir toute I’étendue de la gamme de concen-
trations.

Les 35 allergenes sont :

e d1 Dermatophagoides pteronyssinus ;
e d2 Dermatophagoides farinae ;

* d201 Blomia tropicalis ;

e h2 Poussi¢re de maison ;

¢ el Chat (poils et squames) ;

e ¢2 Chien (épithélium) ;

¢ e5 Chien (poils et squames) ;

e e3 Cheval (poils et squames) ;

* ¢6 Cobaye (épithélium) ;

Premier cycle d’incubation 30°

Allerge
Bille S B ergene

4

Bille coatée a la
streptavidine

Allergéne marqué a
la biotine

e82 Lapin (épithélium) ;
e84 Hamster (épithélium) ;
g2 Chiendent digité ;

g3 Dactyle pelotonné ;

g5 Ivraie vivace ;

g12 Seigle ;

gl5BIé;

il Venin abeille ;

i3 Venin guépe vespula ;
i4 Venin guépe poliste ;

16 Blatte ;

175 Venin de frelon (Vespa crabro) ;
* k81 Ficus ;

e k82 Latex ;

m3 Aspergillus fumigatus ;
mb6 Alternaria tenuis ;

t3 Bouleau ;

t6 Genévrier ;

t7 Chéne ;

t15 Fréne ;

t9 Olivier ;

t23 Cypres ;

e w1l Ambroisie ;

w6 Armoise commune ;
w9 Plantain ;

w21 Pariétaire.

L'Immulite® 2000 est un automate d’immunoanalyse
multiparamétrique qui, s’il est dédié uniquement a I’allergie,
permet de disposer simultanément de 138 allergenes diffé-
rents. Le principe de I'immunodosage par chimilumines-
cence est représenté dans la Fig. 1. Les extraits allergéniques
sont couplés a une matrice soluble biotinylée grace a diffé-
rents agents, variables selon la nature des allergenes (liaison
covalente : 1,4-butanedioldiglycidyl éther ; 1,1’ carbonyldii-
midazole) [2]. Au cours d’une premicre étape, 1’allergene, le
sérum du patient et une bille coatée a la streptavidine sont
incubés pendant 30 minutes sous agitation constante. Apres
lavage, un mélange d’anticorps monoclonaux anti-IgE
conjugués a la phosphatase alcaline est ajouté (2° incubation
de 30 minutes). La révélation se fait grice a un substrat

Deuxiéme cycle
d’incubation 30°

Ac anti-IgE marqués a
la phosphatase alcaline

IgE du patient

Fig. 1. Principe du dosage des IgE spécifiques par Immulite 2000 (DPC).
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Tableau 1
Répétabilité et reproductibilité IgE spécifiques Immulite 2000

Intra-essai

Inter-essais

dl mo6 23 Allergenes

11 12 12 Nombre d’essais
0,88 1,9 12,1 Moyenne kU/I
4,1 5 4,1 CV %

23 dl el
30 27 30
1,1 18,0 46,6
9,0 12,0 10,2

chimiluminescent et I’intensité de la lumiere produite est
corrélée a la quantité d’IgE. La cadence de I’automate est de
100 tests/heure et le premier résultat est obtenu apres 65 mi-
nutes. Une seule calibration est suffisante pour tous les aller-
genes.

La technique ImmunoCAP® RIA, utilisée en routine dans
le laboratoire, est fondée sur le méme principe de dosage [3],
mais les allergenes sont couplés de fagon covalente (bromure
de cyanogene) a une matrice solide et la révélation se fait par
des anticorps anti-IgE marqués a I’iode'*>. Dans les deux
méthodes, les gammes sont calibrées par rapport au standard
international IgE totales (OMS 2nd IRP75/502) et les résul-
tats sont exprimés en kU/I et en classes (classe 0 : < 0,35,
classe 1 : 0,35-0,7, classe 2 : 0,7-3,5, classe 3 : 3,5-17,5,
classe 4 17,5-52,5, classe 5 : 52,5100, classe 6
> 100 kU/).

3. Résultats des performances analytiques
de PImmulite® 2000

3.1. Répétabilité et reproductibilité

La répétabilité (n = 12) et la reproductibilité (n = 30) ont
été étudiées pour dl, m6, el, et g3. Les coefficients de
variation intrasérie sont inférieurs a 5 % et ceux des intersé-
ries inférieurs a 12 % (Tableau 1).

Concernant les allergenes, la reproductibilité a été testée
sur deux lots différents pour d1, d2, el, g3, k82, t9, w9 sur un
total de 102 sérums. Le coefficient de corrélation R? obtenu
estde 0,957 (y = 1,027 + 1,11) (Fig. 2).

100 4
kum|  v=1.0271x + 1,1079 .
R? = 0,9566
n=102 *
80 ~
*

Lot2 o
o

.
\
L

40

20

40 60 80 100
Lot 1 (ku/)

Fig. 2. Reproductibilité interlots avec les allergenes d1, d2, g3, k82, t9, w9.

3.2. Etalonnage

Six standards Pharmacia ont été dosés en double en utili-
sant une phase liquide couplée a un premier anti-IgE (au lieu
de I’allergene). Les résultats obtenus correspondent aux va-
leurs attendues (Tableau 2).

3.3. Capacité de couplage

La capacité de couplage des allergenes a la phase liquide a
été évaluée par des tests de dilution de sérums positifs (va-
leurs allant de 6 a plus de 100 kU/1, dont cing sérums compris
entre 60 et 100 kU/1 et six sérums > 100 kU/I) vis-a-vis d’un
ou plusieurs des allergénes suivants : d1 (15 sérums), d2 (un
sérum), el (un sérum), g3 (huit sérums), k82 (un sérum), et t3
(quatre sérums). Les coefficients de corrélation R? obtenus
sont supérieurs a 0,98 (Tableau 3). Les résultats de ces tests
de dilution sont illustrés, respectivement pour d1 et t3, dans
les Figs. 3 et 4.

3.4. Comparaison des résultats Immulite®
2000~ImmunoCAP® RIA

3.4.1. Tests de dépistage

La concordance globale entre les deux tests de dépistage,
Alatop™ (DPC) et Phadiatop™ (Pharmacia) sur 320 sérums
est de 96,6 %. Les résultats de ces tests sont qualitatifs et
rendus « positifs » ou « négatifs » selon le seuil de chaque
test. Une zone « limite » a été intégrée pour chacun d’eux :

Tableau 2
Comparaison des standards Immulite 2000/CAP System

Valeurs standards Pharmacia Valeurs obtenues sur Immulite 2000

(kU /1) (kU/)
0,35 0,46
0,7 0,76
35 3,6
17,5 18,9
50 48,4
100 90,1
Tableau 3

Tests de dilution, analyse de régression

Allergenes Pente (moyenne, R? (moyenne,
écart-type) écart-type)
dl (n=15) 0,936 0,107 0,990 + 0,009
d2(n=1) 0,975 0,978
g3 (n=38) 1,063 = 0,0922 0,980 + 0,036
el(n=1) 0,949 0,996
k82 (n=1) 0,877 0,997
t3(n=4) 1,047 = 0,060 0,992 + 0,007
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Fig. 4. Tests de dilution pour t3.

pour Alatop™, elle est de + 10 % de la valeur seuil exprimée
en cps et pour Phadiatop™ elle est comprise entre 0,35 et
0,59 kU /1 (Tableau 4).

3.4.2. IgE spécifiques unitaires

La concordance globale entre les deux méthodes sur
2409 sérums, pour les 35 allergenes testés, est de 90 %
(782 négatifs et 1375 positifs) et la concordance a une classe
de 87 %. Par rapport au CAP System, la sensibilité sur
I’ensemble des allergeénes de la technique Immulite 2000 est
de 89 % et sa spécificité de 91 % (Tableaux 5 et 6, Figs. 5-1—
5-35). Le nombre de résultats négatifs discordants a deux
classes et plus (classe 0 avec une méthode vs classe 2 ou plus
avec lautre) est de 4,7 %. Les discordances
DPC+/Pharmacia— (n = 34) sont a rapporter dans 53 % des
cas a quatre allergeénes : dl, el, i3 et i75. Les discordances

DPC—/Pharmacia+ (n = 80) concernent dans 54 % des cas
quatre autres allergenes : 16, m3, t7 et w6.

La spécificité de chacune des techniques a été évaluée par
épreuve d’inhibition : le sérum est dosé avant et apres incu-
bation avec un allergéne en phase liquide a différentes dilu-
tions (Stallergénes) supposé réagir avec les IgE spécifiques.
Une diminution du taux des IgE spécifiques de plus de 50 %
est observée en cas de bonne spécificité [6]. Les tests d’inhi-
bition ont été réalisés sur des sérums discordants, négatifs
dans une technique et positifs (> a 0,7 kU/l) avec ’autre
méthode. Pour 15 sérums étudiés sur les 34 échantillons
donnant des résultats DPC+/Pharmacia—, les pourcentages
d’inhibition sont toujours supérieurs a 50 %. Pour 14 sérums
étudiés sur les 80 échantillons donnant des résultats DPC—
/Pharmacia+, les pourcentages d’inhibition pour g3, i4, 16, t3,
t15, wl, sont supérieurs a 50 %, exceptés pour quatre sérums
(2 sérums il ou le pourcentage est <40 %, 1 sérum i4 ou il est
a42 % et 1 sérum i6 ou il est a 48 %).

4. Discussion

Dans le diagnostic de I’allergie ol les symptomes dus a un
mécanisme IgE dépendant sont souvent difficiles a distinguer
d’autres causes par la seule clinique et par les résultats de
tests cutanés, des dosages exactes et reproductibles d’IgE
spécifiques, montrent toute leur importance [1,8,11].

Dans cette étude, nous avons étudié les performances
analytiques d’un nouveau dosage d’IgE spécifiques entiere-
ment automatisé sur I’Immulite 2000.

Les répétabilités et reproductibilités observées sont
conformes aux recommandations publiées par le National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), a
savoir des coefficients de variation < 10 % pour I'intrasérie et
< 15 % pour les interséries [12]. La standardisation par
rapport aux IgE totales est confirmée, ce qui n’est pas le cas
de toutes les techniques [5,9]. La reproductibilité interlots
pour les allergenes est bonne. Les tests de dilution réalisés
sur 30 sérums vis-a-vis de six allergénes sont excellents, les
R? et les valeurs des pentes obtenus sont comparables aux
résultats observés avec la technique ImmunoCAP System
Pharmacia [10] et meilleurs que ceux observés avec la mé-
thode Alastat (DPC) ou la linéarité n’était obtenue qu’en
dessous de 60 kU/I [7]. Dans nos essais de dilutions, 11 sé-
rums sur 30 ont des valeurs pures largement supérieures a
60 kU/I. L’ensemble de ces performances permet d’obtenir
un dosage quantitatif et reproductible d’IgE spécifiques.

La concordance de 97 % avec le Phadiatop™ est trés
bonne et supérieure a celle observée avec d’autres tests de

Tableau 4
Concordance Alatop™ versus Phadiatop™
n=320 Alatop ™
Négatif Limite Positif
Phadiatop™ Négatif 202 17 7
Limite 8 5 3
Positif 4 2 72

Concordance globale 96,6 %. Limite : Alatop, +10 % valeur seuil en cps ; Limite: Phadiatop, 0,35 a 0,59 kU/I.
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Tableau 5

IgE spécifiques Immulite 2000/CAP System

Allergenes testés Concordance globale  Sensibilité relative ~ Spécificité relative Concordance a 1 classe Concordance a 2 classes

(%) (%) * (%) * (%) (%)

dl (n = 147) 93 95 88 88 99
d2 (n=123) 95 98 89 76 98
d201 (n = 60) 100 100 100 98 100
el (n=142) 89 95 78 87 98
e2 (n=60) 93 89 100 97 100
e3 (n=58) 90 88 92 84 98
e5 (n=86) 87 85 92 93 100
e6 (n=57) 93 92 94 96 98
e82 (n=68) 91 87 97 85 97
e84 (n=27) 96 100 96 100 100
g2 (n=29) 90 79 100 97 100
23 (n = 145) 94 96 90 88 100
g5 (n=58) 98 100 92 76 97
gl2 (n=061) 92 93 87 87 100
gl5 (n=52) 92 95 80 73 96
h2 (n=44) 100 100 100 100 100
il (n=66) 89 93 91 89 97
i3 (n=85) 89 98 62 91 99
i4 (n = 66) 80 75 91 97 100
i6 (n=82) 59 42 100 76 98
i75 (n=45) 80 69 84 78 96
k81 (n=25) 96 100 93 96 100
k82 (n=54) 91 96 87 83 98
m3 (n=51) 80 74 94 69 96
mb6 (n = 127) 96 94 100 96 100
t3 (n=94) 89 90 87 63 90
t6 (n =59) 92 87 97 78 93
t7 (n=48) 73 62 100 63 88
t9 (n=32) 91 100 70 81 100
t15 (n = 100) 89 85 97 94 99
23 (n=174) 93 93 94 100 100
wl (n=60) 87 90 75 88 100
wo (n = 64) 80 75 94 83 98
w9 (n =30) 97 100 90 97 100
w2l (n=32) 84 71 100 94 100
Tout allergéne confondu 90 89 91 87 98
(n =2409)

Sensibilité, nombre de sérums positifs avec les deux techniques/nombre de sérums positifs avec le CAP ; Spécificité, nombre de sérums négatifs avec les deux

techniques/nombre de sérums négatifs avec le CAP.
“Exprimé par rapport aux résultats obtenus avec le CAP System.

Tableau 6

Concordance IgE spécifiques Immulite 2000/CAP System
CAPKUA/1
>100 3 2 1 45
52,5-100 2 2 15 8 68
17,5-52,5 1 10 29 29 31 93
3,5-17,5 9 10 125 176 104 38 21
0,70-3,5 71 70 248 102 8 1
0,35-0,70 94 46 76 11
<0,35 782 44 31 2 1

<0,35 0,35-0,70 0,70-3,5 3,5-17,5 17,5-52,5 52,5-100 > 100 DPC kU/

n = 2409 ; Concordance globale : 90 % ; Concordance a une classe : 87 %.

dépistage [4]. La concordance entre Immulite 2000 et CAP
system, tout allergéne confondu, est globalement de 90 % et
de 87 % a une classe d’écart. Par comparaison au CAP
System, les sensibilités et spécificités relatives sont bonnes.

Le biais de recrutement pour comparer un grand nombre de
sérums positifs explique pour partie le plus grand nombre de
sérums trouvés positifs en technique Pharmacia et négatifs en
technique DPC par rapport a I'inverse. Les spécificités des
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deux techniques sont confirmées puisque les tests d’inhibi-
tion réalisés sont positifs, a I’exception faite des sérums
positifs avec la technique CAP System vis-a-vis des venins
d’hyménopteres il et i4 et peut étre également des sérums
positifs vis-a-vis de la blatte (pour 3 sérums sur 4, le %
d’inhibition est bien supérieur a 50 %, mais les concentra-
tions d’inhibiteur ajoutées sont largement supérieures a cel-
les des autres allergenes). Le manque de sensibilité de I'une
ou I’autre de ces techniques pour certains allergenes pourrait
provenir d’une matiere premiere a I’origine différente et/ou
d’un mode de couplage occultant certains épitopes [2].

Les résultats analytiques de cette étude sont performants.
S’ils se maintiennent dans le temps, et se confirment avec la
majorité des allergénes proposés, cette technique ouvre la
porte vers une nouvelle génération de dosages dans le do-
maine de 1’allergologie avec tous les avantages d’une auto-
matisation complete : fiabilité accrue du dosage notamment
au niveau de la distribution des allergénes, technique plus
courte et délai de rendu des résultats amélioré, gestion auto-
matisée des réactifs, ce qui améliorent grandement I’intégra-
tion technique de ce dosage dans les laboratoires.
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