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MOTS CLES Résumé Le diagnostic d’aspergillose invasive repose sur la surveillance de ’antigénémie
Validation de méthode ; aspergillaire, évaluée par la mise en évidence dans le sérum du galactomannane circulant par
Antigéne Aspergillus ; une méthode Elisa (Biorad™). Ce travail rapporte comment la méthode a été validée pour
Galactomannane ; répondre aux exigences de ’accréditation en suivant les recommandations du guide COFRAC SH
Norme NF EN ISO 15189 ; GTA 04. La maitrise de la qualité est assurée par un systéeme de controle de qualité interne
COFRAC exploitant les résultats obtenus pour deux échantillons de contréle (pools de sérums négatifs et

positifs). L’évaluation de la répétabilité estimée par les coefficients de variation (CV) obtenus
par deux techniciens a été de 9 et 13,7 % pour le positif. Le CV du négatif pour lequel le
fournisseur indique qu’il n’est pas applicable au processus analytique a été de 7 et 30 %. Selon
notre expérience, il pourrait constituer un indicateur de veille de la contamination environne-
mentale. L’évaluation de la reproductibilité ou fidélité intermédiaire a été de 15,7 % pour le pool
positif et 22,5 % pour le pool négatif. En I’absence de matériel de référence (étalon international)
et de recommandation de la Société francaise de mycologie, les performances observées seront
évaluées au regard des spécifications de la fiche technique du fournisseur et ceux obtenus par les
39 laboratoires participants au seul programme d’évaluation externe existant en France organisé
par ProBioQual® pour lesquels les CV de la reproductibilité sont de 18 % pour ’EEQ positif (moyenne
index = 1,089) et de 44,7 % d’unité (moyenne index = 0,131) pour le négatif en 2011.
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Summary Diagnosis of invasive aspergillosis for patients with high risk of infection is based on
KEYWORDS the monitoring of Aspergillus antigenemia assessed by the detection of galactomannan in serum
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EN ISO 15189 standard;
COFRAC

by a sandwich-type ELISA (Biorad®). The validation of the method was displayed according to the
guide COFRAC SH GTA 04. The internal quality control system settled, involves two quality
control samples made of pools of sera (negative and positive). The repeatability of the
measurements, as estimated by the coefficients of variation (CV), obtained by two different
technicians was found from 9 to 13.7% for the positive control. The CV of the negative control,
for which the provider indicates it is not useful in the analytical process, was found from 7.1 to
30%. In our experience it could be an indicator of environmental contamination. The evaluation
of the intermediary fidelity was 15.7% for the positive control and 22.5% for the negative one. In
the lack of reference material (International Standard) and recommendation from scientific
societies, performances obtained will be discussed according to the results reported in the
technical form of the supplier and those obtained by 39 laboratories participating in the only
available external quality assessment program organized in France by ProBioQual® where the CV
of reproducibility are 44.7% of unit (mean index 0.131) for the negative control and 18% (mean

index 1.089) for the positive one in 2011.
© 2013 Published by Elsevier Masson SAS.

Introduction

Le diagnostic de ’aspergillose bronchopulmonaire invasive
(API) associe des signes cliniques locaux et généraux, des
signes radiologiques et des arguments biologiques : examens
mycologiques et sérologiques : recherche d’antigene et
d’anticorps en pratique courante. Parmi les infections fon-
giques invasives (IFl) en hématologie dont la mortalité glo-
bale a 12 mois est supérieure a 60 %, [’aspergillose invasive
est la plus fréquente. Ce diagnostic reste difficile et classé
comme possible, probable ou certain, en fonction des argu-
ments disponibles [6]. Seule la détection du champignon sur
une biopsie prouve ’aspergillose et depuis peu, la réalisation
d’un prélévement guidé sous scanner est plus performant.
Aspergillus fumigatus ayant un tropisme vasculaire prononcé,
cette infection peut nécessiter un diagnostic en urgence si la
localisation présente un risque d’hémorragie interne. La qua-
lité de la recherche de 'antigéne aspergillaire galactoman-
nane, technique délicate, doit étre maitrisée car elle concourt
a un diagnostic vital.

Au cours d’une aspergillose, ’imagerie n’est pas
spécifique et le champignon difficilement isolé a partir des
échantillons confiés au laboratoire. La détection de certains
constituants du champignon comme le galactomannane,
libéré dans la circulation du patient au cours de Uinfection,
permet un diagnostic sérique précoce autorisant une prise en
charge thérapeutique adaptée rapide [1,4,5,7,8,18,21,24].
Néanmoins, les résultats microbiologiques peuvent présen-
ter des risques de faux positifs et de faux négatifs reconnus
devant étre maitrisés [6]. Parfois, I’isolement d’une colonie
peut correspondre a la colonisation des voies aériennes ou a
une contamination de l’échantillon par des spores présentes
dans Uair. Aspergillus sp. présent dans l’environnement peut
occasionner de faux positif en culture et en recherche d’anti-
gene [3,8,22]. Le galactomannane quant a lui est présent
dans l'alimentation, en particulier dans tous les produits
lactés, dans diverses préparations médicamenteuses (tazo-
cilline, antibiotiques et nutrition parentérale) [3,9,22], et
dans la paroi d’autres champignons comme Histoplasma sp.,
Lichtheimia sp. (Absidia). Enfin, le galactomannane inter-
fére avec certains plastiques auxquels il se fixe ce qui oblige
'utilisation de tubes « galactomannane free ».

L’objectif de ce travail est de valider la méthode de
recherche de ’antigéne aspergillaire galactomannane en
suivant les recommandations du Comité francais d’accrédi-
tation COFRAC : SH GTA 04 validation de méthode (portée A
et B). Ce travail s’intégre dans la démarche qualité du
laboratoire pour l’accréditation par le COFRAC [11—16] selon
le référentiel de la norme NF EN ISO 15189 [23].

Matériel et méthodes

La trousse Biorad®™ (ref. 62796) permet d’effectuer des
séries de dosages en microplaque dans lesquelles le mesu-
rande correspond a la réactivité d’un anticorps monoclonal
vis-a-vis du galactomannane d’Aspergillus par immunocap-
ture. Les anticorps (Ac) monoclonaux de rat EBA-2, dirigés
contre le galactomannane, sont utilisés pour sensibiliser les
puits de la microplaque et se lier a 'antigéne (Ag). Les
sérums traités et le conjugué anticorps monoclonaux mar-
qués a la peroxydase sont ajoutés dans les puits sensibilisés,
et incubés. Un complexe Ac monoclonal — galactomannane —
Ac monoclonal/peroxydase se forme en présence de ’Ag. Les
barrettes sont lavées, la solution de révélation TMB tétramé-
thylbenzidine est ajoutée, et réagira avec tous les complexes
fixés au puits pour former un composé de couleur bleue. La
réaction enzymatique est arrétée par l’addition d’acide, qui
provoque le virage de la couleur bleue au jaune. L’absor-
bance mesurée pour les échantillons biologiques et les
échantillons de controle est déterminée par un spectropho-
tometre a 450/620 nm. L’étalonnage est assuré par une
gamme a trois niveaux : R3 Sérum de controle négatif ne
contenant pas de galactomannane (Index =DO controle
négatif/DO valeur seuil < 0,4), R4 Sérum seuil contenant
du galactomannane (Moyenne des DO supérieure ou égale
a 0,3 et inférieure ou égale 0,8) et R5 Sérum de controle
positif : contenant du galactomannane (Index = DO contréle
positif/DO valeur seuil >2). Un index est calculé pour
chaque sérum testé : | = DO de ’échantillon/DO Valeur seuil
(concentration de 1ng de galactomannane). Le seuil de
positivité est un index supérieur ou égal a 0,5. La technique
est quantitative a cause du suivi continu de I’index. C’est un
dispositif médical de diagnostic in vitro (DMDIV) marqué CE,
utilisé sans modification, pour effectuer une recherche dans
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le sérum. Dans le cadre de l’accréditation, les performances
de la méthode doivent étre vérifiées dans chaque laboratoire
(vérification portée A).

La mise en place de controles internes de qualité (CIQ)
n’est pas généralisée en sérologie fongique car il existe peu
de préparations de contréle commercialisées. Des échantil-
lons de controle ont donc été préparés au laboratoire : pools
de sérums négatifs et positifs.

L’analyse des risques effectuée en suivant le schéma
décrit par Ishikawa (5M) a été adoptée et constitue une
étape essentielle de ’évaluation pratiquée.

Matiéres (prélévement, échantillon...)

Les sérums sont traités par la chaleur en utilisant un bloc
chauffant a 120 °C dans des tubes « galactomannane free »,
en présence d’EDTA pour dissocier les complexes immuns et
précipiter les protéines sériques pouvant éventuellement
interférer avec la réaction immuno-enzymatique.

Matériel (équipement, réactifs, matériel
informatique)

Les maintenances des matériels sont assurées et enregis-
trées, en portant une attention particuliére a la métrologie.

Le processus analytique selon une méthode Elisa est
organisé et les controles de qualité positifs et négatifs sont
disposés en début et en fin de série.

Main d’ceuvre

L’habilitation des personnels est assurée par une formation
insistant sur les risques de contamination (faux positifs)
et a U'organisation mise en place pour les éviter. Elle est
vérifiée par le suivi des résultats des CIQ. Lors de la
validation deux opérateurs assuraient les analyses du
secteur ; les résultats ont été étudiés grace aux courbes
de Levey-Jennings.

Milieu, environnement

Pour éviter les contaminations aériennes par les spores
d’Aspergillus, un nettoyage annuel de la piéce (murs et
paillasses ainsi que les bouches d’aération) est organisé et
le dépot des sérums se fait sous une hotte poste de sécurité
microbiologique (PSM) a flux laminaire.

Les controles de qualité internes sont constitués par un
pool de sérum négatif et un pool de sérums positifs CIQ
ajusté a un index compris entre 1 et 2 en diluant avec des
sérums négatifs. Ces échantillons CIQ ont été stérilisés par
filtration (a 0,22 um), divisés en aliquotes dans les tubes
« galactomannane free » et conservés a —20 °C. Ils sont tous
les deux placés en début et en fin de série.

Résultats
Etape préliminaire : I’étude bibliographique

Les facteurs de risques de contracter une infection fongique
invasive sont encore mal connus ; chez les patients

neutropéniques ce risque a été évalué a 59 % et chez
les non neutropéniques a 41 % [5]. Chez les patients
immunodéprimés en hématologie, l’incidence est évaluée
chez les patients atteints de LAM a 12 %, ceux atteints de
LAL a 6,5 %, de LMC a 2,5 % et a 5,4 % chez les greffés
de moelle osseuse [24]. De plus, incidence varie au
cours de Uévolution de la greffe de cellules souches
hématopoiétiques. L’aspergillose invasive est redoutable
en transplantation d’organe solide, principalement de
poumon et de foie [1,2,4,17,18]. Elle peut aussi s’observer
chez les patients immunodéprimés atteints de maladies
systémiques ou encore chez des patients sans neutropénie
traités par des corticoides comme les patients insuffi-
sants respiratoires chroniques. La mortalité de UAPI est
estimée entre 38 et 80 % des cas selon les centres
[17,18,20].

En se basant sur un taux de prévalence de 16 % d’API
prouvées et probables, rapportée dans la fiche technique
(03/2009), le fournisseur a indiqué, les valeurs prédictives
positive et négative (VPP, VPN) relatives aux résultats
obtenus. En considérant un échantillon dont U'index est
supérieur ou égal a 0,5, les performances ont été calculées
a partir des résultats combinés de plusieurs laboratoires. La
sensibilité est de 97,4 %, la spécificité de 90,5 %, la VPP
66,1 % et la VPN 99,4 %. Si on conclut a la présence de
’antigéne si deux résultats consécutifs sont trouvés posi-
tifs, [’analyse montre alors les performances suivantes :
sensibilité a 92,1 %, spécificité a 97,5 %, VPP a 87,5 % et VPN
a 98,5 %. La fiche nous indique aussi les coefficients de
variation avec lesquels chaque laboratoire doit se compa-
rer. Pour les CIQ positifs le CV devrait étre compris entre
10 et 29,2 %, quant au ClQ négatif, il est noté non appli-
cable. La sensibilité, la spécificité, VPP et VPN ne sont pas
vérifiées dans le cadre d’une vérification de méthode en
portée A. En cas de modification des recommandations
du fournisseur, la validation doit étre en portée B. La
recherche sur le liquide bronchoalvéolaire (LBA) peut
étre conseillée dans la surveillance mais elle n’est actuel-
lement pas validé par le fournisseur, la commercialisation
prochaine d’une nouvelle trousse validée pour sérum et
LBA simplifiera la validation/vérification en portée A
[17,20,25].

Une étude en hématologie publiée en 2002 rapporte les
performances similaires en considérant deux échantillons
dont Uindex est supérieur ou égal a 0,5, sensibilité a 72 %,
spécificité a 99,7 %, VPP a 92 % et VPN a 98,7 % [7].
Désormais, un résultat d’index supérieur a 0,7 chez un
patient a risque doit étre pris en compte pour le traiter et
il est recommandé de contréler sur un deuxiéme sérum, les
deux étant analysés systématiquement dans la méme série.
Entre 2005 et 2007, le réseau de surveillance de ’aspergil-
lose en France (SAIF) a étudié 393 patients ayant présenté
une aspergillose invasive (prouvées et probables). L’anti-
génémie était plus souvent positive (plus de 69 %) en héma-
tologie chez les patients atteints de leucémie aigué ou
ayant recu une allogreffe de moelle osseuse qu’en cas de
transplantation d’organe solide (moins de 42 %) [19]. On
constate donc une certaine hétérogénéité des résultats
dans les publications pouvant s’expliquer par différentes
raisons : des groupes de patients a des degrés d’immunodé-
pression divers et de chimiothérapie différentes, certains
présentant un rejet de greffe, des traitements antifongiques
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ou antibiotiques différents ; ces patients ayant été étudiés
ensemble dans les premiéres études.

Critéeres d’acceptation

D’aprés les recommandations Guidance for Industry Bioana-
lytical Method Validation. U.S. Department of Health and
Human Services Food and Drug Administration [10], « de
nombreux paramétres de validation en bioanalyse sont
applicables a la microbiologie et a ’EIA. Néanmoins chaque
méthode est unique et ses caractéristiques doivent étre prises
en compte pour sa validation. Critéres d’acceptation : au
moins 67 % (4/6) des échantillons de CIQ devraient se situer
dansunintervalle de plus ou moins 15 % de la valeur cible. Dans
certaines situations des critéres d’acceptabilité plus large
pourraient étre justifiées ».

La méthode Elisa présente donc des inconvénients qui
s’ajoutent aux difficultés précédemment exposées et elles
peuvent justifier un CV relativement large tant que nous
n’auront pas plus de références techniques concernant la
recherche de l’antigéne galactomannane.

Tableau 1
Risk assessment: errors of the results of the analysis.

La maitrise des risques d’erreurs

Les prélevements effectués a différents stades de l’infection
conduisent parfois a des résultats faussement négatifs. Les
causes concernent principalement les difficiles conditions
d’un bon prélévement. Par ailleurs, la présence de galacto-
mannane ou encore du champignon dans ’environnement
est responsable d’interférences conduisant parfois a des
résultats faussement positifs. Ainsi, parmi les 3049 sérologies
pratiquées durant les 12 derniers mois, 152 sérums ont été
positifs et 62 ont bénéficié d’un prélévement de contréle
sur un nouveau prélévement qui s’est avéré négatif. La
maitrise de U’environnement est donc une priorité avant
de débuter la validation de la méthode (Tableau 1).

Evaluation des performances de la méthode

Répétabilité et reproductibilité

La surveillance du processus analytique est assurée par un
systéeme de controle interne de qualité en utilisant des
pools de sérums (négatif et positif). La valeur cible des

Maitrise des risques d’erreur sur les résultats de ’examen.

Maitrise des risques

Données d’entrée Points critiques a maitriser

Modalités de maitrise

Prélévements
Identification
Tube sans anticoagulant

Type d’échantillon
primaire

Prétraitement
de ’échantillon

Centrifugation

Main d’ceuvre Technique délicate

Fidélité dépend des opérateurs et des

conditions environnementales

Conditions ambiantes
en provenance de l’air et de l’eau
Réactifs sensibles a I’éclairage
Variabilité des résultats dus a des
faux positifs par contamination
de Uenvironnement ou des réactifs

Référence du réactif = Technique manuelle quantitative
Elisa Platelia Aspergillus EIA

Biorad®™ ref. 62796
Matériau de référence Proficiency panel Biorad®

Equipements Centrifugeuse 10 000 g

Pipettes controlées tous les ans sur une

Travailler sur une paillasse propre loin
de toute source de contamination fongique

Contamination par des spores d’Aspergillus

Service de soins

Nettoyage régulier de la piece,
et les grilles des bouches d’aération
Ne pas décanter pres de la centrifugeuse

Surveillance des CIQ négatif et positif
< 3 écart-type

Hotte PSM pour dépot sérums dans la plaque
Tubes stérilisés conditionnés par pochettes
Embouts stériles pour les pipetages

Eau pour préparation injectable

Nettoyage régulier particulier : murs et

grilles des bouches d’aération du laboratoire
Préparation de 2 aliquotes et reprise

systématique du sérum antérieur stocké au
congélateur dans un tube « galactomannane free »

clQ

Pools de sérums négatif et positif

NA

balance raccordée au systeme international

Programme sur |’ordinateur couplé au Multiscan

Autre lecteur de microplaque en cas de panne

Identification des échantillons sur une feuille
de travail identique au schéma de la microplaque

ClQ : contréles internes de qualité ; PSM : poste de sécurité microbiologique ; NA : non applicable.
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Tableau 2 Evaluation des performances du laboratoire : reproductibilité.

Evaluation of the performances in the laboratory: reproductibility.

Echantillons Nombre Moyenne index Ecart-type CV (%) CV (%) fournisseur Conclusion

Négatif 48 0,131 0,029 22,54 NA Indicateur d’alerte
Positif 50 1,08 0,167 15,66 10 a 29,2 Conforme

CV : coefficients de variation.

Tableau 3 Comparaison externe de la qualité [26].

External quality control comparison or EQAS: External Quality Assessment Scheme [26].

Echantillons Valeur labo Cible groupe de pairs Moyenne générale CV % reproductibilité Biais %
Négatif 0,13 0,104—0,158 0,131 44,7 -0,76
Positif 1,21 0,871—1,307 1,089 18,3 +11,11
CV : coefficients de variation.

ClQ correspond a la moyenne et U’écart-type des 30 pre- Exactitude

miers dosages [15]. L’évaluation de la répétabilité estimée
par les coefficients de variation (CV) obtenus par deux
opérateurs différents pour les pools de sérums sont varia-
bles d’un manipulateur a Uautre : 9 et 13,7 % pour le pool
positif. Le CV du pool négatif pour lequel le fournisseur
indique qu’il n’est pas applicable pour le processus analy-
tique a été de 7 et 30 % pour chaque technicien. L’évalua-
tion de la reproductibilité ou fidélité intermédiaire (séries
différentes) est de 22,5 % pour le pool négatif (n = 48) et de
15,7 % pour le pool positif (n =50). Les manipulations sont
effectuées indifféremment par U'une ou l'autre techni-
cienne (Tableau 2). Compte tenu de notre expérience, il
nous semble que la surveillance du CV du pool négatif
pourrait constituer un bon indicateur de veille de la conta-
mination environnementale dont la maitrise doit étre
démontrée notamment grace au graphe de Levey-Jennings
établis par le logiciel de traitement des résultats des
controle de qualité (Fig. 1).

A noter pour cette technique, I’absence de méthode de
référence par immunologie et d’étalon international ainsi
que de recommandation des sociétés savantes concernant
les coefficients de variation. La conformité des résultats de
chaque laboratoire sera évaluée au regard des spécifications
de la fiche technique du fournisseur et ceux obtenus par les
39 laboratoires participants au seul programme d’évaluation
externe existant en France organisé par ProBioQual®™ pour
lesquels les CV de la reproductibilité sont de 44,7 % d’unité
(moyenne index = 0,131) pour U'EEQ négatif et 18 % pour le
positif (moyenne index = 1,089) en 2011 (Tableau 3).

La méthode décrite dans le Guide COFRAC LAB GTA 14 :
Guide technique d’accréditation pour l’évaluation des incer-
titudes de mesure en biologie utilisant les résultats des CIQ
et EEQ a été retenue (chapitre 8.3 [16]). L’incertitude de
mesure des résultats, calculée pour la méthode utilisée dans
notre laboratoire, pour un sérum négatif est de 45 % et celui
d’un sérum positif 34 %.
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Figure 1

Graphe de Levey-Jennings établi par le systéme informatique pour le CIQ négatif.

Graph of Levey-Jennings established by the computer system for the negative quality control.
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Domaine de mesure

La limite de détection est représentée par trois fois ’écart-
type de l’absorbance du blanc soit 0,075 unités d’absorbance
et la limite supérieure de linéarité est fixée par la recom-
mandation du fournisseur au dernier point d’étalonnage R4
(Index entre 3—4). Il est a noter que la dilution des sérums
n’est pas possible et le résultat est « supérieur au R4 ».

Discussion — Conclusion

Le travail de validation de méthode selon la norme et tel
qu’il est recommandé par le COFRAC pour l’accréditation est
nouveau dans le domaine de la parasitologie—mycologie
[11]. Il existe peu de recommandations dans ce domaine.
Le diagramme des 5M pratiqué pour évaluer les risques
encourus a montré les principaux éléments a maitriser. La
mise en place d’un CIQ est aussi un élément déterminant
dans cette recherche et a permis la validation de la fidélité
de la méthode.

Les résultats de calcul de Uincertitude de la mesure
peuvent, quant a eux, sembler élevés mais ils ne sont que
le reflet de la réalité et qu’« un outil d’aide a Uinterprétation
des résultats pour une décision médicale, minorer Uincerti-
tude revient a sous-évaluer le risque et a éventuellement
différer un diagnostic ou une modification thérapeutique
(ajustement). De méme, une surestimation de U’incertitude
revient a remettre en cause la pertinence de cette analyse.
Le résultat de Uincertitude en lui-méme n’est pas évalué par
rapport a un critére de conformité et ne peut donc pas étre
comparé aux indicateurs issus de la littérature tels que Ricos,
Valtec,... » [16].

La validation dans le LBA n’a pas été effectuée en portée
B. Sa recherche plus systématique et la mise sur le marché
prochaine d’une trousse validée par le fournisseur simplifie-
ront la vérification de la méthode pour les échantillons de
sérum et de LBA en portée A. La commercialisation récente
du proficiency panel a aussi apporté une aide.

La maitrise des risques donne confiance au manipulateur,
au biologiste et par voie de conséquence au clinicien.
Cette démarche globale a montré tout son intérét pour
maitriser une technique délicate et améliorer la qualité
des pratiques.
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