Faculté
de Pharmacie
Aix-Marseille Université

MEMOIRE ,
DU DI PL EMDEDSPECIALIEES
DE BIOLOGIE MEDICALE

Soutenu le/endredi 16 février 2018

Par M. ROMAIN Thomas
Né(e) le 25/09/1990

Conformément aux dispositions décret n°20036
du 23 janvier 2003, tenant lieu de

THESE

POUR LE DIPLDME DO6ETAT DE DOCTEUR

----000----

TITRE :

Intérét des réponses IgE et IgG4 anti allergenes moléculapgdication a la sensibilisation vis
av 1 Aspdr@llusfumigatusd ans | e di agnostic de

----000----

JURY :

Président Pr AZAS Nadine

Membres. Dr VITTE JoangDirecteur de thése)
Pr MEGE Jeailouis
Dr RANQUE Stéphane

Université  d Aix -Marseille 7 Faculté de Pharmacie i 27 bd Jean Moulin i CS 30064 - 13385 Marseille cedex0 5 - France
Tél. : +33 (0)4 91 835500 - Fax: +33(0)4 91 80 26 12



/5

1];. : Faculte
nacie

de Pharr
Alx Marsaille Université

27 Boulevard Jean Moulin — CS 30064 - 13385 MARSEILLE Cedex 05

Tel. :

ADMINISTRATION :

Dayen
Vice-Doyens :

Chargés de Mission :

Conseiller du Doyen :
Doyens honoraires :
Professeurs émérites :

Professeurs honoraires :

Chef des Services Administratifs :
Chef de Cabinet :

Responsable de la Scolarite :

0491 835500 -Fax:0491802612

Mme Francoise DIGNAT-GEORGE
M. Jean-Paul BORG, M. Philippe CHARPIOT, M. Pascal RATHELOT

M. David BERGE-LEFRANC, M. Francois DEVRED, Mme Caroline
DUCROS, Mme Pascale BARBIER

M. Patrice VAMNELLE
M. Jacques REYNAUD, M. Pierre TIMON-DAVID, M. Patrice VANELLE
M. Jose SAMPOL, M. Jean-Pierre REYNIER

M. Guy BALANSARD, M. Jacques BARBE, M. Yves BARRA,

Mme Claudette BRIAND, M. Jacques CATALIN, Mme Andrée
CREMIEUX, M. Aime CREVAT, M. Bernard CRISTAL,

M. Gérard DUMENIL, M. Alain DURAND, Mme Danielle GARCON,
M. Maurice JALFRE, M. Joseph JOACHIM, M. Maurice LANZA,

M. José MALDOMADO, M. Patrick REGLI, M. Jean-Claude SARI

Mme Florence GAUREL
Mme Sandrine NOURIAN
Mme Myriam TORRE

DEPARTEMENT BIO-INGENIERIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Philippe PICCERELLE

| PROFESSEURS
BIOPHYSIQUE M. Vincent PEYROT
M. Hervé KOWVACIC
GENIE GENETIQUE ET BIOINGENIERIE M. Christophe DUBOIS

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE,

BIOPHARMACIE ET COSMETIQUE

M. Philippe PICCERELLE




MAITRES DE CONFERENCES

BIOPHYSIQLUE M. Robert GILLI
Mme Odile RIMET-GASPARINI
Mme Pascale BARBIER
M. Frangois DEVRED
Mme Manon CARRE
M. Gilles BREUZARD
Mme Alessandra PAGAND

GEMNIE GENETIQUE ET BIOTECHNOLOGIE M. Eric SEREE-PACHA
Mme Véronique REY-BOURGAREL

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE, M. Pascal PRINDERRE

BIOPHARMACIE ET COSMETOLOGIE M. Emmanuel CAUTURE
Mme Véronique ANDRIEU
Mme Marie-Pierre SAVELLI

NUTRITION ET DIETETIQUE M. Leopold TCHIAKPE

A.H.LU.

CULTURE ET THERAPIE CELLULAIRE M. Jéremy MAGALON

ENSEIGNANTS CONTRACTUELS

ANGLAIS Mme Caroline MONTET

DEPARTEMENT BIOLOGIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Philippe CHARPIOT

PROFESSEURS
BIOCHIMIE FONDAMEMNTALE, MOLECULAIRE ET CLINIQUE M. Philippe CHARPIOT
BIOLOGIE CELLULAIRE M. Jean-Paul BORG
HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE Mme Frangoise DIGNAT-GEORGE
Mme Laurence CAMOIN
Mme Florence SABATIER-MALATERRE
MICROBIOLOGIE M. Jean-Marc ROLAIN
M. Philippe COLSON
PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIENE ET Mme Madine AZAS-KREDER

Z00LOGIE




MAITRES DE CONFEREMNCES

BIOCHIMIE FONMDAMEMNTALE, MOLECULAIRE ET CLINIQUE Mme Dominigue JOURDHEUIL-RAHMANI
M. Thierry AUGIER
M. Edouard LAMY
Mme Alexandrine BERTAUD
Mme Claire CERINI
Mme Edwige TELLIER
M. stéphans POITEVIN

HEMATOLOGIE ET IMMUMNOLOGIE Mme Nathalie BARDIN
Mme Dominique ARNOUX
Mme Aurélie LEROYER
M. Romaric LACROLX

MICROBIOLOGIE Mme Michéle LAGET
M. Michel DE MEO
Mme Anne DAVIN-REGLI
Mme Véronigue ROUX
M. Fadi BITTAR
Mme Isabelle PAGNIER
Mme Sophie EDOUARD

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIENE ET Mme Carcle DI GIORGIO

ZO0LOGIE M. Aurélien DUMETRE
Mme Magali CASANOVA
Mme Anita COHEN

BIOLOGIE CELLULAIRE Mme Anne-Catherine LOUHMEAU

A.H.U.

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE Mme Sylvie COINTE

DEPARTEMENT CHIMIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Patrice VANELLE

PROFESSEURS
CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION M. Henri PORTUGAL
Mme Catherine BADENS

CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET M. Philippe GALLICE
MUISANCES TECHNOLOGIQUES

CHIMIE MINERALE ET STRUCTURALE - M. Pascal RATHELOT
CHIMIE THERAPEUTIQUE M. Maxime CROZET
CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE M. Patrice VANELLE

M. Thierry TERME

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE, HOMEOPATHIE Mme Evelyne OLLIVIER




PROFESSEURS ASSOCIES A TEMPS PARTIEL (P.A.5.T.)

GESTION PHARMACEUTIQUE, PHARMACOECONOMIE

ET ETHIQUE PHARMACEUTIQUE OFFICINALE

M. Jean-Pierre CALISSI

MAITRES DE CONFERENCES

BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE, BIOLOGIE CELLULAIRE

CHIMIE AMALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITIOM

CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET

NUISANCES TECHNOLOGIQUES

CHIMIE THERAPEUTIQUE

CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE
HYDROLOGIE

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE, HOMEOPATHIE

Mme Anne FAVEL
Mme Joélle MOULIN-TRAFFORT

Mme Elisabeth SCHREIBER-DETURMENY
Mme Catherine DEFOORT

M. Alain NICOLAY

Mme Estelle WOLFF

Mme Elise LOMBARD

M. David BERGE-LEFRANC
M. Pierre REBOUILLON

Mme Catherine DIANA

Mme Sandrine FRANCO-ALIBERT
Mme Carcline DUCROS

M. Marc MONTAMNA

M. Armand GELLIS
M. Christophe CURTI
Mme Julie BROGGI
M. Micolas PRIMAS
M. Cedric SPITZ

M. Sebastien REDON

M. Riad ELIAS

Mme Valérie MAHIOU-LEDDET
Mme Sok Siya BUN

Mme Béatrice BAGHDIKIAN

MAITRES DE CONFERENCE ASSOCIES A TEMPS PARTIEL (M.A.S.T.)

CHIMIE AMALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITIOM

CHIMIE PHYSIQUE - PREVENTION DES RISQUES ET

NUISANCES TECHNOLOGIQUES

DROIT ET ECONOMIE DE LA PHARMACIE

DROIT ET COMMUNICATION PHARMACEUTIQUES A L'OFFICINE

ET GESTION DE LA PHARMAFAC

Mme Anne-Mare PENET-LOREC

M. Thierry ATHUYT

M. Marc LAMBERT

M. Philippe BESSON

AHU

CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE

Mme Manon ROCHE

ATER

CHIMIE AMALYTIQUE

Mme Camille DESGROUAS



DEPARTEMENT MEDICAMENT ET SECURITE SANITAIRE
Responsable @ Professeur Benjamin GUILLET

PROFESSEURS
PHARMACIE CLINIQUE Mme Diane BRAGUER
PHARMACODYNAMIE M. Benjamin GUILLET
TOXICOCINETIQUE ET PHARMACOCINETIQUE M. Athanassios ILIADIS
TOXICOLOGIE GENERALE M. Bruno LACARELLE
TOXICOLOGIE DE L'ENVIRONNEMENT Mme Frédérigue GRIMALDI

MAITRES DE CONFERENCES

PHARMACODYNAMIE Mme Suzanne MOUTERDE-MONIANEL

PHYSIOLOGIE Mme Sylviane LORTET
Mme Emmanuelle MANOS-SAMPOL

TOXICOCINETIQUE ET PHARMACOCINETIQUE M. Hot BUN
M. Joseph CICCOLINI

Mme Raphaélle FANCIULLING

TOXICOLOGIE GEMERALE ET PHARMACIE CLINIQUE M. Pierre-Henri VILLARD
M. Stephane HOMNORE
Mme Carcline SOLAS-CHESNEAU
Mme Marie-Anne ESTEVE

A.H.LU.

PHARMACODYNAMIE M. Philippe GARRIGUE

ATER

PHARMACODYNAMIE M. Guillaume HACHE
Mme Ahlel BOUHLEL



CHARGES D'ENSEIGNEMENT A LA FACULTE

Mme Nathalie AUSIAS, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Pierre BERTAULT-PERES, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Martine BUES-CHAREBIT, Pharmacien-Praticien hospitalier
M. Gérard CARLES, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Nicole FRANCOIS, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Sophie GENSOLLEN, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Christine PENOT-RAGON, Pharmacien-Praticien hospitalier
M. Stephane PICHOM, Pharmacien titulaire

M. Alain RAGON, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Badr Eddine TEHHANI, Pharmacien - Praticien hospitalier



REMERCIEMENTS
A Madame le Professeur NadineAZAS,

Vous me faites | 6honneur de pr®sider ce jury
remercie. Soyez assuré de ma sincere reconnaissance et de mon profond respect.

A Monsieur le Professeur JeanLouis MEGE,

Je vous sui s trirasceptéae faine padi¢ de snannury. Veullezvirauver ici
| 6expression de mes sinc res remerciements.

A ma directrice de thésele Dr Joana VITTE,

Merci de mobéavoir jpiesr dies | deseltd @dreguwm doagvioel ©sas s o
travaux deecherches. Je te remercie également pour ta considération lors de mon passage
dans ton stage et ton souci de formation qui
de base.

Un grand mer encourpgenampréserdeaiwo idri f f ®r ent Parickongr s
x2 , Vienne, Helsinki)qui ontsuscitéma curiosité ebu cettepublicationsatrouvé unbel
écha

Bien ®videmment merci p pouravoimdidige eedravail. Emfino p o s ® ¢
merci pour ton énergie, t@anthouthiasme communicafibur ta dsciplineau quotidierainsi

gueton franeparlerqui ont rendu mes 6 mois de stages en imrfall@ogoaussi intéressant

guodint ®ractif

M° me si je vais modéorienter ver salwmd | &utgroe dp
n 6 aspas&téloin deme transmettre leirus!

A Monsieur le Dr Stéphane RANQUE,

Je te remercie de mbéavoir fait | 6honneur doa
egalement pour ton encadrement et pour ta formation éclairé en mycologie lors de mon

pass ag e Jegarde ohurh&ro pour te demander conseit les champignons
tropicauximprobablegjue je trouverai au laboratoire en Guadeldupe

A ma famille, & mes amis, a Clémentine.



¢ LOUniversit® ndentend donner au
aux opinions eémises dans les theses. Ces opindmsgent étre
considéréesomme propres a leurs auteurs»



Sommaire

PARTI E 1: |l NTRODUCT.L.QON....DE...LO.ET.UDE................ 3
R [ 01 (Yo (8 To3 1[0 ] o LUNE PR 4
I, MUCOVISAAOSE: GENEIAILES. ... .o e e 5

lll. Aspergillus fumigatus : Généralités mycologiques et bases physiopathologiques de

| i nt er a dte humain..a.v.e.c...l..Q....... i
IV. Mucoviscidose et ABPA Epidémiologie, histoire naturelle et diagnostic classiquel0

des s

=T o] (o [T T To] (oo | =PRSS 10
HISTOIrE NATUIEIIE......ceiiiiiieii e e e eneee e 11
Do | 0 1) £ o SRR 12
V. Pour quoi l es crit res i mmunol ogiques
T EST= = T o 11 U URRUPPPPRRPPPORPN 15
1. Le titre :dol.gE..t.af.al.eS. ... 15
2. Ladétection et le doga des IgE ardi\. fumigatus ..............coovviiviiiiiicceeeeevieiinnes 15
3. Léoanal yse de Fafumgapso.n.s.e...l.g.G...an.t.i.... 17
VL Axes de recherche dans | 6am@pporatdenl!l dal d
010 L= ol ] = 1 =P 18
1. Prérequis allergologiBOlECUIAINE: ...........cooiiiiiiiiie e 18
2. Intérétde la méthode IMMUNOCAR..............cooiiiieeeer e ee e 19

3. Meilleure spécificitédes allergénes moléculaires dans la distinction entre des IgE anti
Afumigauset des I gE dirig®es contre:.dbdau22res ch

4. Meilleure spécificité des allergénes moléculaires daudsstinction entre une
« simple» sensibilisation ardaspergillaire et une aspergillose..........cccceeeeviieeeiceeennnes 22

5. Description des différenss| | er g nes mol ®cul aires 2d6i nt ®r

RV L =1 o] oo = o] 1 = O PPPPPRPPPRS 24
PARTI E 2: L LAETUDE e 27
I.  Comparaison de®sultats de notre étude a ceux de la littérature....................ooce 28

TArticle 1: «Diseasespecyc recombinant allergens for the diagnosis t&#rgic
bronchopulmonary aspergillosis» Crameri et al, 1998...........ccccooiiiiiiiccciciiieee e 29

TArticle 2: «Selected recombinant Aspergillus fumigatus allerdend specically to IgE
in ABPA » Kurup et al, 2000.......ccooiiiiieeeeeeeeeeeieeee et mmme e 31



TArticle 3 «Specyc IgG subclass antibody pattern to Aspergillus fumigatus in patients
with cysticybrosis with allergic bronchopulmonary aspergillosis (AB®&kov et al,

LS 1S 1 ST PPERRPSR 33
TArticle 4: «IgE antibody to Aspergillus fumigatus recombinant allergens in cystic fibrosis
patients withallergic bronchopulmonary aspergillosis» Knutsen et al, 2004............ 34
TArticle 5: «Allergic bronchopulmonary aspergillosis: reviewlitérature and proposal of
new diagnostic and classification criteria» Agarwal et al, 2013............cccceveieeeeeen. 35
TArticle 6: «Molecularbasedallergy diagnosis of allergic bronchopulmonary aspergillosis
in Aspergillus fumigatusensitized Japanese patiemfSanimoto et al, 2015................ 37
TArticle 7: «<Developments in the diagnosis and treatment of allergic bronchopulmonary
aspergillosis» Argawal et al, 2016..............oevvviviiiiccreeeeeiiiiire e eeenninnnn . A0
=T ][ ToTe =T o] 1= OO URSRPPRPROY” 922

1IN T [ T T 1 = T 43

M. Traduction en fr an.-.al.s..de..l.0ar.t.i.cl.e.4®r i gi n:

Y 011 =T USRS 12
1] 0o [T 1o ] o PP 49
MaterielS €1 METNOUES........ueiiiiiiiiiiie e e 50
RESUIBLS ...ttt rmme e e e e e e e e e e s s s s e e e s s se bbb b ee e e e e e e s 51

=T g [0 | = ] | = 51

Pr®valence et tit ralsl edrog gnGds #ipaR.c@.cf.ui.lf2uierse sa nc
Pr ®val ence spétifiqglesamta e ed gl g&s Ahol.®c.ul.B2i r es d
Analyse des courbes ROC des IgE spécifiques dirigées contre les allergénesamesdec

(0 | TP PP PP RTRTRPPRI 53
DT o]0 K11 o] o PO 53
Bibliographie artiCle:..........ooo e 57

CONGCLUSION ..ottt e e ettt eeena bbbttt e e et et e e e e s ememr e e et e e eeeeaaaeens 58
SERMENT DE GAEN ... ..ottt ettt e e et eeer e 59



PARTIE 1:
INTRODUCTION DE

LOETUDE




. Introduction:

L'aspergillose bronchpulmonaire allergique (ABPA) est une maladie pulmonaire rare
causée par une réponse immune inadaptéexwis dAspergillus fumigatus L 6 ABPA
survient quasexclusivement chez des patients ayant une bronchopneumopathie chronique, de
type asthmatique ou bronchorrhéique, telle que rencontrée au cours de la muuswiscid
(Cystic Fibrosis CF).La prévalence moyenne de I'ABPA chez les patients atteints de CF est
de | 6ordre @e¢|l & ~ cbd%titue un fraspitateiekes ddagg

crit res diagnostiques classiques de | 6ABPA
rai son do® ®ments communs ~ <ces deux affecti
| 6enjeu th®rapeutique de | 6APBA dans ce cont

Le diagnostic dO6ABPA repose sur un f ai sce
immunologiques, microbiologiques) déja anciernisest non consensuel et insuffisamment
performant , not amment au cour s dlologicuesCF do

peuvent mimer ou au contraire masquer une ABPA.

Nous avons évalué par une étude monocentriéuegectivele dosage des IgE et des
lgG4vissavi s des ant i g Aspergillusrforigateshos esultass sonfidntent
| 6ass emnitatei dm@a pr ®sence et | e titre dolgE di
commerci ali s®s et | el praposd sles rsauits ded décisiore a AsBeP A

diagnostique

Cette ®tude princeps, c o mme dndantuisbumises ®t U
au biais doéune forte h®t ® og®n®i t® des pati e
sousj acente (asthme ou CF), |l e stade(@n@gemms ut i f

HLA, mutations de CFTRRQu encorde contexte sanitee.

Par ailleurs les étudedéja disponiblesont souvent rétrospectives avec des criteres
déincl usi on non homog nes ni comparabl es d
diagnostique des IgE v&5v i s des anti g nes aspaeampapipbut ai res

| 6heure dbéaccor d s ur ureiaterpréatiotunivgpque desésultatspr i vi | ®



[I.  Mucoviscidose: Généralités

La mucoviscidosecfystic fibrosis, Clrest une maladie multisystémique, monogénique,
autosomaleécessive liée a des mutations sur le gene CEEWRLtIC Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulatprun CFTR fonctionnel est essentiel pour la physiologieepébelia
des voies respiratoires, du tube digestif et des canaux des glandes exocrinds. 206
mutations du gene CFTR sont décrites a ce jour, DeltaF508 étant la plus fréquente. La
pr®val ence de | a CF est esti m®e:plus frAqueBt® 0 0 et

chez les Caucasiens que dans les populations asiatiques ou africaines.

La maladie est généralement diagnostiquée chez le jeune enfant (dépistage néonatal en
France depuis 2002). Elle évolue sur un mode chronique. Les manifestations pulmonaires,
toujours présentes, sont liées a des défauts complexes de la clairanagdlimive@t évoluent
vers une insuffisance respiratoire obstructive, source de mortalité préddne insuffisance
pancréatique exocrine et des troubles de la croissance gtahdérale sont souvent associés.
Loesp®rance de vie des patise enrchagge, Qs de @us ded 6 e n \

40 ans avec un suivi et des traitements adéjuats

Si le traitement laisse encore actuellement une large place aux mesures
symptomatiques (drainage bronchique et antibiothérapie pour l'atteinte respiratoire, extraits
pancréatiques,vitamines et suppléments caloriques pour les troubles digestifs et
nutritionnels), on assiste a une évolution rapide dans le traitement spécifique de la CF. En
effet, une approche pharmacologique ciblée sur le type de mutation de CFTR représente un
tournat dans la mise au point de thérapies ciblées. Une récente thérapie, ciblant a deux
niveaux le défaut biologique a la base de la maladie, donne des résultats trés encctirageants
Le b®n®fice de | 6association de deux mol ®c ul
porteurshomozygotesde la mutationDeltaF508 est intéressante. Le lumacaftor est une
moléculedie " correctrice"™ (VX809), alors que | 6i\
agissent de mani re diff®rente sur | e d®&f aut
guantité de CFTR a la surface de la cellule en prolongeant sa présence a ce niveau.
Léi vacaftor (premi re mol ®cul e ayant re-u ur

n

Uni s et e France, Kal ydecoE) est capable d



chl orure CFTR. L6associ @taiété mcerdneent pluvempar [® c ul e s

HAS et est disponible depysusieursmois.

Déautres axes de recher che thémmen génigaect uel |
intervention au niveau duchaperome> du CFTR (ensemble des protéines cytoplasmiques et

du réticulum endoplasmiqu®ntribuant au repliement de la molécule CFTR).

Dans tous | es cas | 6i mpact de ces nouvell
prof il doexpr-Esaspardebl agEeanet | e d®velopp

| 6heure.pas connu



1. Asperqgillus fumigatus : Geénéralitts mycologigues et bases
physi opathol ogi gues de | 6i nteractio

Le genreAspergillusregroupe 339 espéces de champignons filamenteux, a répartition
mondi al e, ubiquitaires d a fracilenlerit eaéroporteso canse me n t
| 6habitat comme dans | dair ext®rieur, chaquc

s p o r Aspergitlué spp

Aspergillus fumigatusest la principale espéce impliquée en pathologie humaine. Ce
champignon ubiquitaire, saprophyte mais pathogene opportuniste, dispose de multiples
mécanismes de virulencerichesse antigénique, production de nombreuses toxines,
interaction avec plusieungrotagonistes des barrieres naturelles et du systeme immunitaire

chez | 6homme.

Les interactions entr@. fumigatuse t l e syst me i mmunitaire

une réponse protectrice, sont schématisées déiguiee 1°.

Fungal recognition  Antigen presentation T helper cell response Fungal killing
Aspergillus l
conidia® 0 _‘-J Alveolar \ 4 B o, =
) Ny VZ : Fan ;
b GO macwrnasn ZN ) ny ) - (9§
o> ’ y \ L >
. 1 ¢ -
'.g" s “_°""A I o> A 12" \ Macrophage activation
Noo - o N PSS  STAT4 3
e @) 577 ‘ S
hyphae .&:ﬂ;}".,' > A \;— = — 1 o e
s A -6 N S a4
Neutrophil Z VN STAT3 | - - O
Dendritic Pl \ et ) Zo
Legend coll 1L.23 v Neutrophil response
A MBL P
A PTX3 ~ (R

Epithelial barrier fanction

Figure 1. La r®ponse i mmune pA fomigatod ri ce | o

La r i ches s eA famigatusest®eflétép avenivepdotéomique par le nombre
important (47 a ce jolrde protéines clonées, caractérisées et douées de propriétés
al | er g ®n-adjra @éeda, capaciieeasntuire une immunisation allergique aégaovo

chez un individu préalablemesgnsibiliséet a povoquer une réaction allergique chez les



patients possédant des IgE spécifiques de la protéine considérée. La plupart de ces protéines
sont des enzymes, mais on y retrouve également des constituants de structure, comme Asp f

34 de la paroi fongiqde

A. fumigatusdi spose ainsi dobune vaste panoplie
do®vasion et exploite virtuell ement tout t
anama |l i es guantitatives ou gualitatives du n
respiratoire, de | 6i mmunit® inn®e (macropha
®osinophil es, cellul es Natur al Ki | lugtion/ | nnat

orientation et maintien de la réponse immune adaptative (cellules dendritiques, cellules T
auxiliaires de type Thl, Th2 et Th¥?}. Les altérations du microbiome pulmonaire ou
intestinal favoriseraient également les pathologispemyillaires par divers mécanismes

incomplétement explorés

L6i ssue de |Afumgatue bnt 6er ganhreme d®pend de
soust endue par | 06int®grit® des barri res ®pithth
(HLA, mutations du g ne CFTR y comptolliike =~ | 6@
receptor9) et la capacité du systeme immunitaire & mettre en place poesegéefficace

lorsque la premiére ligne de défense est débtrdfee

Un continuumphysiopathologique relie la colonisation dit@symptomatique et/ou
| 6i nducti on dounaespre®@pganseai Tt e $ghbeal/outpaaens a nt [
aspergillaire, " | Blas@etrtge | ¢ @smeace d DAE@ree n

favorisants est résumée dan§igure 2.



: Inhalation Aspergillus fumigatus Asthme, mucoviscidose
| ' |

Persistance des spores d'Aspeangilius
fumigatus dans |'arbre
trach&obronchique

l

Mutations CFTRH, SP-A2, MBL &t
polymorphisme TLR9

l

Croissance en hyphes aspergillaires et
libération des antigénes et exoprotéases

|
I !

Modification de la clairance
mucociliaire permeabilite de la

Cellules présentatrices

barrigre épithéliale d'antigénes
Mediateurs inflammatoires | HLA-DR2/DRS
Afflux de cellules ' Reéponse cellulaire de type .
inflammatoires Th2 > Tht
Reaction de phase précoce | Mutations IL-10, IL-4Ra
et de phase tardive et CFTR

| |
v

Propagation de linflammation |

i

Eosinophiles, lymphocytes T, granulocytes, neutrophiles, cytokines
de I'épithélium bronchique, chémokines, facteurs de croissance

i

ﬁugmentatiun des IgE totales et spacifiques
vis-a-vis 0" Aspergillus fumigatus
Inflammation éosinophiligue pulmonaire

Figure 2. Conception actuel e de | a phy

La sensibilisation visev i sA. fdndigatusest la premiére étape vers une possible
ABPA. Par la suitegette cascade de phénoménes immaitergiques menent a des épisodes

déinfl ammation et doéobstructjusqu”™ bl andhilpauet.
bronchest la fibrose pulmonaire irréversible.



IV. Mucoviscidose et ABPA Epidémiologie, histoire naturelle et

diagnostic classigue

1. Epidémiologie

L6ABPA ou mal adi e '°dest laHome daoplus feéguente edesy s
aspergilloses humaines, se manifestant préférentiellement chez le sujet asthmatique ou porteur
dodune muc 8v ie sAfigdgaisse s t de |l oin | dagent ®t i ol
déautres esp ces f ceaicayse essnmspergillus flavgsulemconee Nt mi
AspergillusnigerLa pr ®val ence esti m®Pe de | 6ABPA est ¢
(7 7 14% en cas dbdébasthme corticod®pendant) e
l e pati ent CH'E Selom une métahalyree le risque de développer une ABPA
est de 40% chez les patienthanatiques présentant une sensibilisation de type Ig&wss

d A. fumigatu’. Des chiffres similaires sont avanc
patient atteint de CF j usqu 6" 35% ¢ hezun¢é sessibilsationiastint s p |
aspergillair®®>® En cas de mucoviscidose, un risque
rapport®, selon | es ®qui pes, chez |l es patie
associé(e), ddonction respiratoire ou état nutritionnel plus détérioré(e), de présence de
Pseudomonassgpans | 6expectoration, de tZaitement |
Chg |1 e patient CF, |l a gravit® de | 6ABPA e
nutritionnel préexistast La d®mar che diagnostique de | 6AB

par un chevauchement des éléments et anomalies imputables aux deux affemtions
bronchospasme, bronchectasies, expectorations, anomalies radiologiques) et par une
fréquence accrue de la colonisation et/ou sensibilisation aspergillaire. De plus, chez le patient
atteint de mucoviscidose, lessiknples» colonisations paA. fumigtus ou sensibilisations

antraspergillaires contribuent ” |l a d®t ®ri or a
comme ché’z | dadulte

Le traitement de | 6ABPA associ e des scC
corticoth®rapie par voi e g®n®rale et | 6aj o!
itraconazol e, voriconazol e), déanti fungiqu

| 6omal i zumab ( ant-igE)horpAMMhEataitemantnest Igéné&atement
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efficace, “ condition de poser | e diagnosti
développement de bronchectasies et la détérioration irréversible de la fonction respiratoire.
Inversement, le traitemergar excés comporte des risquels corticothérapie inhibe la

branche Thl7 de la réponse immune adaptative-aapgrgillaire (réponse efficace,

protectrice); l e traitement antifungique favorise |
antifungiqueset comporte un risque non négligeable de déséquilibre du mycobiome du
patient, avec ®mergencé doéautres pathog nes

2. Histoire naturelle

L6OABPA ®t ant une mal adi e chronique asso

classification en cing stades ®volutifs sel:
est uneaide importante au diagnos{itableau 1)

Stade Clinique Biologie Imagerie Réversibilité
Titre doélgE t
Stade | o . . . .
(aigu) Asthme Hyperéosinophilie sanguine Infiltrats pulmonaires Oui
aigu . .
IgE et IgG antiA. fumigatus
Titre db6lgE tota
au précédent, mais reste supérieur
Stade Il ] _
L Asymptomatique valeurs basales Normale Oui
(rémission) o _
Numeération éosinophiles normale
Possible IgG antiA. fumigatus
Stade I Ti t r etotaled mgtiplié par 2 ou
_ Asthme ou . i _ _ _
(exacerbati . plus par rapport a la valeur mesurée| Infiltrats pulmonaires Oui
asymptomatique .
on) rémission
Stade IV
(cortico- Aggravationde| Augmentati on du Bronchectasies ou
ui
dépendanc | 6asth (inconstante) centrales (TDM)
e)
Stade V Dyspnée, Augmentation des ) ,
] o _ Fibrose pulmonaire
(fibrose et cyanose, et spécifiques anti o
_ o corticorésistante Non
bronchectal] hypertension aspergillaireginconstante) ,
_ ) o - Bronchectasies
sies) pulmonaire Hyperéosinophilie (inconstante)
Tableau 1. Classification de Pattersofd es st ades de | 6 ABPA sel on
bi ol ogiques, doi magerie et de r®versibilit®
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Si le pronostic a long terme de la maladie est bon dans les stades débutants avec une
prise en charge adaptée,| | 6est beaucoup moins ° partir
all ant m° me jusquod- | a L évblutiongde la palddnebsaai r e

progression entre les différents stadessont pas toujours bien comprises.

Pl us simpl ement, | 6 ABPA péeolodiques lorsqee lesons i d
bronchectasies sont absentes etvec bronchectasieslorsque ces signes de destruction

pulmonaire sont présefts

3. Diagnostic

En pratique, l a classification ndantt RABP A
quelue soit le stade, visent simplement a mettre en évidence une réponse inflammatoire et

allergique visav i A. fulnigatus’™*®

Voici les critéres diagnostiques inauguraux proposés par Ros&nhtmtrgal en
1977.(Tablea)

Crit res maj el Crit res minel

1. Ast hme 1. Aspergi( Adugsn sf ulne 4

s®cr ®tions bronchig

2. Test scuitnanmm@d i at s |2. Positivit® ret-a
Aspergil |l (A fumi|jvi sAfdo

3. Anticor psscpn®ftiep|3. Expectoration

4. Augment ati on des

S®riques
5. Bronchectasies p
6.l nfiltrats pul mo

7. Hyper ®osinophili

Tableau2: Cr it res diagnostiques de | 6ABPA selon Ro:
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De nombreuses révisions et nouvelles versions ont été propdse@91]1 Knutsen et

al®® propose ne adaptation de ces critéres diagnostigpesifiqueaux patients CF, dans le

but doam®Il i orer | a

sensi

bilit®

ABPA est élargi et incorpore des éléments de réponse thérapeutigaeéléments

immunologiques restent, quant a eux, inchangébléau3).

Crit res diagnosti

es diagnost.

. Détérioration clinique aigué ou subaigué nol

attribuabl e doéautr

. Taux IgE totales dans le séruni®00 Ul/ml

Réaction cutanée immeédiate \ésis
d Afumigatug(Af) (chez les patients non
traités par antihistaminique)u | g E

SAf d 0

S

VIS-&V |

. Anticorps précipitants enveAf ou 1gG
positives aAf

1. Détérioration clinique aigué ou subaigué n

attri buabl e doaut
Taux
Ul/ml
Si | 6 ABPA SuUSQpq

200 et 500 Ul/ml, il estecommandé de

dtélds daBs ld sérum > 500
est
répéter le test 1 a 3 mois plus tard. Si les
patients sont sous corticoides, le test est

répéter apres arrét de la corticothérapie.

A d

fumigatus(Af) (chez les patients non traitég

Réaction cutanée immédiate-as i

. Apparition de nouvelles imageadiologiques par antihistaminioge) ou | gE s
ne sbéam®liorant pas avi Af do
4. Un des criteres suivants
-Anticorps précipitants ou IgG
positives aAf
-Apparition de nouvelles images
radi ol ogiques ne
sous antibiotiques
Tableau 3: Crit res di agn o shronchapwnsonaieealletgique SABRA) dansl | o s e

la mucoviscidosé’

13
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En 2013 une nouvelle mise & jour est propgsé Agarwal et &f, (Tableau 4).

Pr®sence dounej gcaetnhtoed o:gias tshommes ou mi

Crit res obligat Autres crit res (4

1. Pr®sence doune hypen 1. Pr®sence dobdanticor
test cutan® aspefgil d61 gG posAgpdrsgielnlv

aspergillaires > 0, 3 fumi gatus

2. Taux s®riques dOolgE | 2 | nfiradiadlsogi ques
(transitoires/ pers

bronchiques)

3. Hyper ®osinophilie
en | 6absence de <co

ou pr ®al abl e

Tableau4: Crit res diagnostiques 208 | 6ABPA selon Ag

Unenouvelle fois | es ¢ quetpeuével®. Prisidang tearst i q u
ensemble, ces scores accordent aux éléments biologiques un poids important dans la décision
di agnostique. Le but easpergilbibei dé typetallergjueeavecu ne r (
une composante inflammatoire. Cependant, les éléments biologiques aitixgsielait appel
ici peuvent étre considérés comme rudimentaires face aux méthodes et aux exigences de

performance des examens biologiqaetiels Le paragraphe suivaah présente les raisons.
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V. Pourgquoi les criteres immunologiques des scores diagnostiques

dOABPA n®cessitent une mise 7~ jour

l.Le titre doélgE totales

Interférences thérapeuticmleSa nor mal it ® ®|l i mine | e diag

crit res classiques, mais |le titre doélgE tot
certains traitements corticostéroides systémiques et omalizumab. Si les premiers sont
dousage | fer ®8ewemtd, fait | 6objet dbébun nombre ci
de son util i s aitéhorsde son AMM attief®&B PA, au

Choix de la valeur seluile seuil de 1000 ou 500 Ul/mL est source de confusion,

certains laboratoires et a leur suite des équipes médicales exprimant le résultat en mg/L, or
1000 mg/L correspondent & environ 400 UlffhL

2. La détection et le dosage des IgE anfi. fumigatus:

Choix de la valeuseuit les critéres initiaux étaient basés sur les seuils de détection des

méthodesradioimmunologique des années 197IB80 et indiquaient une sensibilisation

allergigue antiasperglaire ». Le critere proposétait « une valeur supérieure au double d
r®sul tat d érums issp de patierdse asttsnatiques sensibilisésavis sA. d 6
fumigatus». Le seuil de quantification e IgE est alors de 0,1 kUA/L. En 2013,L 6
International Society for Human and Animal Mycolog$HAM) a préféré proposer ursil

de 0,35 kUA/L pour définir la sensibilisation aaspergillairé®, sans disposer d
expérimentaux (#e expert group felt that a value >0.35 KUA/L should be used as-a cut

off »).

Tests cutanés versusHgsériques Classiqguement, la sensibilisation amspergillaire

peut étre évaluée para r echerche des |l gE sp®cifiques
d Aspergillus fumigatysmais aussi pades tests cutanés a lecture immédiegequi introduit
nonseulement une variabilité supplémentaire, mais aussi, selon certains auteurs, une perte de
sensibilité diagnostique par rapport aux méthodes immunologiquéss sources

allergéniques Aspergillusn 6 ®t an't pl ensFrancg spo6énhbbemati on do
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tests cutanés disparait, il en résulte une homogénéisation des pratiques avec recours généralisé

aux dosages dolagpégilairpsPselonfuitendaneesinteanatioridfe

Epidémiologie de la sensibilisation aAl : Depuis | 6®nonc® des cr
d6ABPA, il enstt qdueev elnau dB@ti ede@einhit o @ dA RiGatus i t i g ®

est un ®v®nement fr®quent (autour de 50% de
spécificité diagnostique vi&v i s de | 6 ABPA. Gu@ élsvéd Opl oguEA.qauroti i u
fumigatus» est proposé dans les publicas plus récentes, mais toujours sans définition du

seul. De plus, chez les patients atteints de mucoviscidoses, la colonisation et la
sensibilisationvisxzvi s dbdéesp ces pr ®s ent anA fumigatasont®a ct i v
fréquentes la sensibisation visavis de Candida albicansest présente chez 50 a 60% des

patients avec une ABPA sur mucovisciddse celle visdv i sAltethdria alternataatteint

100% dans une population p®diatriglUéa marse
pertinence de ces données est difficile a dégager, car il faut distinguer entre la réactivité
croisée intrinseque desxtraits fungiqueset la sensibilisation vraie v&v i s déune o
pl usieurs esp ces de microorgani smawsdesS6y aj
groupements glucidiques, qui interferent en positivant ou surestimant les IgE antifungiques
dans20% desc#8, al ors que ce type do6lgE est d®pour

1 est int®ressant de noter que ces donn®
niveau moléculairede la réponse IgE, techniquent disponible depuis 2007 en routine
clinique pourA. fumigatuset pourA. alternatae t qgui permettrait doéaf
sensibilisations vraies et des réactions croisées, est encore absente du raisonnement

diagnostique.
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3.L6anal yse de | A fumBawsnse | gG anti

Elle estaussi classiquement liée a des méthodes dépassées en termes de performances

biologiques, avec notamment une spécificité médiocre et une reproductibilité aléatoire

jusquodé”™ 30% denalayseatd ®@wnmn drmhme | S@r um est ra|
considérées de référefite o mme | @électrophonéseDe telles performances sont
i nadapt ®es ~ un sui Vi t h®r apeutique. Comme ¢

au niveau moléculaire de la réponse IgG, bien que disponibles, ne sont actuellement pas
incorporées a la pratiqueirdque en routing ceci malgré ds donnéesen faveurdans la

littérature récente.

Les liens physiopathologiques entre les données myicoles, la réponse IgG et la

réponse immunallergique sont peu étudiés.

4. Conclusion

Ces éléments contribuent a un diagnostic parfois incertain et donc trop souvent tranché
par défaut ou par excés. Une étude basée sur les registres nationaux decadgats un
sousdi agnostic i mportant de | 6ABPA chez | e pa
33% de cas dd6ABPA notifi ®s chez cBslespatier
discordances entre pays sont inquiétantes, y compris en Europe, avec des extrémes de 14,5%
(Gréce) et de 101% (France).

Comptetenu du traitement difficile et, inversement, des conséquences irréversibles de
| 6absence de traitement ddrmucdvisc®Ba las paaticees | e p e
charge de ces patients expriment depuis le début du siécle une tres forte demande de mise a
jour des criteres immunologiques et, plus largement, de développement de nouveaux
bi omarqueur s di agnostiques et dodhomosg ®n ®i s
présentons dans le paragraphe suivant les avancées iraflergologiques et leur
application au diagnostic de | 6ABPA, not amme
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VI.L Axes de recherche dans | 6 am&baortor at i

de | 0ladielmelécuyjaie

L a d®mar che ddéoanalgus e amolli®ctuRraailreeme nt b o
bi ol ogi que des r®ponses all ergiques depui s
pathologies respiratoires, alimentaires, cutanées ou anaphylattigiette approche permet

de di ff®rencier une "vraie all ergie d'une
séveres et de choisir le traitent d'immunothérapie spécifique optimille a permis de
valider en clinique, pour | e diagnosti c, | e
de | 6anal yse de -bkuasde @qgénessakkerganiquesuidestifiebsi ss dagi t
principalement de la recherche et du dosage itératif des IgE contre ces prdréingsl (et

Phl p 5 dans la pollinose aux graminées, Bet v 1 dans la pollinose aux Bétulacées, Cup a 1
dans | a pollinose aux Cupr ess aaa®ads, CorA®9et h 2
Cor a 14 dans | 6all ergie ° | a noisettp, Pru
Certaines de ces protéines sont également en cours de validation pour le suivi évolutif en
utilisant la réponse IgG (notamment IgG4)eetsl t est s cel |l ul aires dbac
Leur introduction thérapeutique est en marche, avec un premier vaccin applicable a la

polinoseaux gr ami n®es*.en cours dobdessai
Léapplication de cette d®marche ° | édanal y.
plus particulierement anf\. fumigatue st auj our doé hui possible, so

des conférences de conserigus

1. Prérequis allergologiemoléculaire :

Des composants allergéniques individuels allergenes moléculaires peuvent étre
obtenus depuis une source alkgrigue entiergsoit parextractionet purification a partir de
cette source on les appdét alors allergenes moléculaires natifs, soit par production de
protéines obteres par clonage dobéun wvariant mol ®cul a
(Escherichia coliou encorePischia pastoriy on les appde alors allergénes moléculaires
recombinantsUne source alleggnique peut contenir de tres nombreux allergénes individuels,
par exemple | 0extrait do aspargilusfumggatesmcoriennt i e nt
47.
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Arah?9 Arah3

Une source allergénique entierexemple | Plusieurs allergge s mo |l ®cul ai
de | 6dar achi d{ sourceallergénique exempl e d

La nomenclature de sesraposants allergéniques utilikss trois premeres lettres du

nomdegenr e, et Il a 1 péce,lpetédée de «th w pallevgéne daif

6e

purifié, et « r » pour recombingrg u i Vv i déun chi ffre 1 pour |

2, 3, 4, 5é pour |l es autres allerg nes.

Exemples:

Dermatophagoidegteronyssinus rDer p 1. premier allergene moléculaire recombinant des

acariens

Aspergillus fumigatus rAsp f 3: allergéne moléculaire recombinaht@spergillus fumigatus

numéro 3

2. Intérét de la méthodelmmunoCAP®:

Par mi | es A fudigatug4d7 pretéinesdsont caractérisées du point de vue

structural et fonctionnel et homologuées par la WHO/IUIS (International Union of

Immunological ci et i es) en t Ranni ceg yibtéihes, eaing sorg s .

commercialiséessous forme recombin&m (Thermdéisher, Phadia, Uppsala, Suéde) et

di sponi bles pour | 6exploration quantitat:i

gue | es cl| ashsiumigas laxt m@t h ¢ d & GpdrdmniiroCAP gRe
estactuellement la plus utdée en France et dans le reste du maogllegouvre environ 80%
des besoins en dosagk 6 | gelle est désormaisonsidérée comme méthode de référéfice

Elleper met l a r®v®l ati on dbédautres cdsjaaecdes
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mémes performances de sensibilité, spécificité, répétabilité, reprotidctibitra et
interlaboratoire. Notons que la mesure des IgE ahtifumigatusest comprise dans le
contrlle de qualit® inter na tntrique gancaisekorthhE QA S
sur la reproductibilité interlaboratoire des IgE spécifiquas, fumigatus et protéines
allergéniques inclus, rapporte une #t#b remarquable des résultéts De trés bonnes
performances sont rapportées pour le dosage des lg@spetigillaires avec cette méthode

par degquipes anglaises et indientes

En pratique Ce test d Oestl undosageo Immgnoeazymatique par
fluroescence (FEIAgongu comme un immunodosagen sandwichy. Un puits est@couvert
d'un antigeneAsp f 1 par exemplequi seraspécifiquement reconnu par les anticorps cibles
les IgE spécifiques anrfispf 1 . Si cet anticorps spécifique est présent dans I'échardilon
sangdu patient, il sefixera a l'antigéne. Dans I'étape de réaction qui suit, un anticorps
secondaire conjugué a I'enzyme se lie a I'anticorps cible lié a I'antigéneyme transforme
un substrat ajouté en produit fluorescent. En comparant le signal fluorescent avec celui de
calibrateurs de concentrations connues, il est possible de déterminer la concentration en

anticorps dans I'échantillon.

Antibody
S\
\ t,.- y L'antigéne d'interét par exemple Asp f fixé surla phase
. v solide, se lie aux anticorps spécifiques (IgE -&sip f 1)
TR 4 dans I'échantillon du patient.
E -4, Antipen
hy R i &liming | | . lig
y B Aprés avoir éliminé par lavage les anticorps non liés et
‘7 _ N spécifiques, des anticorps marqués par une enzyme d
A A contre l'anticorps cible (IgE anfisp f 1) sont ajoutés pou
. ? former un complexe.
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9= > Apres incub#don, les anticorps marqués non i
‘ . . P -7 -
N g sontéliminés par lavaget le complexe lié est alors incul
Sobidphase 1 avec un agent de développement.

-

y _ Aprés arrét de la réaction, la fluorescence de l'éluat
Y ' . Ao .
. -~ mesurée. Plus la fluorescence est élevée, plus les anti
sobdphace TN 7 spé&ifiqgues sont présents dans I'échantillon.
-

Avantages de la méthode

Large page de mesures quantitatives allant de 0,1 &LG@JL
Basé sur un systeme de calibratestandardisés

Grande sensibilité de la méthode

= =2 4 =9

Bons Coefficients deVariation (CV) des dosages infériesia 10%, comparables aux
dosages d'immunrchimie cliniques de routine
1 Excellentereproductibilité intra einterlaboratoire

1 Seulemen40 pL nécessaispar test
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3. Meilleure spécificité des allergénes moléculairedans la distinction entre des IgE

anti-A.fumigatus e t de s | g E diri g®es contr e do

moisissures:

Afumigatugpposs de plus de 40 prot®i nesnédéapabl e
rendant la standardisation des différents extraits comnisésatrés difficiles.Certaines
pr ot ®Anfendgatud@résentent des homologies de séquence importantes avec des
prot ® nes dbébautres esp ces ou genres fungi qu
adire a une double positivité lorsque dedraits de microorganismes sont employés pour
rechercher une sensibilisation (tests cutanés ou IgE sériques) et donc une perte de spécificité
dans | e diagnosti c -aspérgilard’ sehssti popsagluoh kD
marqueurs aspergillaires sous forme de protéines individuelles recombinantes ou purifiées est

une voie prometteuse.

4. Meilleure spécificité des allergeénes moléculaireslans la distinction entre une

« simple » sensibilisation antiaspergillaire et une asperqgillose

Notre étude monocentrique marseilltssur 55 patients CRersus9 patients ABPA
montre de tr s bonnes performances de di sti

en compte la réponse IgE aux cing allergénes moléculaires.

5. Description _des _difirents _allergenes _moléculaires d idtérét d 6 Asper gi | | u

fumigatus :

Asp f 1 est une ribonucléase (ribotoxine de la famille des mitogillfiedlle est
absente des spores et produite uniguement au cours de la germination, donc de la prolifération
aspergillaire &anEl Il doe gtanh & vAtfemiyatusses sepl®c i f i g
homologies de structure restanhfinées au genrAspergilluset pr i nci palA ment
restrictud®. Sa capacité immunogéne est trés importante et en fait un allergéne mageur,
une prévalence des IgE Asp f 1 autour 88 en cas d o6 ABdPdans &g auttke 4 5
sensibilisations antspergillaire®’. Ces résultats déja anciens et obtenus avec des techniques

« ELISA maison» sont corroborés par ceux, récents et commerciaux, obtenus chez des
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patients japonais avec une ABPA sur asthmeévalence de 85% des IgE Asp f 1 chez les

patients ABPA, avec un titre plus ®l ev® che
formesclinfues doéadpergill ose
Aspf2est une prot®i ne | iant l e fibrinog ne

immunogéne. Sa prévalence rapportée sur plusieurs petites sériegedts gansibilisés est
de 87 ° 100% chez | e patient ABPA, par opp

allergiqué®“®

Asp f 3, une protéine ggoxysomale, est rapportée dans la plupas réponses IgE anti
A. fumigatusquefud6en soit la forme <clinique. Asp f
structure avec des protéines apparentées des g€arefida et Penicillium et donc une
réactivité croisée trop large pour en faire un mauique i mmunol ogi que dou®
spécificité**>

Asp f 4, dont la fonction reste inconnue, est une protéine de 30 kDa pour laquelle
certaines études ont rapporté une excellente spécificité, lorsque son exploration était couplée a
celle de Asp f 6 et ®ventuell ement aflestp f 2,

asthmatique ou Cg*"8

Asp f 6, une superoxyddismutase a manganése (MnSOD), avait fondé beaucoup
ddoespoirs pour une am®I*"8Lamide emévidbnce wtériaugen o s t i
de sa forte r®activit® croi s®e avec dobéautres:s
dans la physiopathologie des dermatites atopfduamsi que des résultats cliniques récents
qui suggérent un manque de spécificité des IgE Asp f Gvis s de doléABP A |
impliquentl a n®cessit® doune r ®®v adnparticulier chezdee s a
patient asthmatique
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.  Comparaison des résultats de notre étude a ceux de la littérature

Avant de vous pr®senter | 6®t ude telle qt
(I mpact Factor =7. 3),essows 4al luonnes dp rsoccu®dse ro
donn®es de |l a |itt®rature pour remettre | 0®t

La di scusasi®ems des ldho | ittt ®rature qui va s
articles. Nous avons pris | e part.i de d®¢rir
la |litt®rature sur notre sujet esautramte, dans
|l es m®t hodes wutilis®es que dans | es popul ati
compar abl es dobune ®tude ° | 6autr e, (i 1) [

recherches sur notre sujetmosti dapers UHée®VOABP

i mportant de mettre en avant pour comprendre

Les articles ont ®t ® s ®l:e)x(tiuon Nd@s® ns & leo n

comparabl e )awnre! terfa,gpa(rip it b19i@®e | ann®e

Le but de notre ®tude ®tait de comparer |

r®sul tats prometteurs d®j " di sponi bl es dans
repose sur | o6utilisation doune nsRagheo dgeu aanuttiotn
doél gE et |l gG sp®ci fiques (1 gE et |l gG sp®), s

| 6 ex tArsgietr gd & | us, fsuanitgagwrs I|(Af )compokant As mol
f 1, Asp fSi2,l Am|l ys @ Edérdiss Pdesi exsraits d
all erg nes &est un bon test déorientation, I

v®e®ritable m®decine de pr ®ci sion.

La m®t hode | mmunoCAPE (Thermofischer/ PHA
| 6uti Idibeaxtiramt s antig®ni ques ou déall erg ne
standardi s®e. L6int ®r °t de cetmeei seo@ipiedd 60n
retrouve dans | a |itt®rature est donc son
d®montr® dans |l a partie 1 (Axes de recherch

apport de | dall@rgo®opyi edeol ®c mPaahode | mmuno

Nous avons ®valu® par une ®tude monocentr
| gEdes |1 gG4 par +Y-mmsend€APENYiI g AdedNomo Ip®d wmlca ip

r ®sul t at s confirment | 6association entre | a
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aspergillaires commercialis®s etddeas prd®seANE

3, 4 et 6 sont retrouv®s plus fr®Qquemment e
patients ABPA. Lesvsi bgBHOspA®pi fi ques didbs Asp f
de | 6 ABPA, l eurs pr ®v aelmemde sdinfd ®&tremtt epaentgieg
Les 1gG4 ndéont pas d®montr® doint®r°t pour
mal gr® des taux sup®rieurs dans | e groupe

significatif.

1 Article 1: «Diseasespeciyc recombinant allergens for the diagnosis of allergic
bronchopulmonary aspergillosis> Crameri et al, 1998.

Une ®quipe suisse a publi® en 1998 | a pr
moléculaire appliquée a la sensibilisation aspergillairesla | e di agnostic de |
et al, ont formé une cohorte de 100 patients asthmatiques sensibAE&)gatients étaient
atteints dOABPA ,40 autres patients en ®tali
dosage des allergénes molécukitesp f 1, 3, 4 a 6. Ces allergénes ontoéti&nus par
clonage selon un protocole «maison». La méthode de dosage utilisée était Phadebas® RAST

(Pharmacia), version pr®c®dente de | 61l mmunoC

Débapr s cette ®tude | a d®exelusivemennrappadtéeg E A's
dans le groupe ABPA (Figure 1) avec une spécificité de 100%, une sensibilité de 90%, une
Valeur Prédictive Positive (VPP) de 100% et une Valeur Prédictive Négative (VPN) de 91%.

Pour ce qui est des autres allergénes (1 et 3)®lesul t at s no6®t ai ent pas
différents entre les deux groupes.
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Fig. 1. Specific IgE antibodies to rAsp f 1 (A) and rAsp f 3 (B) in sera from 20 heallhh/ control individuals (Controls), 40 A. fumigatus-sensitized
asthmatics without ABPA and 60 A. fumigalus-sensitized asthmatics suffering from ABPA. IgE binding to the allergens was determined with
an antigen-specific ELISA and compared to the binding of a reference serum arbitrarily assigned to 100 EU/ml (23). Mean values are indicated
by lines. The hatched area represents the cut-off value determined by skin tests.

Aspf6 Aspf4

1000 1000

_ '
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E: ¥
7
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with without with without
ABPA ABPA ABPA ABPA

Fig. 2. Specific IgE antibodies to rAsp f 6 (A) and rAsp f 4 (B) in sera from healthy contral individuals and A. fumigatus-sensitized asthmatics
with or without ABPA. For further explanations see Fig. 1. The data show that these two allergens are highly specific for sera of patients with
ABPA. From the 60 patients with ABPA, 48 (80%) elicited an IgE response to rAsp f 4, 33 (55%) to rAsp f 6 and 54 (90%) recognized at least

one of these allergens. Accordingly, the sensitivity of the diagnosis reach 90% and the specificity defined by the lack of positive responses
in A. fumigatus-sensitized asthmatics without ABPA corresponds to 100%.

Figure 1: Comparai son des t i t-alegenesdnilécyl&ress p ®c i f
d Af entre un groupe de patients ABPA et un groupe de patients asthmatiques
sensibilisés aAf
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Ces résultats concordent avec les nétres pour les allergenes Asp f 4 et Asp f 6. lIs
repr ®sentent en effet dans nos deux ®tudes ¢
de la sensibilisatioménignea Af. Cependant, la sensibilisation a Ak@ et Asp f 6 est

également retrouvée dans notre groupe témoin constitué de patients atteints de mucoviscidose,

n®anmoins elle est moi ns pr®valente et de |
spécifiques permet de séparer les deux groupes (0.0 Ceci peut sob6expl.i
nous avons utilisé une méthode plus sensible dans notre"®dmdei s | 6 ®val uat i
sensibilisations des groupes t®moins de nos

notre étude le groupe témoin iétaonstitué de patients mucoviscidosiques sensibilisés a
| 6 e xAftandis que dans cette étude les témoins sont des patients asthmatiques tout venant.
Il est logique de trouver un profil de sensibilisation aspergillaire plus riche dans notre groupe
témoin.
En d®finitive, | 6i mportant recrutement de¢

pr®dictives positives et n®gatives int®ressa

Cette étude inaugurale, qui a ouvert la voie dans le domaine de l'irafiergologie
appliquée a I'ABPA a démontré l'intérét de I'approche moléculaire dans le diagnostic de cette

pat hol ogie redoutable, elle sert aujourddhui

1 Article 2: « Selected recombinant Aspergillus fumigatus allergens bingpecically
to IgE in ABPA » Kurup et al, 2000.

Dans cette ®tude de plus petite envergur e
24 patients ABPA, 16 patients asthmatiques sensibiligd®t10 autres témoins sains ont été
testés en IgE Aspl a 6 en technique ELISAmaison», a la fois dans un laboratoire suisse
et dans un laboratoire américaines r ®sul t ats sont en faveur d
h®t ®r og ne | i ®e ~ | 6ABPA.

Déapr s cette ®tude, | 6anfal s e 4cembién @eer
bonne identification de | 6ABPA (Tableau 1).
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Table 2. IgE binding of the sera of patients with different
recombinant A. furmigatus allergens and their combinations

Subjects studied

ABPA Asthmatics

Recombinant allergens Swiss lab US lab Swiss lab US lab

Aspf2 87+ 87 6 36
Aspf 4 92 62 0 18
Aspf 6 58 68 0 27
Aspf2 +14 96 94 6 36
Aspf2+16 96 94 6 36
Aspf4 +16 100 94 0 27
Aspf2+4+6 100 100 6 45

*Percent of subjects showing IgE binding. Mean + 2 SD of
normals was taken as positive.

Tabl eauPolurcentage de r®action | gE mediABeheaa x di
des patients ABPA compar®s " des patients ast hma

Par contr e, |l es allerg nes Asp f 1 et 3
per mettent pas de discriminer | 6ABPATare | a s
rai son doéun chevauchement trop i mpgorlteangr oduep
t ®moi n.

On retrouve |l es prot® nes dobéint®r°ts mis
Toutefois, |l es conclusions de cette ®tude d

notre ®tude | es I gE sp® dplAsp ffr &q nmemmean te nd h
ABPA, et (ii) les I gE°sp® mdAgpe dr 3s p @cpipfairaat

association avec Asp f 4 et 6.

Les r®sultats nous interpellent aussi dar
¢cmai gooempar abl es, | es valeurs obtenues dans
s®rums identiques ne sont pas corr ® ®es, en
sp® doAsp f 3 ®taient | argement pbaosatawigme i
Sui sse.

Cela souligne que | '®tat des connai ssanc
per mettaient pas | 6obtention dbéune applicat]
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routine. Comme on | e verrappadolapeuittseagansts
article avait conclu que ce mangque dohomog®n
et |l e faible nombre dé®t udes sur | e sujet,

|l 6i nt ®r °t des ra&lsl elagisnd ® mola®awlsdii c de | 6 ABF

Léutilisation doune m®t hode pr ®sentant

reproductibilit® est donc indispensable pour

1 Article 3 « Specic lgG subclass antibody pattern to Aspergills fumigatus in
patients with cysticybrosis with allergic bronchopulmonary aspergillosis
(ABPA)» Skov et al 1999.

Une ®quipe danoise s
atteints de mucomusovidesskEJcEBGgu@EB)b([e@msti st ® t
en | g&speaetgi l |l aire pour | es sous classes 1

est i Nt-Aidess @eatereni

Trois groupes principaux ont ®t ® d®ter mi n®s:
T Groupe&BPA CcColAdhNsSB6 )
T GroupeCE non ABRA N=ABdl)gni s®
1T GroupeCB non ABPAAfNed7@9l oni s®

Les patients ABPAgcolpri 4®poss®dai ent des
sup®rieurs do; gé,ettgGaldeysGr ed & 16 @ GAdréad a m pcaorn®p | aeu
autres groupes. La sensibilit®, l a sp®ci fici
cal cul ®es pour chaguegosbupr@®basct® HDesg@ei LE
not amment une88W®et fumchk tnNBPtNe r™ PLE.l es val eur
autres!| asvuss ®t ai ent proches. On remarque (
plusieurs param tres ~ |l a fois, par exempl e
l es, | dG@&etlildJdeE De tr s faibles taux d'1gG or

t ®moi ns sains.

Les 1 gG totales et | es sous classes d' 1l gcC
val eur n®gat tasgpedgs | Il giGr easnt € st donc un bon
mal adi e | ors du diagnosti c.
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De nos jours il est connue que bal ance e
d®vel oppement de tol ® ance dans de nombreuse

un allerg ne s'instalmMuenotd®r mpi @es akhluercp@r
sp®ci fiques di minuent et i nver sement l es | g
moins r®centés hes H®G4i bb®es significativem
cela nous | ai sse sk psppo® elr Iqu@4 | sap &@ ad eewvrceei tl g°
groupes ABPA et non ABPA.

Ces r®sultats nous ont incit®s ° ®valuer
avons test® en parall le |Iles IgE et A§G4 sp
Les®sul tats sont surprenants car nous nb6avon

|l gG4 dans | e groupe ABPA. Cela nous pousse

di agnostic de | ' ABPA. N®anmoi nsgG4 nieasuutr ®sr esn
plus faibles que ceux d'IlgE, |l es diff ®rences
mettre en ®vidence, en particulier sur de pe
activateur/inhl gGtél@ansdeaghbakxecl dE | ' ABPA m

approfondie avec un plus grand recrutement d

Pour continuer | 6exploration des r®ponses
sur notre cohorte marseill aese,mol ®abt @esesd
r®sul tats sont int®ressants avec une augment

anAsp f 3 dt Aop principaux allerg nes doi nt
r®sultats ont ® ® inclus dans | e prototype

publi® dans la revue AI'I*&rgy, ~ 1 06issue de c

1 Article 4: « IgE antibody to Aspergillus fumigatus recombinant allergens in
cystic fibrosis patients with allergic bronchopulmonary asperqillosis Knutsen et
al, 2004.

La nouveaut ® de cette ®t ude am®rAfcsti nlea ®t
prise en cioondpetse ddéeesx apc®rr bati on et de r ®mi ssi
Les r®sultats de cettaeav@tudeespopubpbabicbesdad:d
(15 ABPA, 23 patiAdntls9 pRtI emdisb illfF. sn@swms sleqpB i ¢
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doAsp f 2, 3 4 et 6 ont ® ® retrouv®es sign
| 6ai de de | 6analyse des carAfrcti®es spi gu®isn &ROC

Asp f 4 ont donn® |l es meill eunt®. r ReEGI| tl YtES s
vissris de | 6antig ne mol ®cul aire Asp f 3 set
chez | es patients ABPA durant | es phases

significativement augmentr®ess amnaufy sleedelsgBE ®3 p

Dans notre ®tude on s'est attach® ° d ®f
allerg nes mol ®cul aires dans |l e diagnostic ¢
|l es exacerbations et®tlerst rd®am & i pnes Idea ndi d gan
En revanche dans |l a perspective d'une ®tud

pourraient faire partie du faisceau d' ar gume

9 Article 5: « Allergic bronchopulmonary aspergillosis: review of literature and

proposal of new diagnosic and classification criteria» Agarwal et al, 2013

Cet article est une des rr ®f ®rences de | &
| 6 ABPA. Un groupe doéexperts de | 6l nternatio
(I SHAM) a ®t ® form® pour r®sumer | 6®tnat des
consensus international pour son diagnostic

Les experts s e sont pench®s sur | 6appor
di agnostic de | 6ABPA. I'l's soulignent | e <car e
effet del anossenjsalwrid i sation aspergil lAdi qariest
comme tout extrait, est grev® par | e manque
positifs et la possibifi*t® de r®actions fong

En anal mSmes hesicl es gduees sauesu x | pers® seexnpt e® st
gue | esAsspgEf alntdt Asp f 3 ne sont pas -sp®ci f

Asp f 4 et 6 sont augment ®es uni qguement dans

Cependant , | es expernrtBGes ubdbnhtt s elgea®t quat ilf

di ff®rents centres ne sont pas corr ®l ®s, en
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gui pr®sente des r®sultats tr s diff®rents
| 6anal yses ®resmsn®° mees groupe de travail a con
pr®sentent un rlle tr s prometteur pour | e
plus grande envergur e, en particulier mul ti
reommandation finale sur | a valeur diagnost.i
de Il a |itt®rature nous a convaincu quobavec

dosages mol ®cul aires quantitatifi®ABBRAoOtatr ai

faire partie de |l a strat®gie diagnostique
confirme |l es r®sultats de |l a |itt®rature el
retrouv®s dans | a plupart des articles Asp f

Les crit res diagnostiques delTalbdABRA 3pr, o pl
pas encore pris en compte |l es allerg nes mol

di ff®rents des premiers crit res esatua n2d) a rddaitsa®

de f®t771a question de | eur optimisation rest
Crit res majeu Crit res mineu
1. Ast hme 1. dAfns | es s®cr ®ti on
2. Test cutan®s | maf®| 2. Positivit® ret-ar
dAf
3. Anticorpsscpn®ftiepi|3. Expectoration d

4. Augment ati on des

5. Bronchectasies pr

6.l nfiltrats pul mon

7. Hyper ®osinophilie

Tabl eauCr2it res diagnosti queéet del ,| 6JABPA sel or
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Pr®sence dounej gcaetnhtod o:giaes tshommes ou mu

Crit res obligat Autres crit res (i

1. Pr®sence doéune hypenl Pr®sence dbéanticor
test cutan® asper-@i>l positi A envers
0,35 KkKUA/I

2.l nfiltrats radiolo

2. TawX®riques dolgE tot (transitoires/ persi

bronchiques)

3. Hyper ®osi BO@Phi®@li®me
en | 6absence de CO

ou pr ®al abl e

Tabl eauCr3it res diagnosti qdets ale, | DABPA sel or

1 Article 6: « Molecular-based allergy diagnosis of allergic_bronchopulmonary
aspergillosis in Aspergillusfumigatus-sensitized Japanese patients Tanimoto et
al, 2015.

Cette ®tude japonaise r®cente met en avan

f 6 chez les patients atteints de dermatite atopique (DA).

Pour cette ®tude, 53 patients japonais at
asthmatiques non ABPA présentant une sensibilisation aspergillaire bénigne. Parmi ces 253

patients, 3 sougroupes ont été formés

1 Groupe 1 142 patients asthmatiquesmatteints de DA
1 Groupe 2 111 patients asthmatiques atteints de DA

1 Groupe 3 34 patients non asthmatiques atteints de DA.
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Ces patients ont b®n®fici ® dAd:Ashdlsn g dst dez
6enlIgE et IgGai n s i gue doautres-avasldlodl g emear i anail

Trichopython rubrum, Aspergillus flaves encoréVialassezia spp.

Les points forts de cette étudesont (i ) | 6anal yse des TrARact i v |
par do6aust rfeosn geixggweasi,t (ii) | 6analyse de | 06int

patients atteints de DA.

Les r®sultats de | 6®tude sugg rent quoi l €

Malassezia sppt Af. En effet on retrouve pour certains patseeasthmatiques atteints de DA

une sensibilisation concomit antAkavecpatfosdest r ai t
taux d6élgE sup®rieurs envers Malassezia, sug
Aspergillus.

Selon les auteurs, Asf 4 présente la plus grande spécificité de tous les composants
aspergillaires pour |l e diagnostdde) delLddABIPY
combin®e do6éAsp f let dOoOAsp f 2 permet ®gal er
les patientsABPA en utilisant un seuil a 0.7 KWL plutét que 0.35 KWL (seuil actuel de

référencé) avec une sensibilité de 77% et une spécificité de 85%.

Il est intéressant de noter que dans cette étude, a peu prés 20% des patients ABPA
noé®t ai ent AdpflsneanAsp fI2,imais Asg@rgillus nigerou encoreAspergillus
flavusde ce fait 11 est prolAsolida Guduwmrdhga mpei glre
Ai nsi pour confirmer |l e diagnostic dmiABPA,
éventuellement les voies aériennes pourrait étre utile dans les cas de profil de sensibilisation
atypique, en particulier I gE n®gatif pour As

prendre en compte quodil eéngiqeetsals différents glimatsiea b i | i

que les résultats obtenus dans certaines régions ne sont pas forcément applicables ailleurs.

A la lumiere des différents articles décritsdeissus et du notre, nous remarquons que les
sensibilisations aspergillaireg daible intensité sont fréquentes dans les groupes témoins, en
particulier dans cette étude ou le groupe témoin est constitué de patients atopiques. Cela nous
confirme donc qubil est n®cessaire doéutilis
| 6gna®i on de donn®es mu | t-offpplue stlevestque llegsu t i | i

e

recommandations actuelles pour per mettre un

o
o

approche multivari ®e a ©®t ® ®valu®e 9oar | a
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sort prometteurs, en effet certainalgorithmes ont montré des meilleurperformances

diagnostiques que les critéres biologiques actlels

Comme i | 6 a d®j ~ ®t ® d®cr it dans | a
particuliérement associée a la seffisiition aMalassezia sympodialié L6 al | er g  ne ma
de Malassezissympodialis Mala s 11 est une superoxydsmutase a manganése (MnSOD),
tout comme Asp f 6, avec une homologie structurale de’ B#1s cette étude, Tanimoto et al
ontmontrée quelpr ®sence dbébune DA dans un des groupe

significativement sup®rieurs do6élgE Asp f 6 <c

De ce fait | a sp®cificit® pour | e diagnos
a 0.35k/L passe de 44% dans le groupe DA+ a 91% dans le groupe @#a est en
adéquation avec les précédentes données de la littratudeitnous inciter & étre prudent
guant © | 6ufti 6i sdansenl déAspgnostic mol ®cul ai

le patient atteint de DA.

! faut garder 7 | 6esprit gue cette ®tud
environnement fongique prédominant spécifique de la région. Il faut donpréttent sur
| 6applicabilit® de ces r®sultats dans nos p
que dans notre étude le groupe témoin est constitué exclusivement de patients atteints de
mucoviscidose tandis que dans cette étude ce sont desatigttes atteints de DA. La DA

®t ant hautement associ®e ~ | o6asthm& tandis q

Dans notre étude, les faibles effectifs de nos différents groupes ne nous ont pas incité a
prendre en compt e I|dbearcette redct®ité erniste. Desphus s la DA i g u €
est fr®quente chez | e patient asthmatique el
mucoviscidose. N®anmoins dans | a perspectiyv

échelle, cette interférer sérologique serait a prendre en considération.
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Pr ®sence dounej acaetntod o:giaes tshomes ou mu
Critobleisgat oi r e Autres crit res (a
1. Taux s®riqueaspdgétgf 1 Taux s®0igGempPeanqt
0,35 kUA/I 2 7 dgL
2. Taux s®riques dOolgE 2 Infiltrats radiol ocg
(transitoires/ persi
bronchiques)
3. Hyper ®oosinophilie >
| 6absence de cort.i
pr ®al abl e
Tabl4&auNouveaux crit res diagno&tti ales 2del 61.6 /
Ces nouveadixagcnroistt irgeuse s sont en accord
| 6av nement des m®t hodes guantitatives aut
di agnostic de | 6 ABPA. Les allerg nes recomb
nouvelles doen®2®1éntre 2013
Nous esp®rons que notre ®tude ouvrira
| 6all ergol ogi e mol ®cul aire appliqu®e au di a
grandes envergures seront men®es pour valide

41



Bibliographie:

1. Kurup, V. P., Resnick, A., Kalbfleish, J. & Fink, J. N. Antibody isotype responses in Aspergillus
induced disease§. Lab. Clin. Med115,298 303 (1990).

2. Greenberger, P. A. Ratterson, R. Application of enzyriaked immunosorbent assay (ELISA) in
diagnosis of allergic bronchopulmonary aspergillasis.ab. Clin. Med99, 288 293 (1982).

3. Crameri, R., Zeller, S., Glaser, A. G., Vilhelmsson, M. & Rhyner, C. @essstivityamong fungal
allergens: a clinically relevant phenomendmgose$2, 991 106 (2009).

4. Hemmann, S., Blaser, K. & Crameri, R. Allergens of Aspergillus fumigatus and Candida boidinii
share IgEbinding epitopesAm. J. Respir. Crit. Care Med56,1956 1962(1997).

5. Agarwal, R.et al. Allergic bronchopulmonary aspergillosis: review of literature and proposal of
new diagnostic and classification criter@in. Exp. Allergy J. Br. Soc. Allergy Clin. Immun4g,
8501873 (2013).

6. Rosenberg, Met al.Clinical and immunologic criteria for the diagnosis of allergic
bronchopulmonary aspergillos&nn. Intern. Med86,405 414 (1977).

7. Glatz, M., Bosshard, P. P., Hoetzenecker, W. & Scharehdelmeier, P. The Role of Malassezia
spp. in Atopic Dermatiti. J. Clin. Med4,1217 1228 (2015).

8. Glatz, M.et al. Malassezia spgspecific immunoglobulin E level is a marker for severity of atopic
dermatitis in adultsActa Derm. Venereof5,191 196 (2015).

9. Ott, H., FolsterHolst, R., Merk, H. F. & Baron]. M. Allergen microarrays: a novel tool for high
resolution IgE profiling in adults with atopic dermatiti&ir. J. Dermatol. EJ[20,54i 61 (2010).

10.Rerknimitr, P., Otsuka, A., Nakashima, C. & Kabashima, K. The etiopathogenesis of atopic
dermatitis: baiier disruption, immunological derangement, and prurinffamm. Reger87, 14
(2017).

11Dee, T. H. Detection of Aspergillus fumigatus serum precipitins by counterimmunoelectrophoresis.
J. Clin. Microbiol.2,482 485 (1975).

12.Baxter, C. Get al. Peformance of two Aspergillus IgG EIA assays compared with the precipitin
test in chronic and allergic aspergillosi¥in. Microbiol. Infect. Off. Publ. Eur. Soc. Clin.

Microbiol. Infect. Dis.19,E197204 (2013).

13.Agarwal, R.et al. Role of Aspergillusdmigatusspecific IgG in diagnosis and monitoring
treatment response in allergic bronchopulmonary aspergilMgiose$0, 331 39 (2017).

14 Agarwal, R.et al. Diagnostic performance of various tests and criteria employed in allergic
bronchopulmonary aspgillosis: a latent class analysRloS One3, e61105 (2013).

15Kousha, M., Tadi, R. & Soubani, A. O. Pulmonary aspergillosis: a clinical retdew Respir.

Rev. Off. J. Eur. Respir. S&0,156 174 (2011).

16 Agarwal, R., Sehgal, I. S., Dhooria, SAggarwal, A. N. Developments in the diagnosis and
treatment of allergic bronchopulmonary aspergilloSigert Rev. Respir. Meil0, 1317 1334
(2016).

17. Vitte, Jet al. Multivariate Analysis As a Support for Diagnostic Flowcharts in Allergic
Bronchopumonary Aspergillosis: A Proadf-Concept Studyiront. Immunol8, 1019 (2017).

18. Romain T, Carsin A, Gomez & C, Cleach |, Dubus JC, ReyGaudbert M, Mege JL, Ranque S,
Vitte J. 1gG, IgE and 1gG4 specific antibodies to molecular allergens of Asperfyiluigatus.
Allergy 2017;72 Supp103:348. IF2016: 7,4

42



Il. Article original

43



Allergy

EUROPEAN JOURNAL OF ALLERGY '9
AND CLINICAL IMMUNOLOGY

BRIEF COMMUNICATION

Aspergillus fumigatus components distinguish IgE but not
IgG4 profiles between fungal sensitization and allergic

broncho-pulmonary aspergillosis

J. Vitte'?#* T. Romain’*, A. Carsin®>, M. Gouitaa® N. Stremler-Le Bel®, M. Baravalle-Einaudi®,
I. Cleach’, M. Reynaud-Gaubert®®, J.-C. Dubus®? & J.-L. Mige'?

'Laboratoire d'Immunologie, Hopital de La Conception, APHM Assistance Publique Hopitaux de Marseille; *Faculté de Médecine de
Marseille, Aix-Marseille University: *Centre de Ressources et de Compétences en Mucoviscidose, Hopital Timone Enfants: *Service de
Preurnologie; 5Centre de Ressources et de Compétences en Mucoviscidose, Hopital Nord, APHM Assistance Publigue Hopitaux de

Marseille, Marzeille, France

To cite this article: Vitte J, Romain T, Carsin A, Gouitaa M, Stremler-Le Bel N, Baravalle-Einaudi M, Cleach |, Reynaud-Gaubert M, Dubus J-C, Mége JL.
Aspergius fumigatus components distinguish IgE but not |gG4 profiles between fungal sensitization and allergic broncho-pulmonary aspergillosis. Alergy 2016;

71: 1840-16843.

Keywords

allergic broncho-pulmonary aspergillosis;
Aspergillus fumigatus, cystic fibrosis; IgE;
lgG4.

Correspondence

Joana Vitte, Hopital de la Conception, Labo-
ratoire dlmmunolegie, APHM Assistance
Fublique Hopitaux de Marseile, 147 boule-
vard Baille, 13005 Marseille, France.

Tel.: +33 6 20 42 39 49

Fax: +33 4 91 38 36 33

E-mail: jvitte@ap-hm. fr

*These authors contributed equally to this
work.

Accepted for publication 17 August 2016

Abstract

Aspergillus  fumigarus is the causative agent of allergic broncho-pulmonary
aspergillosis. Prompt and accurate diagnosis may be difficult to achieve with cur-
rent clinical and laboratory scores, which do not include immune responses to
recombinant 4. fimigarus allergens. We measured specific immunoglobulin E and
G4 directed to recombinant A. fumigarus allergens in 55 cystic fibrosis patients
without allergic broncho-pulmonary aspergillosis but sensitized to A. fumigarus
and 1n nine patients with allergic broncho-pulmonary aspergillosis (two with cys-
tic fibrosis and seven with asthma). 1gG4 responses to recombinant 4. fumigatus
allergens were detected in all patients, but neither prevalence nor levels were dif-
ferent between the two patient groups. On the other hand, both prevalence and
levels of 1gE responses to Asp f 3, Asp f 4, and Asp f 6 helped distinguish allergic
broncho-pulmonary aspergillosis from 4. fisnigarus sensitization with good nega-
tive and positive predictive values.

Aspergillus fumigars (Af) is the causative agent of allergic
broncho-pulmonary aspergillosis (ABPA), a threat for lung
function and a diagnostic challenge (1-3). Current diagnostic
criteria do not include exclude component-resolved diagnosis
(CRD) with recombinant Af allergens (4-7). Yet, distinct
profiles of sensitization to recombinant Af allergens have
been reported in ABPA and CRD has reshaped the work-up
of many allergic diseases (8—14). Serum-specific immunoglob-
ulins (slg) E to Asp f 1, 2, 4, and 6 were reported as more
prevalent and abundant during ABPA flares. Some findings
were subsequently challenged, for example, for cross-reactive
allergens such as Asp 3, 4, and 6 (12, 14). Similarly, reports
on Af allergen-specific IgG4 responses are lacking. We aimed

1640

at identifying 4f~slgG4 and sIgE CRD within a cohort of
patients with CF, and comparing it to CRD of patients with
ABPA with asthmatic or CF background.

Materials and methods

Fifty-five patients with cystic fibrosis (CF) with detectable
slgE to Af extract (AfCF group) from the Adult and Pedi-
atric Regional Centers for Cystic Fibrosis (RCCF) of Mar-
seille, Southern France, were compared to nine patients with
ABPA (7 with asthma and 2 with CF).

The ABPA group comprised seven patients with asthma
and two patients with CF, assayed at the initial diagnosis of
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