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Contexte et objectifs

Culture d’Aspergillus fumigatus

NIH 5233
CZAPEK DOX Medium
37°C, 48h

Hurst et al. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 2000, 477-485
Raval et al., Journal of Medical Microbiology 2019;68:1341-1352

Erwig et al., Nat Rew Microbiol, 2016, 14

Fontaine et al., J. Fungi 2020, 6, 283

Latgé et al., Clin Microbiol, 2019, Rev 33

UGA

Université

Grenoble Alpes

Extraction et purification du
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Contexte et objectifs

(c) Sandwich ELISA

| | | | |
-S
— —p —p
wash wash wash
f Antibod!
Add substrate (S)

Add enzyme (E)

ELISA Activity

ncentration of
for Coatin 0 0 O ' ,
0 O L8800 O Antibody (Ab) Add antigen (Ag) :
Y Y Y Y Y Y\JiY Y coated well to be measured - conjugated and measure
secondary color
antibody

FUNGADIA

Aspergillus Antigen ELISA

* Nouveau kit ELISA FungaDia-Aspergillus pour la détection du galactomannane

dans le sérum et LBA

* Evaluation du kit en rétrospectif sur des échantillons de sérum et LBA, méthode
de référence: ELISA Platelia (BioRad)

KPL, Technical Guide for ELISA
Thermo Scientific, ELISA technical guide and protocols
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Meéthodes Srononis s G | A
* Etude rétrospective sur des échantillons de LBA et sérum
 Utilisation de I'automate Evolis (BioRad)
 Méthode de référence: Platelia (BioRad)
e Cut-off 0.5 pour le sérum
e Cut-off 1.0 pour le LBA Echantillons totaux
Echantillons rétrospectifs sérothéque CHU Grenoble-Alpes
n =240
Sérum LBA /\
Total 203 33 Echantillons de sérum Echantillons de LBA
Femme 91 (45%) 12 (36%) n =204 n =36
res (platelia) 24 (27%) 2 (15%) 1 échantillon sans 3 échantillons sans
CAPA probable 2 (4%) 2 (40%) résultat de référence résultat de référence
ANLEENCIMIE ISaiCe 17:(32%) 1{20%) Echantillons de sérum inclus Echantillons de LBA inclus

Al probable 27 (50%) 2 (40%) n =203 n =33
= 4
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Y Anti-galactomannan capture antibody _{VA
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 1 4 x ¢

4‘ Anti-galactomannan antibody

conjugated with HRP (50 pl) x ”_(‘
& Controls or samples (50 pl) m

0.3 mi 0.1 ml 130°C, 6 min 10'000g, 10 min

Serum + R @T % %
&ﬁ%

Incubate 90 minutes at 37°C, wash with
Serum sample  Sample treatment 280 pl of washing solution 4 times
Solution Use Supernatant

1
1 1
1
| i
1 1
1 |
1 1
1 1
1 |
1 |
1 1
1 1
1 |
1 1
1 1
1 |
| |
i for the test I
1 1
1
| BAL - - i '
1
| i
1 |
1 1
1 1
1 |
1 1
1 1
1 |
1 ]
1 1
1 |
! |
! |

>

* Chromogen TMB Solution (200 pl)

130°C, 6 min 10'000g, 10 min

—5 \-—3
Bﬁ%;a;p.eg e"% ﬂ*e 59) —
Incubate 20 minutes at 37°C

4

Use Supernatant
for the test

Stopping Solution (100 pl) 4

Read Absorbance (OD) at 450 nm >



ELISA Sample Index (Sl)

Résultats- Sérum

Sample Index (SI) =

Absorbance echantillon

Moyenne absorbance Cut — of f

p<0.0001*
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*Student's t-test

Spitzer et al., Nat Methods 11, 121-122 (2014)
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Echantillons sérum
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Platelia (BioRad)
+ -
FungaDia + 49 1
ELISA - (5) | 148
Sensitivity: 90,7% (Cl95%:78.9-96.5%)
Specificity: 99,3% (CI95%: 95.8-100%)
PPV: 98,0% (Cl95%: 88.0-99.9%)
NPV: 96,7% (Cl95%:92.1-98.8%)
© | f"‘ AUC: 0.987
> o |/ (Cl95%: 0.976-0.998)/,"
= -
2 < _
() () -7
w ,’/
o ,’/
S -

0.0

Cut-off optimal: 0.493

04 06 08 1

1-Specificity
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Résultats - Sérum

Cut-off: 0.500

# Remarques Platelia Sl |FungaDia SI
154 | Non classable mais pas aspergillose | 0,910 0,240
171 |Interférence avec Gamma globulines| 0,600 0,268
176 |Interférence avec Gamma globulines| 0,550 0,263
189 |Interférence avec Gamma globulines| 0,634 0,329

4 Faux positifs avec Platelia
N . \ (Vrai négatifs avec FungaDia)
',7 N

Y > Spécificité Platelia: 97.4% (149/153)

N\ A

Spécificité FungaDia: 99.3% (152/153)

Schwickart et al. Bioanalysis (2014) 6(14)

UCA X
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Université - /7 DGAA QTI‘é
Grenoble Alpes CRRAEREE \
+ -
FungaDia + 49 1
ELISA - 1 152
Sensitivity:  98,0% (Cl95%: 87.8-100%)
Specificity:  99,3% (Cl95%:95.9-100%)
PPV: 98,0% (CI95%: 88.4-99.9%)
NPV: 99,3% (Cl95%: 95.9-100%)
AUC: 0.992 (Cl195%: 0.983-1.000)
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Cut-off optimal: 0.493

1-Specificity
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Résultats - LBA weres & SN >

Platelia (BioRad) Cut-off: 1.0

+ -
5 0<0.0001* FungaDia + 5 0
, , ELISA - 0 28
B Sensitivity:  100,0% (C195%: 46.3-100%)
< 47 Specificity:  100,0% (CI95%: 85.0-100%)
O PPV: 100,0% (Cl95%:46.3-100%)
o 3] NPV: 100,0% (Cl95%:85.0-100%)
g
_ -1®
CCD“ 2 o || AUC:1.000
S ]! (C195%: 1.000-)
D 4. s
3 RS
LL g a ° |l
0- - 1
I I o ]!
© A | | | | I
Neg . pos
*Student's t-test Echantillons LBA 0.0 0z 04 06 08 10
Cut-off optimal: 0.520 8

Spitzer et al., Nat Methods 11, 121-122 (2014) 1-Specificity



Résultats - Comparaison

Coefficient de concordance Kappa

Cobs _ Cal
1—-Cy

K =

Sérum:
0.974 (CI95%: 0.937-1.000)

“Concordance Tres bonne”
LBA:

1.000 (C195%: 1.000-)
“Concordance Tres bonne”

Desquilbet, 2012. hal-02103716v5
Landis & Koch, 1977. Biometrics. 33, 159-74
Cohen, 1960. Educ Psychol Meas. 20, 37-46.
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Comparaison Sl Platelia / FungaDia LBA Serum
5,0 y =0,8742x| | y =0,866x
’ . R2=0,9318| |R2=0,8713
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0,0 0,5 1,0 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
'T‘ 1\ S| (Platelia)
Sérum LBA
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* Performance similaire entre FungaDia et Platelia (Kappa: 0.974-1.000)
e Cut-off optimal a 0.500 pour sérum et LBA
* Pas d’interférences avec gamma globulines

* Adapté pour l'utilisation sur Evolis

Limitations:

* Nombre d’échantillons de LBA limité
* Etude rétrospective
* Mono-centrique
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