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le marché pour effectuer ce dosage en routine au laboratoire d’analyses médicales : le Phadia™ de
la société Thermo Fisher Scientific®, 'Immulite™ de la société Siemens®, le NOVEOS™ de la société

%‘l’“ clés : HYCOR Biomedical® et I'iSYS™ de la société IDS®. Cet article a pour but de décrire les caractéristiques
! Eergle des automates d’immuno-analyse disponibles en routine pour le dosage des IgE spécifiques unitaires et
IEE spécifiques de montrer que bien que les différentes techniques soient équivalentes entre elles en termes de répétabi-
Comparaison de méthode lité, re_prqductibilité et linéa}'ité, les résultats d’IgE spéci_ﬁques obtenus sont c_orrélés r_nais non identiques
Automate de chimiluminescence quantitativement. De ce fait, dans le cadre d’un suivi du taux d'IgE spécifiques, il est indispensable
Technique immunologique d'utiliser la méme technique sur le méme automate.
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ABSTRACT

Keywords: The detection and assay of specific IgE is done by immunological techniques using allergenic extracts as
Allergy substrates as well as molecular allergens used as specific and/or predictive markers of clinical allergy. In
IgE France, four automated immunoassay instruments share the market for performing this assay routinely
Specific IgE

in the medical laboratory: the Phadia™ from Thermo Fisher Scientific®, the Immulite™ from Siemens®,
the NOVEOS™ from HYCOR Biomedical® and the iSYS™ from IDS®. The purpose of this article is to
describe the characteristics of routinely available immunoassay instruments for the determination of
specific IgE and to show that although the different techniques are equivalent to each other in terms
of repeatability, reproducibility and linearity, the specific IgE results obtained are correlated but not
quantitatively identical. Therefore, when monitoring specific IgE levels, it is essential to use the same
technique on the same instrument.
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1. Introduction

Le diagnostic d’allergie associe une histoire clinique convain-
cante a la présence d’une sensibilisation vis-a-vis d’'un ou plusieurs
allergénes correspondants. Cette sensibilisation se traduit par
la présence d’IgE spécifiques pouvant étre mise en évidence
in vivo par des tests cutanés (sensibilisation cutanée) et in vitro
par techniques immunologiques (sensibilisation biologique). Les
tests cutanés (TC) utilisent comme substrat uniquement des
extraits allergéniques avec réponse semi-quantitative alors que
les techniques immunologiques in vitro produisent des résultats
quantitatifs et utilisent des extraits allergéniques ou des allergénes
moléculaires. Les TC et les dosages d’'IgE spécifiques permettent
d’identifier précisément le ou les allergénes vis-a-vis desquels un
individu est sensibilisé, mais ne permettent pas de « prédire »
I'expression clinique d'une sensibilisation. Tout au plus, la déter-
mination qualitative du profil de sensibilisation permet d’évaluer
le risque de réaction sévére, en particulier grace aux dosages d’IgE
spécifiques d’allergénes moléculaires.

La détection et la quantification des IgE spécifiques dans le
sérum est donc importante pour le diagnostic et le suivi des patients
allergiques [1].

Depuis les années 2000, la technique ImmunoCAP™ effectuée
sur les automates Phadia™ (Thermo Fisher Scientific®, Uppsala,
Sweden), est utilisée comme une méthode de référence car la plus
employée dans le monde, bénéficiant de nombreuses études de per-
formance clinique et de concordance avec les TC et permettant le
suivi sur de longues périodes en raison de sa disponibilité depuis
les années 1990 [2]. Cependant d’autres automates permettant le
dosage des IgE spécifiques utilisent des techniques différentes de
celle de I'TmmunoCAP™. C'est le cas de I'Immulite™ (Siemens®
Healthcare GmbH, Erlangen, Allemagne) et plus récemment de
deux nouveaux automates apparus sur le marché francais, I'iSYS™
(IDS®, Boldon, Royaume-Uni) et le NOVEOS™ (HYCOR®, Garden
Grove, CA, Etats-Unis). De plus en plus de laboratoires d’analyses
médicales, que ce soit dans le domaine privé ou public, s’équipent
de ces automates et il nous semble nécessaire que les cliniciens
soient informés sur les techniques utilisées en routine pour les
bilans biologiques de leurs patients.

Cet article a pour but de décrire les différentes techniques et
analyseurs disponibles en France en 2022 pour le dosage des IgE
spécifiques.

2. NOVEOS™

Il s’agit d’'un automate d’immuno-analyse multiparamétrique
utilisant le principe de chimiluminescence pour la mise en évi-
dence et le dosage d'IgE spécifiques dirigées contre des extraits
allergéniques ou des allergénes moléculaires. Une soixantaine
d’échantillons de sérum et 150 réactifs d’allergénes différents
peuvent étre chargés simultanément sur 'automate, lequel réalise
environ 100 tests par heure. A ce jour, la société HYCOR propose
un panel de 195 références allergéniques dont 53 allergénes molé-
culaires. Des mélanges de sources allergéniques (extraits) sont
disponibles, ainsi qu'un mélange de 10 allergénes recombinants
issus d’aéroallergénes. Le développement de nouvelles références
est en cours.

Le principe du dosage de cet automate est le suivant (Fig. 1) :

¢ le dosage s'effectue grace a des microbilles magnétiques fluo-
rescentes (1 wm de diameétre) recouvertes de streptavidine. La
fluorescence des billes permet leur comptage précis et leur
magnétisme facilite les lavages successifs ;
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e dans un premier temps, les microbilles sont incubées avec un
« réactif de capture » contenant en solution I'allergéne (molécu-
laire ou extrait) couplé a la biotine ;

le sérum (4 pL) contenant les IgE spécifiques anti-allergéne est
pré-dilué puis incubé en présence d’un trés grand nombre (109)
de microbilles recouvertes par I'allergéne. Les IgE se lient aux
complexes microbilles + allergéne ;

apreés lavage, un réactif contenant des immunoglobulines anti-IgE
liées a une peroxydase sont ajoutées ;

¢ enfin, et aprés un lavage final, le complexe qui en résulte est
incubé avec le substrat enzymatique et un signal chimilumines-
cent est généré ;

I'ampleur du pic de ce signal est proportionnelle a la concentra-
tion d’IgE spécifiques dans le sérum testé, par comparaison avec
une courbe de calibration contenant des concentrations connues
d’'IgE totales.

Les microbilles du NOVEOS™ ont pour avantage d’offrir une
trés importante capacité de fixation de I'allergéne a leur surface,
ceci afin de minimiser les interférences et les liaisons non spéci-
fiques. Il n’a pas été démontré d'interférences concomitantes a la
prise de médicaments a base de biotine [3], et celles-ci sont a priori
impossibles, puisque la phase de liaison de I'allergéne biotinylé aux
billes se fait avant I'ajout du sérum.

Le volume de prise d’essai est de 4 L et le volume mort est de
100 L, ou 80 L en utilisant des microtubes adaptés.

Les résultats d'IgE spécifiques sont exprimés en kU,/L et le
domaine de mesure se situe entre 0,17 et 100 kU /L. Il est intéres-
sant de noter que la courbe de calibration n’est pas extrapolée pour
les valeurs basses et comporte des points a 0,07, 0,35 et 0,7 kU, /L.

3. iSsys™

Il s’agit d’'un automate d’immunologie qui utilise la chimi-
luminescence et la spectrophotométrie pour différents dosages
d’auto-immunité, d’allergologie, d’hormonologie spécialisée, et de
sérologies infectieuses. Cet automate multiparamétrique utilise le
principe de chimiluminescence pour la mise en évidence et le
dosage d’IgE spécifiques d’extraits ou de molécules d’allergénes
et le dosage des IgE totales. Il permet un chargement en systéme
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 allergénes moléculaires
et continue a enrichir ce panel.

Le principe du dosage de cet automate est le suivant (Fig. 2) :

e le dosage s’effectue grace a des microparticules magnétiques
fluorescentes recouvertes de streptavidine, incubées simulta-
nément avec, d’'une part, un « réactif de capture » (allergéne
biotinylé, sous forme liquide), et d’autre part, le sérum du patient ;
les IgE spécifiques anti-allergéne contenues dans le sérum se lient
aux complexes microbilles +allergéne ;

¢ enfin, des immunoglobulines anti-IgE liées a I'ester d’acridinium
sont ajoutées ;

apres un lavage final, les RLU (unités de luminescence relatives)
obtenues sont directement proportionnelles a la concentration
d’analyte dans I’échantillon.

La concentration d’IgE spécifiques dans le sérum testé est déter-
minée a partir d’'une courbe standard basée sur celle des IgE totales.

Le volume de la prise d’essai est de 50 L de sérum et le volume
mort de 80 a 200 L selon le type de tube utilisé.

Les résultats d'IgE spécifiques sont exprimés en kU,/L et le
domaine de mesure se situe entre 0,10 et 100 kU /L.
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Fig. 1. Principe du dosage des IgE spécifiques par chimiluminescence de 'automate NOVEOS™ (source HYCOR®).
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Fig. 2. Principe du dosage des IgE spécifiques par chimiluminescence de I'automate iSYS™ (source IDS®).

4. Phadia™

Il s’agit d’automates d’'immuno-analyse multiparamétriques qui
utilise la méthode EliA™ pour les dosages d’auto-immunité et une
technique fluoroimmuno-enzymatique, ImmunoCAP system™,
Les automates PHADIA™, dont il existe des variantes suivant le
nombre d’échantillons qu’ils peuvent traiter simultanément (PHA-
DIA200, 500, 100, 2500 et 5000) permettent les dosages d’IgE
spécifiques, d’IgG et d’IgG4 spécifiques, des IgE totales, de la tryp-
tase, et de I'ECP (protéine cationique des éosinophiles).

A ce jour, la société Thermo Fisher® propose 425 références de
sources allergéniques et 108 allergénes moléculaires. Des mélanges
d’extraits allergéniques sont aussi disponibles.

Le principe du dosage Immuno CAP™ system de cet automate
est le suivant (Fig. 3) :

e l'allergéne est fixé de facon covalente sur une phase solide de
nitrate de cellulose a haute porosité (« éponge de nitrocellulose »)
et se lie, lors d’une phase d’incubation, aux anticorps spécifiques
présents dans le sérum du patient ;

e aprés une étape de lavage, un réactif contenant des immuno-
globulines anti-IgE humaines marquées par une enzyme sont
ajoutées ;

o le complexelié est alors incubé avec un agent de développement ;

e aprés arrét de la réaction, la fluorescence de I'éluat de
I'ImmunoCAP™ est mesurée. Plus la fluorescence est élevée, plus
les IgE spécifiques sont présentes dans I'’échantillon.

Le volume de la prise d’essai varie de 25 a 40 pL de sérum selon
l'allergéne et le volume mort est de 150 L (120 pL avec des micro-
tubes).

615



C. Klingebiel, R. Philippe, P. Mathieu et al.

Revue frangaise d’allergologie 62 (2022) 613-618

3'9 Prelavaze ImmunoCAP
R
2 s Ajout 40 pl séram

Incubztion 30 mn - 37°C

"

Laraze

Ajout 530 pl conjugus

Incubation 24 mn - 37°C
Laraze

Ajout 30 pl

Zol Devaloppement
. GCalactozidaze (coli—
Incubation ¥ mn 4-)Iathylomballifrd-6-D-
zZalactozide
= 4-Methnlombelliferone
Ajout 600 ul Sel. Répanse
Inhibitrice A, —

£

L

o

—

™5

Fig. 3. Principe du dosage immunofluoroenzymatique des IgE spécifiques par I'automate Phadia™ (source Thermo Fisher®).

Les résultats d'IgE spécifiques sont exprimés en kU,/L et le
domaine de mesure se situe entre 0,10 et 100 kU, /L.

5. Immulite™ série 2000 de SIEMENS

L’automate Immulite™ de chez Siemens utilise la technique
3gAllergy™, Automated liquid-phase immunoassay, qui dose les
IgE spécifiques et des IgG4 spécifiques par chimiluminescence.
Cette technique, comme celle de NOVEOS™ et d’iSYS™, utilise des
billes couplées a la streptavidine sur lesquels les allergénes biotiny-
1és peuvent de fixer (Fig. 4). A la différence de ces deux méthodes,
cependant, Immulite™ utilise une seule bille-réactif de grand dia-
meétre (0,25 pouces soit 6,35 mm) pour chaque échantillon a doser,
et non pas des microbilles. D’autres paramétres d’allergologie sont
disponibles au dosage : IgG spécifiques, IgE totales et ECP.

La réaction allergéne/anticorps IgE du sérum du patient se fait
a la fois en phase liquide, ce qui en théorie préserve au mieux la
structure tri-dimensionnelle de I'allergene, et aussi a la surface de
labille recouverte de streptavidine et d’allergéne. Puis, un anticorps
monoclonal anti-IgE lié a la phosphatase alcaline est ajouté. La révé-
lation se fait grace un substrat chimiluminescent dont I'intensité de
la lumiére produite est corrélée a la quantité d’IgE.

Immulite™ permet un chargement en systéme ouvert de
90 échantillons de sérum de patients et 138 positions pour les
sources allergéniques. Le volume de la prise d’essai est de 50 L
de sérum et le volume mort de 250 p.L.

Comme les autres automates, la gamme de calibration est éta-
lonnée sur celle d’'un standard international des IgE totales (WHO
IgE standard). Les résultats des IgE spécifiques sont exprimés avec
cette technique en kU/L et le domaine de mesure se situe entre
0,10 et 100 kU/L.

Sont disponibles au dosage, 434 références d’allergénes uni-
taires dont 33 allergénes moléculaires, ainsi que des mélanges
d’allergénes (extraits).

Les caractéristiques de ces quatre automates sont résumées
dans le Tableau 1.

6. Discussion

La particularité du dosage des IgE spécifiques par rapport a
la plupart des autres paramétres dosés couramment en biologie
médicale est liée au fait qu'il existe un nombre trés important
d’allergénes contre lesquels elles peuvent étre dirigées. Un panel
de 80 a 600 références allergéniques peut étre proposé par les
fournisseurs de réactifs. C'est pour cela qu’il n’existe pas de stan-
dardisation de réactifs, ni de contréles de qualité (internes au
laboratoire ou externes, échangés entre les laboratoires) pour tous
les allergénes proposés. Ces controles (internes et externes) sont
donc limités a une gamme trés réduite d’allergénes (une vingtaine
au total). Ce point est bien entendu pris en compte dans le cadre de
I'accréditation ISO 15189 des laboratoires d’analyses médicales.
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3gAllergy—Allergen-specific IgE assay sequence
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to serum IgE. quantitative IgE result.

Fig. 4. Principe du dosage 3gAllergy™ (Automated liquid-phase immunoassay) des IgE spécifiques par I'automate Immulite™ 2000 (source Siemens®).

Tableau 1
Récapitulatif des caractéristiques des automates au 15 février 2022.

Automate Méthode Phase solide ou liquide Prise d’essai Seuil de détection Sources/allergénes
moléculaires disponibles (hors
mélanges)

Phadia™ Immunofluoro- Dérivés cellulosiques 40 pL 0,10kUA/L 425/108

enzymatique

iSYys™ Chimiluminescence Microbilles 50 L 0,10 kUn/L 45/23

magnétiques

NOVEOS™ Chimiluminescence Microbilles 4L 0,17 kUa/L 142/53

magnétiques

Immulite™ Chimiluminescence Microbille polystyréne 50 uL 0,10kU/L 401/33

Malgré leur diversité, les allergénes se comportent de facon
identique lorsqu’ils sont fixés au méme support de réaction. Le
réseau AllergoBioNet a montré que pour le dosage des IgE spé-
cifiques avec la méthode FEIA, I'analyte peut étre défini comme
étant I'IgE quelle que soit sa spécificité [4]. La courbe de calibration
en plusieurs points, commune a tous les allergénes, est étalon-
née par rapport a une préparation internationale de référence de
I’'OMS pour les IgE totales, permettant d’obtenir une concentra-
tion d’IgE spécifiques d’un allergéne donné en kU, /L. On peut donc
considérer que, quelle que soit leur spécificité, toutes les IgE spé-
cifiques sont assimilables a un seul analyte : I'IgE spécifique. Les
critéres de performances obtenus pour des allergénes représen-
tatifs de I'activité du laboratoire et des niveaux de concentration
judicieusement choisis, dans un nombre défini d’échantillons, sont
extrapolables a I'ensemble des allergénes. La validation de méthode
(répétabilité, reproductibilité) pour chacun de ces automates peut
étre faite a partir d’'une seule référence allergénique.

La nouvelle génération d’automate d’immuno-analyse permet-
tant le dosage d’IgE spécifiques (iSYS™ et NOVEOS™) ainsi que
I'Immulite™, présentent de bonnes performances analytiques en
termes de répétabilité, reproductibilité et linéarité [5].

Ces trois automates possédent des réactifs liquides pouvant étre
stockés a bord ce qui est un avantage par rapport au Phadia™ qui lui
posséde des réactifs solides sous forme de « stylo » et un nombre
limité d’emplacements réactif a bord. Enfin, ils n’utilisent pas de
dérivés cellulosiques pour la phase solide ce qui limite le risque
de faux positifs rapportés pour le Phadia™ par liaison des IgE spé-
cifiques aux CCD (cross-reactive carbohydrate determinants) de la
phase solide [6].

Des études ont montré une bonne corrélation des résultats
obtenus entre les différents automates [7-12]. Cependant, il est
important de noter que les valeurs quantitatives obtenues ne sont
pas identiques d’un automate a I'autre. Il n’existe pas pour I'instant
de standard international pour le dosage des IgE spécifiques. La
concentration d'IgE spécifiques dans le sérum testé est déterminée
a partir d’'une courbe standard basée sur celle des IgE totales, mais
malgré l'utilisation d'un standard international (standard d’IgE

61

humaines de I'OMS dont la derniére préparation 11/234 a été réali-
sée en 2014), d’'une courbe de calibration en plusieurs points, et de
l'utilisation systématique de contréles internes et externes dans
la pratique courante des laboratoires, les taux d'IgE spécifiques
pour une référence allergénique donnée différent d’une technique
alautre [5,13].

Bien que le principe de dosage de base soit analogue a un Elisa
pour chacun d’entre eux, des spécificités techniques sont propres a
chaque fournisseur : dosage en phase solide adsorbée, liquide, ou
a la surface de microbilles, marquage ou non des allergénes par la
biotine. De plus, chaque automate a ses propres caractéristiques :
unité de rendu de résultat avant la conversion en kU /L, sensibilité,
spécificité, interférences. . .

Quelle que soit la méthode utilisée, le composant le plus impor-
tant est le réactif allergénique. Les extraits allergéniques sont des
mélanges complexes de molécules allergéniques et non allergé-
niques. Chaque technique utilise ses propres sources allergéniques
pour la fabrication de ses réactifs. Cette non-standardisation des
réactifs peut expliquer en partie la discordance observée dans les
valeurs quantitatives entre les différentes méthodes. L'utilisation
d’allergénes moléculaires devrait tendre a réduire cette grande
hétérogénéité dans les réactifs, mais il existe différents isoformes et
différentes présentations des épitopes des allergéne moléculaires
[14,15].

Auparavant, I'allergologie était réservée aux secteurs spécia-
lisés, cependant avec une prévalence de l'allergie en constante
augmentation et les demandes d’analyses biologiques qui vont
avec, il est nécessaire d’'intégrer ces examens en routine. Le biolo-
giste se doit donc de maitriser au mieux les différentes techniques
de dosage ainsi que les automates disponibles (en termes de fiabi-
lité, cadence, maniabilité, possibilité d’intégration dans une chaine,
...) afin de répondre aux exigences des prescripteurs.

7. Conclusion

Les automates de nouvelle génération disponibles pour
le dosage des IgE spécifiques, utilisant la chimiluminescence
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possédent de bonnes performances analytiques permettant de les
utiliser en routine au laboratoire. Ils utilisent une méthode de
dosage par chimiluminescence qui est différente de celle propre
a 'ImmunoCAP™ et n'utilisent pas de phase solide a base de cel-
lulose ce qui théoriquement limite le risque de réactions croisées
dues a des IgE anti-CCD.

Les principaux avantages de I'iSYS™ résident dans le fait qu'il
fonctionne en cycle ouvert, il est donc possible de charger I'appareil
en cours de cycle. Il peut aussi étre adapté sur une chaine afin de
gagner en cadence et productivité.

Concernant le NOVEOS™, il nécessite une prise d’essai trés
faible (volume 10x plus faible que pour 'lmmunoCAP) ce qui est
intéressant dans la prise en charge de I'allergie de I'enfant ou en
cas de faible volume de sérum disponible. Il posséde également des
tests de dépistage dont la composition en allergénes peut étre adap-
tée en fonction des besoins : saison pollinique, zone géographique,
age, écologie des moisissures aéroportées, « test de dépistage a la
carte ». En cas de résultats positifs, le détail des IgE spécifiques
est directement disponible permettant d’éviter des dosages sup-
plémentaires.

L'Immulite™ propose un panel d’extraits et allergénes molécu-
laires conséquents, plus de 400 références, proche du Phadia™. Sa
technique d’immunodosage peut induire des interférences avec la
biotine. De plus, il s’agit historiquement de la méthode de dosages
des IgE spécifiques produisant les résultats qui différent le plus de
la méthode ImmunoCAP [14,16].

Toutes ces méthodes d’analyse sont corrélées entre elles et
peuvent donc étre utilisées indifféremment pour la recherche d’'une
sensibilisation biologique vis-a-vis d’'un allergéne donné et ainsi
permettre au clinicien de poser le diagnostic d’allergie IgE médiée
en complément de I'histoire clinique pertinente du patient.

Cependant, si un suivi biologique du taux d'IgE spécifiques
est nécessaire, bien qu’il n’'existe pas a ce jour de consensus
en ce sens dans le suivi d'une allergie, il est indispensable
que ce dosage s'effectue avec la méme technique, sur le méme
appareil. Il en va de méme pour de nombreuses autres ana-
lyses en dehors de l'allergologie et il appartient au biologiste
de mentionner sur le compte rendu des patients la technique
utilisée.

Une meilleure quantification des IgE spécifiques permettant de
véritables comparaisons avec les unités internationales des IgE
totales et l'utilisation de réactifs allergéniques standardisés est
nécessaire.
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