
Apport du laboratoire de Biologie Clinique dans le diagnostic des allergies : 


Nouveaux outils
-3-

Etude venin d’hyménoptères au CHU de Liège .

1. Introduction

Le système immunitaire est un ensemble coordonné d'éléments qui permet de discriminer le « soi » du « non soi ». Il agit comme un mécanisme de défense qui reconnaît et détruit les pathogènes auxquels nous sommes confrontés. A la différence des bactéries, virus ou parasites, les allergènes ne constituent pas un danger pour l'organisme. Le système immunitaire a donc développé des mécanismes de tolérance périphériques afin de prévenir des réponses inappropriées contre ces antigènes non pathogènes. On parle de phénomène d’hypersensibilité lorsque le système de défense de l’organisme déclenche une réponse aberrante, exagérée, contre un antigène innocent (Goldsby et al, 2003).

1.1 La classification de Gell et Coombs

Les réactions d’hypersensibilité sont, selon la classification de Gell et Coombs, de quatre types:

· I : Immédiate : médiée par les IgE. L’antigène induit la formation de liaisons croisées entre les IgE liées aux mastocytes ou aux basophiles avec libération de médiateurs vasoactifs.

· II : Cytotoxique : médiée par les IgG. L’anticorps dirigé contre les antigènes de surface d’une cellule médie la destruction de cette cellule grâce à des lymphocytes T cytotoxiques ou par l’activation du complément.

· III : À complexes immuns : également liée aux IgG formant des complexes immuns.  Les complexes antigènes anticorps déposés dans divers tissus induisent l’activation du complément, puis une réponse inflammatoire médiée par l’infiltration massive de neutrophiles.

· IV : Retardée : médiée par les cellules T. Les cellules Th sensibilisées libèrent des cytokines qui activent les macrophages ou les cellules T cytotoxiques qui médient une lésion cellulaire directe qui se traduit par une réaction locale (cutanée) qui apparaît généralement entre 48 à 72 heures après contact avec l'allergène d'où le nom d'hypersensibilité retardée.

La plupart du temps, quand on parle d’allergie, on parle d’hypersensibilité de type 1 dans laquelle les IgE sont produites en réponse à un antigène appelé allergène (Goldsby et al, 2003).

1.2 Le mécanisme de l’allergie 

Lorsqu’un antigène non pathogène pénètre dans l’organisme, il est reconnu par les lymphocytes B, les cellules dendritiques ou les macrophage qui le présentent aux cellules T. Selon Akdis et al (2004), si ces cellules sont des lymphocytes T CD4+CD25+, appelés régulateurs, ils empêcheraient l’activation périphérique des cellules Th2 conventionnelles et donc la réponse immunitaire. Cette inhibition se ferait soit directement, par interaction cellulaire, soit indirectement grâce à la sécrétion d’interleukine-10 et de TGF-β par les cellules T régulatrices. C’est ce qu’il se passe chez un individu sain. 

L’élimination de ces cellules T CD4+CD25+ mène au développement de réponses aberrantes des mécanismes de défense. Si la cellule présentatrice d’antigène contacte une cellule Th2, elle déclenchera une réponse immunitaire non désirée, c’est la réaction allergique. Les cellules effectrices (Th2) et les cellules inhibitrices (Tr1) sont présentes chez les individus sains et les individus allergiques. C’est leur rapport qui déterminerait le développement d’une réponse saine ou allergique (Mamessier et al, 2006).

L’hypersensibilité de type 1 est associée à la production d’IgE par les lymphocytes B et à une réponse de type Th2 à des allergènes environnants. Elle se déroule en deux temps:

  
1. La phase de sensibilisation (Larché, 2006 ; Jutel et al, 2005)

Lors de la première exposition à l’allergène, le système immunitaire est activé. L’antigène est reconnu par les immunoglobulines membranaires des cellules présentatrices d’antigènes (Fig. 1). Il est endocyté puis dégradé en fragments peptidiques. Les peptides antigéniques produits sont ensuite liés aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type II et sont exportés vers la surface cellulaire. Sous l’influence de l’IL-4, les cellules Th CD4+ naïves activées par la cellule présentatrice d’antigène se différentient en cellules Th2. Une fois générées, les cellules Th2 produisent l’IL-4, l’IL-5 et IL-13 et médient différentes fonctions régulatrices et effectrices Ces cytokines sont responsables de l’initiation du switch
 isotopique de la chaîne lourde des immunoglobulines en chaîne epsilon et de la stimulation subséquente de la différenciation des cellules B en plasmocytes sécréteurs d’IgE spécifiques de l’allergène présenté. La fraction constante de ces anticorps se lie avec une forte affinité aux récepteurs FcεRI
 des mastocytes tissulaires et des basophiles du sang. Les mastocytes et basophiles recouverts d’IgE sont dit « sensibilisés ». Cette phase est dite silencieuse car elle n’entraîne pas de signes cliniques.

[image: image7.jpg]Ecrarnion s

S |
m'@

el S
L8
e N i ot

smastion rELTeA



[image: image8.jpg]B/BO (%)

PR AP I B | I oo

1.9
9.9+
0.8
6.74
9.6+
0.5+
0.4
9.39
0.2
9.1

0.9

| :
T T T s e
0 20 50 100 200 566 1000 2000

Concentration of SLTs (pg/ml)




2. La phase de réaction (Larché, 2006) 

Une exposition ultérieure au même allergène conduit à des liaisons croisées (pontage) entre l’allergène et les IgE fixés sur les membranes des basophiles ou mastocytes sensibilisés (Fig. 1). Ces pontages activent des tyrosines kinases
 associées aux domaines cytoplasmiques des récepteurs FcεRI. Il en résulte une cascade de phosphorylation qui induit la production de nombreux seconds messagers dont le calcium qui conduit d’une part, à partir de l’acide arachidonique, à la formation de prostaglandines et de leucotriènes et qui provoque d’autre part le processus de dégranulation. Ces médiateurs ainsi libérés vont entraîner la réaction allergique immédiate qui peut se traduire par l’urticaire, l’œdème de Quincke, ou le choc anaphylactique. 

La liaison des IgE à leur récepteur spécifique FcεRI augmente l’expression de chemokines et de cytokines qui induit la survie des mastocytes et aide à l’activation des cellules T, ce qui amplifie le processus d’inflammation et facilite la présentation de l’antigène par les cellules présentatrices d’antigènes. 

Les IgE peuvent aussi se lier aux récepteurs FcεRI des cellules dendritiques et des monocytes ou aux récepteurs de faible affinité FcεRII présents sur les monocytes, les macrophages et les cellules B (ce qui maintient l’inflammation) (Stern et al, 2007). La production d’IL-4, IL-5 et IL-13 par les cellules Th2 spécifiques de l’allergène, contribue aussi au développement, à la survie et au recrutement des éosinophiles, à la différentiation des mastocytes et à l’hypersécrétion de mucus. Selon Larché (2006), l’activité des cellules T régulatrices secrétant l’IL-10 est compromise chez les personnes allergiques.

Les cellules T ont donc un rôle essentiel dans le développement de l’allergie, ce qui explique pourquoi elles sont la cible privilégiée des thérapies (Goldsby et al, 2003).

1.2 Les médiateurs

Les médiateurs peuvent être classés en primaires et secondaires. Les médiateurs primaires (comme l’histamine, les protéases, le facteur chimiotactique des éosinophiles, le facteur chimiotactique des neutrophiles, l’héparine) sont produits avant la dégranulation et mis en réserve dans les granules. Ils sont responsables de la réaction immédiate. 

Les médiateurs secondaires (comme le facteur d’activation plaquettaire, les leucotriènes, les prostaglandines, les bradykinines, certaines cytokines comme l’IL-4) sont soit synthétisés après l’activation de la cellule cible, soit libérés lors du processus de dégranulation. Ils entraînent donc une réponse plus tardive.

L’histamine est le composant majeur des granules des mastocytes. Elle est préformée et mise en réserve dans les granules. Ses effets s’observent dans les minutes qui suivent l’activation du mastocyte. Une fois libérée, elle se fixe à des récepteurs spécifiques, H1, H2 et H3, répartis sur différentes cellules cibles. L’interaction de l’histamine avec le récepteur de type H1 présent sur les cellules des bronches, des vaisseaux sanguins, et de l’intestin va provoquer l’inflammation. Les récepteurs H2 sont présents à la surface des mastocytes et des basophiles, la liaison à son ligand provoque un effet feed-back négatif sur la libération des médiateurs (Goldsby et al, 2003).
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Il existe d’autres médiateurs primaires comme les facteurs chimiotactiques pour les éosinophiles et les neutrophiles, qui en attirant ces cellules, prolongent la réaction allergique.
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Les tryptases sont des sérines endoprotéases tétramériques d’un poids moléculaire de 134 kD. Elles sont constituées de 4 sous unités liées de façon non covalente. Il existe 3 formes de tryptases.  L’α-tryptase et la proβ-tryptase sont les formes inactives qui sont secrétées en continus par les mastocytes. La β-tryptase est la forme active (Rossi et al, 1998). Elle est stockée dans les granules des mastocytes liée à l’héparine et n’est libérée qu’en cas de dégranulation extensive. Les tests qui sont actuellement disponibles mesurent l’α-tryptase, la pro-β-tryptase et la β-tryptase (Haeberli et al, 2003). Dans l’étude de Kucharewicz et al (2007), un taux sérique élevé de tryptases a été observé chez des patients avec une réaction anaphylactique sévère. Selon eux, le taux de tryptases serait corrélé de façon significative avec la sévérité de la réaction (Enrique et al, 1999). Un taux élevé de tryptases doit donc être considéré comme un facteur de risque de présenter une réaction anaphylactique grave à une piqûre (Lang et al, 2006 ; Haeberli et al, 2003).

En tant que seconds médiateurs, les leucotriènes et prostaglandines ne sont pas formés tant que le mastocyte n’a pas subi la dégranulation et la dégradation enzymatique de l’acide arachidonique des phospholipides membranaires. Cette cascade enzymatique se déroule suivant deux voies principales : la voie de la cyclo-oxygénase et celle de la lipoxygénase où la cascade enzymatique, à partir de l’acide arachidonique, va générer les prostaglandines et les leucotriènes, respectivement. Par conséquent, il s’écoule un temps plus long pour que les effets biologiques de ces médiateurs deviennent apparents. Les leucotriènes médient une bronchoconstriction, augmentent la perméabilité vasculaire et la production de mucus. La prostaglandine D2 provoque un bronchoconstriction et le facteur d’activation plaquettaire active les leucocytes. En fait, les seconds médiateurs prolongent les effets de l’histamine (Goldsby et al, 2003).

Toute une variété de cytokines, libérées des mastocytes et des éosinophiles, pourrait aussi contribuer aux manifestations cliniques de l’hypersensibilité de type I. Les mastocytes humains secrètent de IL-4, IL-5 et du TNF α. L’IL-4 active la synthèse d’éosinophiles dans la mœlle et augmente la production d’IgE. L’IL-5 est particulièrement importante dans l’activation et l’accumulation des éosinophiles. Ces derniers libérant aussi des médiateurs, ils maintiennent ou aggravent la réaction allergique. Quant au TNF α, il augmente l’expression de molécules d’adhésion sur l’endothélium vasculaire pour aider l’extravasation des leucocytes sur le site de réaction et, s’il est présent en grande quantité, il pourrait contribuer au choc anaphylactique (Goldsby et al, 2003).

1.3 Les manifestations cliniques

Les médiateurs relargués suite à la rencontre du système immunitaire avec l’allergène vont provoquer des manifestations cliniques de deux types : locale (restreinte au site de contact de l’allergène) ou systémique (réaction généralisée à l’organisme entier). 


1. Réaction locale

Si la réaction a lieu au niveau de la peau, comme c’est le cas pour les piqûres d’insectes, elle entraînera dans les minutes qui suivent un eczéma de contact, des démangeaisons et un gonflement qui peut se généraliser par une urticaire
. Les réactions locales sont gênantes mais ne mettent pas la vie de l’individu en danger, à l’inverse des réactions systémiques. Ces réactions peuvent être dangereuses si elles se situent au niveau de l’oropharynx. 

Une réaction large locale dépend de la phase retardée médiée par les IgE. Elle se développe après 12 à 48 heures et peut durer de 5 à 10 jours. (Golden et al, 2005).

2. Réaction systémique

Lorsque les symptômes ou les signes apparaissent à un ou à plusieurs systèmes de l’organisme distant de l’endroit de la piqûre, c’est une réaction dite généralisée (Franklin Adkinson et al, 2003). Les réactions systémiques sont classées en 4 types en fonction de leur sévérité selon Mueller :

· GRADE 1 : démangeaisons, urticaire généralisée, malaise, anxiété ;

· GRADE 2 : n’importe quel symptôme du grade 1 plus au moins deux des suivants : œdème de Quincke, constriction de la poitrine, nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhées, vertige ;

· GRADE 3 : n’importe quel symptôme du grade 2 plus au moins deux des suivants : dyspnée, respiration bruyante, stridor, dysenterie, enrouement, faiblesse, confusion ;

· GRADE 4 : n’importe quel symptôme du grade 3 plus au moins deux des suivants : diminution de la pression artérielle, collapsus, perte de connaissance, choc, incontinence, cyanose (Bilò et al, 2005).

L'œdème de Quincke est une réaction allergique caractérisée par une éruption oedèmateuse sous la peau et sous les muqueuses (en particulier celles du larynx). Il est lié à une hypersensibilité de type I.  On observe, quelques minutes après le contact avec l'allergène (venin d'hyménoptère, etc.), une sensation de brûlure intense, un gonflement important du visage (lèvres, yeux), une coloration rose, des difficultés à respirer et au pire, une insuffisance de circulation sanguine (choc anaphylactique). 

Le choc anaphylactique est une manifestation d’hypersensibilité immédiate due à la libération de médiateurs vasoactifs (comme l’histamine, les prostaglandines, les leucotriènes, les bradykinines) chez un sujet au préalable sensibilisé. Ils vont entraîner une chute des résistances vasculaires périphériques, une augmentation de la perméabilité des capillaires, une diminution du retour veineux, du débit cardiaque, de la pression systémique, ainsi que des troubles respiratoires et des troubles digestifs (Golden et al, 2005 ; Boumiza et al, 2003).

Les symptômes les plus courants de l'anaphylaxie sont l'urticaire et l'œdème de Quincke. Les autres symptômes comprennent : l'enflure de la gorge, des lèvres, de la langue ou du contour des yeux, des difficultés à respirer ou à avaler, un goût métallique ou des démangeaisons dans la bouche, des bouffées de chaleur généralisées, des démangeaisons ou une rougeur de la peau, des crampes d'estomac, des nausées, des vomissements ou la diarrhée, une tachycardie, une diminution de la pression sanguine (et la pâleur qui l'accompagne), un sentiment d’anxiété, un collapsus et un évanouissement.

Des mécanismes d’adaptation vont alors se mettre en place via la stimulation des barorécepteurs qui provoque la sécrétion de catécholamines. Celles-ci activent le système rénine angiotensine qui transforme l’angiotensine I en angiotensine II, puissant vasoconstricteur, le but étant de réaugmenter le débit cardiaque. 

Les venins d’hyménoptères sont parmi les inducteurs les plus fréquents de chocs anaphylactiques. 

1.4 L’allergie au venin d’hyménoptère

Les hyménoptères constituent, après les coléoptères, l’ordre d’insecte le plus diversifié. Il se divise en 3 sous ordres : les Symphytes, les Térébrants et les Aculéates. Les hyménoptères Aculéates comptent trois supers-familles : les Apidae (abeilles), les Vespidae (guêpes), et les Formicidae (fourmis). Cependant il faut savoir qu’il existe quatre autres familles d’aculéates capables de piquer, piqûres douloureuses mais sans conséquences graves. 

Dans la famille des « Vespidae », on distingue les Vespinae et les polistes. Parmi les Vespinae, on rencontre des guêpes de 2 genres importants : les Vespula et les Vespa. Chez les Vespula, le genre Vespula vulgaris et Vespula germanica sont les deux espèces les plus fréquentes, les plus agressives, dénommées Yellow jacket (Bilò et al, 2005).

Dans le nord de l’Europe, ce sont les piqûres de guêpes et d’abeilles qui sont les plus fréquentes mais notre étude s’est concentrée avant tout sur l’allergie aux guêpes.

La connaissance de la structure et de la composition en allergène du venin est incontournable pour le diagnostic et le traitement de l’allergie aux hyménoptères. Les venins d’hyménoptères contiennent des protéines allergéniques (le plus souvent des enzymes) autant que des protéines non allergéniques (comme des amines vasoactives) (Golden et al, 2005).

Constituants du venin de guêpes Vespula :

La phospholipase A1 est la protéine allergisante principale et son poids moléculaire environne 35-37 kDa. 80% des personnes allergiques aux guêpes présentent des IgE contre la phospholipase A1. L’antigène 5 (peptide majeur du venin dont le poids moléculaire est de 23-25 kDa) et l’hyaluronidase (43-45 kDa) sont les deux autres protéines principales (Biló et al, 2005). Ce venin contient également des protéines non allergéniques comme : l’histamine, la dopamine, la noradrénaline, l’adrénaline et la sérotonine (Vervloet et al, 2003).

Facteurs de risque d’apparition d’une réaction systémique (Bilò et al, 2005 ; Golden et al, 2005) :

Alors que tous les insectes piqueurs peuvent causer un gonflement à l’endroit de la piqûre, ils ne causent que rarement l’anaphylaxie. L’injection de venin consécutive à une piqûre d’insecte hyménoptère chez un individu allergique peut conduire à l’apparition de réactions d’hypersensibilité généralisées.

Les mastocytes et les basophiles activés ont un rôle central dans l’anaphylaxie causée par une piqûre. On ne sait pas encore quelle serait la voie principale d’activation. Une possibilité serait qu’après la piqûre, le venin soit absorbé dans le sang et cause la dégranulation des mastocytes dans les organes distants. Une autre possibilité serait que l’activation locale des mastocytes initie une cascade de réaction dont le résultat serait un relargage de médiateurs de l’inflammation à distance. 

Les facteurs de risques influençant la probabilité d’une réaction anaphylactique lors de la piqûre suivante sont :

le type d’insecte : les patients allergiques aux abeilles ont un risque plus élevé de faire une réaction systémique à la prochaine piqûre que les allergiques aux guêpes ;

le nombre de piqûre et la période de temps s’écoulant entre elles : un intervalle court entre 2 piqûres augmente le risque d’une réaction systémique. Plus l’intervalle de temps est long, plus le risque diminue. Au contraire, être piqué fréquemment semble induire une tolérance ;

la sévérité de la réaction précédente. Après une réaction systémique grave à une première piqûre, le risque de développer une réaction anaphylactique la prochaine fois est plus grand. 57 à 75% des patients avec une histoire de réaction systémique après une piqûre développent des symptômes systémiques lorsqu’ils sont repiqués ;

· le taux de tryptases dans le sérum et les mastocytoses
. Selon plusieurs études, un taux élevé de tryptases dans le sang pourrait être directement corrélé avec le risque de réaction systémique à la piqûre suivante ;

· l’âge : les personnes plus âgées sont plus à risque de présenter des symptômes cardiovasculaires et respiratoires alors que les plus jeunes ne présenteront qu’une réaction modérée après une piqûre d’insecte ;

· la prise de médicaments ou de drogue ;

· la présence de maladies cardio-vasculaire ou traitement avec β-bloquants sont associés à une réaction sévère après une piqûre (les β-bloquants inhibent la synthèse des catécholamines).

Les réactions croisées

La réactivité croisée des IgE spécifiques aux épitopes d’hydrates de carbone des allergènes du venin avec des épitopes d’hydrates de carbone d’allergènes communs peut causer des faux positifs. C’est un problème majeur dans le diagnostic de ce type d’allergie.

La double positivité des tests diagnostics aux guêpes et aux abeilles peut être due à une double sensibilisation ou à une réaction croisée entre les épitopes des hyaluronidases des deux venins (Bilò et al, 2005). Il existe 50% d’homologie entre l’hyaluronidase du venin d’abeille et l’hyaluronidase du venin de guêpe (Hemmer et al, 2004).

Nous utiliserons donc dans notre étude la bromélaïne (k202 et Ro214), enzyme protéolytique qui contient de nombreux épitopes d’hydrate de carbone. Cela nous permettra de savoir si le patient présente des IgE positives pour le venin de guêpe, si ces anticorps sont dirigés contre les protéines du venin ou contre des déterminants CCD (Jappe et al, 2006).

1.6 Le diagnostic

Il repose sur un interrogatoire avec recherche des antécédents personnels, évocation des allergènes à l’origine des troubles et examen des signes cliniques. Différentes informations doivent être collectées : nombre, date et sorte(s) de réaction(s) après piqûre(s), sévérité des symptômes, intervalles entre les piqûres, traitement, site de la piqûre, insecte impliqué, facteurs de risques pour une réaction sévère, autres allergies,… L’interrogatoire est important car il permet d’orienter le choix des tests à effectuer (Bilò et al, 2005).

Les tests cutanés représentent le test le plus utilisé dans le diagnostic des maladies médiées par les IgE (Demoly et al, 2003). Ils consistent à injecter sous la peau de l’avant bras une faible dose de concentration croissante (de 0.0001 µg/ml à 1 µg/ml) d’extraits de protéines de venin. Après quinze minutes, on observe le diamètre de la réaction. S’il excède 5 millimètres à une concentration de 1 μg/ml, le test est considéré positif. S’il est négatif
 et que les signes persistent, il doit être répété. Le test est validé en utilisant l’histamine comme contrôle positif et le NaCl 0.9% comme contrôle négatif (Roll et al, 2006).

Vu le rôle déterminant des IgE dans l’hypersensibilité de type 1, le dosage des IgE spécifiques représente un outil de choix pour le diagnostic de l’allergie (Hamilton et al, 2004). Il consiste à doser dans le sérum du patient les IgE spécifiques pour plusieurs allergènes. Si le taux d’IgE spécifiques est supérieur à 0.10 KUA/L
, le patient est dit sensibilisé
. Mais ce dosage ne permet pas de prédire comment le patient réagira lors de l’exposition à l’allergène.

Dans la pratique clinique, la mesure du taux d’IgE spécifiques circulantes et les tests cutanés sont mis en parallèle. Malheureusement, certaines fois, les résultats ne concordent pas entre eux ou avec l’histoire clinique du patient (Demoly et al, 2003). 

Depuis de nombreuses années, des tests de diagnostic in vitro de l’allergie basés sur la réaction des basophiles en présence de l’allergène ont été suggérés. Ils consistent à mimer in vitro ce qu’il se passe dans l’organisme lorsque les basophiles rencontrent l’allergène, mais sans les risques liés à la provocation in vivo. Certains sont basés sur l’analyse des médiateurs relargués par les basophiles comme l’histamine ou les sLT (Demoly et al, 2003 ; de Weck et al, 2002).

Les leucotriènes, l’histamine, etc., sont les médiateurs sécrétés lorsque l’allergène entre en contact avec les IgE spécifiques fixés sur les basophiles. A l’inverse de l’histamine qui est préformée et libérée lors de l’activation par l’allergène, les leucotriènes ne sont produits et relargués qu’après l’activation des basophiles par l’allergène. Les leucotriènes (LTC4, et ses métabolites LTD4 et LTE4) sont aussi produits dans les pseudo allergies
 (Szépfalusi et al, 1999).

La technique du CAST, Cellular Allergen Stimulation Test, est considérée comme une méthode de provocation in vitro. Les leucocytes sont d’abord isolés puis stimulés par l’IL-3 et l’allergène. Après 40 minutes d’incubation à 37°C, les leucocytes activés libèrent le LTC4 et ses métabolites. Ces sulfidoleucotriènes fraîchement synthétisés sont ensuite mesurés grâce à un test ELISA (Van Rooyen et al, 2004 ; de Weck, 2003). 

Stimuler des basophiles avec un allergène provoque la libération de médiateurs mais aussi l’augmentation de l’expression de différents marqueurs qui peuvent être détectés efficacement par la cytométrie de flux en utilisant un anticorps monoclonal spécifique marqué par un fluorochrome (Ebo et al, 2006). Ceux-ci sont excités par un laser et la fluorescence émise est quantifiée par des photomultiplicateurs (Ebo et al, 2004).


Ces dernières années, les tests basés sur la cytométrie de flux ont donc été décris pour diagnostiquer ou pour confirmer la sensibilisation de patients aux insectes (Bühring et al, 2004).


Le Western blot, selon Zollner et al. (2001), est une technique très sensible et très efficace pour le diagnostic de l’allergie au venin de guêpe. Les différentes protéines constituant le venin de guêpe peuvent être séparées grâce à leur poids moléculaire par SDS-PAGE. Les trois protéines principales sont ainsi facilement identifiées : l’antigène 5 (23-25 kDa), phospholipase A1 (35-37 kDa) et l’hyaluronidase (43-45 kDa). Après le transfert par électrophorèse des protéines séparées sur la membrane de nitrocellulose, l’incubation de ces matrices avec le sérum du patient révèle « la liste » des anticorps spécifiques des différentes protéines de venin. Donc, plus d’informations sur les anticorps spécifiques peuvent être obtenues en utilisant cette stratégie (malheureusement peu utilisée en routine parce que non remboursée par l’INAMI).


Les tests de provocation in vivo sont les mieux placés pour diagnostiquer l’allergie aux venins d’hyménoptères. Ils ne sont plus pratiqués depuis des années vu le risque potentiel pour le patient (Golden et al, 2005). De plus, selon Mosbech et al. (1997), ils ne permettent pas d’affirmer que le patient réagira encore de la même manière s’il est à nouveau piqué.

1.7 Les traitements  


Les études épidémiologiques à long terme sur l’histoire naturelle de l’allergie aux hyménoptères montrent que le risque de réaction diminue avec le temps mais ne disparaît pas entièrement, persistant dans une proportion de 20 à 30% après dix ans chez des sujets non traités. Par ailleurs, la perte de spontanéité de la sensibilité est plus fréquente en cas de réaction initiale légère que sévère (Vervloet et al, 2003).

1. Symptomatique (Bonifazi et al, 2005)

Les anti-histaminiques, comme leur nom l’indique, diminuent les effets de l’histamine en empêchant la liaison de ce médiateur à ses récepteurs. Ils sont effectifs dans les réactions modérées confinées à la peau.

Les corticoïdes sont utilisés dans toutes les manifestations allergiques. Ce sont des anti-inflammatoire stéroïdiens, une fois entrés dans la cellule, ils se fixent à l’ADN et réduisent la production des facteurs inflammatoires et immunitaires et donc ils diminuent l’inflammation.

Les corticoïdes et les anti-histaminiques sont utilisés généralement dans le cas d’urticaire ou d’angioedème mais si les symptômes progressent, l’adrénaline est conseillée.

Lors de choc anaphylactique, l’administration d’adrénaline est indispensable pour le rétablissement de la circulation sanguine. L'adrénaline, ou épinéphrine, est reconnue par les professionnels de la santé comme constituant le traitement d'urgence définitif pour les réactions allergiques graves. En se fixant sur les récepteurs β1 et β2, elle détend les muscles des poumons, améliore la respiration, stimule le rythme cardiaque, soulage l’urticaire et l’enflure du visage. Ses effets diminuent après 15 à 20 minutes.

2. L’immunothérapie spécifique 


L’éviction totale de l’allergène étant incertaine, l’immunothérapie spécifique est actuellement le seul traitement reconnu efficace pour soigner l’allergie au venin d’hyménoptère. 

L’immunothérapie spécifique (IT) a été introduite par Noon et Freeman en 1911 pour soigner la rhinite allergique. Depuis plus de 90 ans, elle est utilisée pour soigner les allergies causées par les allergènes inhalés et les venins d’hyménoptères (Bousquet et al, 1998). 

L’immunothérapie au venin d’hyménoptère (VIT) est indiquée pour les patients ayant présenté une réaction systémique sévère suite à une piqûre de guêpe (avec syndromes cardiovasculaire et respiratoire) et ayant un test cutané positif ou un RAST positif (IgE spécifiques du venin supérieur à 0.10 KUA/L). La décision de commencer une VIT  doit être faite en fonction de l’âge, du degré d’exposition, de la sévérité de la première réaction et de l’anxiété du patient (Bonifazi et al, 2005 ; Golden et al, 2005 ; Bousquet et al, 1998).

NB : Pour une réaction locale isolée, SIT n’est pas indiquée. En effet, le risque de réaction plus sévère lors d’une éventuelle future piqûre est de 5% à 10% et donc on considère que la désensibilisation spécifique n’est pas une indication formelle (Mamessier et al, 2006).

Principe :

L’immunothérapie est efficace dans 75 à 95% des cas pour prévenir la survenue d’une réaction systémique. Elle s'effectue par injection sous-cutanée de doses croissantes et rapprochées de l'allergène, le but étant d’induire la tolérance des cellules T à l’allergène (Larché et al, 2006).

Le vaccin est constitué de protéines de venin d’insecte (mixture de phospholipase A1, hyaluronidase, antigène 5, acide phosphatase, quinines, amines biogéniques, oligopeptides, sucres,…) lyophilisées à reconstituer avec du diluant d’albumine humaine (Franklin Adkinson et al, 2003).

Au début de l’immunothérapie, on injecte quelques microgrammes d’allergène (0.1 ml de la concentration de 0.1 μg/ml). Puis, la dose est graduellement augmentée (phase d'attaque) toutes les une ou deux semaines jusqu’à 1 ml d’une concentration de 100 μg/ml (dose de maintenance recommandée). Celle-ci est administrée toutes les 4 semaines la première année, toutes les 6 semaines la deuxième année et toutes les 8 semaines les dernières années jusqu’à ce que les IgE chutent et que les tests cutanés deviennent négatifs. La désensibilisation peut durer de trois à cinq ans (Bonifazi et al, 2005). Généralement la littérature suggère d’arrêter le traitement après 5 ans (Franklin Adkinson et al, 2003).

Beaucoup de régimes différents de VIT existent. La distinction se fait sur la rapidité de la phase d’attaque, le but étant d’atteindre dans les 8 à 15 semaines la dose habituelle de 100 μg de venin à injecter. Le régime utilisé dans notre étude (ainsi que dans d’autres études récentes) est décrit comme un rush modifié dans lequel la dose cible est obtenue en 7 à 10 semaines d’injection. C’est l’intermédiaire entre le rush (2 à 3 jours) et le régime traditionnel (15 à 20 semaines) (Golden et al, 2005).

Mécanisme (Fig. 2) :

Les caractéristiques d’une réaction allergique incluent la production d’IgE, le recrutement et l’activation des cellules effectrices (mastocytes, basophiles, éosinophiles). Ces événements sont sous la régulation des cellules Th2 helper qui produisent préférentiellement l’IL-4 (interleukine responsable de l’initiation du switch d’IgE et de l’augmentation de la dégranulation des mastocytes) et l’IL-5 (impliquée dans la maturation, l’activation et la survie des éosinophiles) (Jutel et al, 2005 ; Akdis et al, 2001 ; Akdis et al, 1999).

Les mécanismes exacts de la désensibilisation sont encore mal connus.

Il est bien établi que les cellules T CD4+CD25+ (Tr) peuvent prévenir le développement de l’auto-immunité indiquant que le système immunitaire normal contient une population de cellules T régulatrices professionnelles qui sont activement impliquées dans la suppression immunitaire et dans l’induction de la tolérance.

De récentes études indiquent que les cellules T CD4+CD25+ (Tr) sont déficientes chez les sujets allergiques. Selon Mamessier et al (2006), leur nombre augmenterait chez les patients désensibilisés. Les lymphocytes T CD4+CD25+ (Tr) sont les principales productrices de TGFβ et d’IL-10 et seraient responsables du succès de l’IT.

Chez un patient désensibilisé, le switch de la réponse Th2 (qui caractérise la réaction allergique) en une réponse type Th1 peut être attribué à la diminution de la prolifération et de l’activation des cellules T CD4+ spécifiques en réponse à une augmentation progressive de la cytokine immunosuppressive IL-10. De plus, ces cellules T anergiques ne secrètent plus de cytokines essentielles pour le priming, la survie et l’activité des cellules effectrices (de Weck et al, 2003). L’augmentation d’IFNγ, la diminution d’IL-4 et d’IL-13 illustre la déviation de la réponse immunitaire vers le profile Th1 (Lent et al, 2006 ; Mamessier et al, 2006).

Selon Mamessier et al (2006), chez les allergiques, le système immunitaire donne une réponse type Th2 car Th1 est déficitaire. Leur hypothèse est que l’IT induit une modulation de cytokines qui doit être considérée comme un retour à la normale plutôt qu’un réel switch de Th2 à Th1. 

Après l’IT, la réponse des basophiles aux stimuli IgE dépendants ou non IgE dépendants diminue. En effet, il a été prouvé que de plus faible quantité de médiateurs d’anaphylaxie (histamine et leucotriènes) sont relargués in vitro après traitement. Chez des individus allergiques au venin d’hyménoptère, on observe à la fin du rush VIT une diminution du contenu en histamine des basophiles (de Weck et al, 2003). Le résultat étant une diminution de la sécrétion d’histamine lors de la prochaine stimulation. Ceci doit être attribué à l’effet suppressif direct de l’IL-10 sur les cellules effectrices (Bonifazi et al, 2005).

Le fait qu’une réaction systémique peut se déclarer à tout moment du rush VIT et que les tests cutanés au venin ne sont pas différents avant et à la fin du rush suggère que la déplétion en médiateurs produits par les basophiles et les mastocytes réfractaires n’est pas le mécanisme principal de la désensibilisation.

L’IL-10 serait également responsable du switch isotypique d’IgE en IgG spécifiques de l’allergène et donc de la diminution du rapport IgE/IgG4. Le niveau élevé d’IgG4 a été associé au succès de l’immunothérapie
. Cependant la signification de cette augmentation n’est pas claire (Larché, 2007; Lent et al, 2006 ; Jutel et al, 2005 ; Hesselmar et al, 2003).

En conclusion, l’immunothérapie spécifique est associée à différentes formes d’immuno-régulation : l’induction de la réponse Th1, l’antagonisme de la réponse Th2, la production d’anticorps IgG4, ainsi que l’induction d’IL-10 et de TGFβ qui suppriment la réponse cellulaire à l’allergène (Larché, 2006). 

1.8 But de l’étude
Le diagnostic des allergies aux venins d’insectes est basé sur l’histoire clinique, les tests cutanés et le dosage des IgEs. Cependant, il arrive que ces techniques soient en désaccord. En effet, 33% des patients allergiques aux insectes (prouvé par provocation) présentent un test cutané et/ou un taux d’IgEs négatif. Un diagnostic précis est particulièrement important pour confirmer l’indication de l’IT. Les risques, la longueur et le coût d’un tel traitement doivent être parfaitement évalués avant sa mise en place. Pour supprimer tout risque lié aux tests par provocation in vivo, le CAST et le CD203c BAT pourraient trouver leur place dans les techniques de diagnostic in vitro (de Weck et al, 2003).

De plus, il n’existe aucun moyen de prouver que la thérapie fonctionne et que le patient n’est plus allergique à l’allergène. La seule preuve (par l’absurde) est de dire que si celui-ci est piqué une nouvelle fois par l’hyménoptère et qu’il n’y a aucune réaction allergique c’est qu’il est devenu tolérant.  La seule technique de laboratoire utilisée pour le moment pour suivre l’évolution de la thérapie est la diminution des IgE spécifiques. Si leur taux a très fortement diminué par rapport au taux de départ (le mieux étant inférieur à 0.35KUA/L mais c’est rare), le patient peut être considéré comme désensibilisé. Le CAST et le test d’activation des basophiles pourraient nous guider sur l’efficacité de IT.

D’après de récentes études, d’autres anticorps spécifiques, les IgG4s, pourraient induire une tolérance. Leur taux augmenterait durant l’IT alors que celui des IgEs chuterait. Le dosage de ces 2 types d’anticorps pourrait s’avérer utile dans le suivi de la désensibilisation et de l’allergie.

But de notre étude : chez des patients allergiques que nous avons sélectionné sur base d’un taux d’IgEs supérieur à 0,35KUA/L, non désensibilisés, en cours de désensibilisation ou en fin de désensibilisation, expérimenter la technique du CAST-2000 ELISA ainsi que le CD203c BAT, mettre en parallèle le taux d’IgEs vs IgG4s grâce au dosage par l’Immuno CAP. De plus, nous comparerons les IgG4s et les IgEs dirigés contre les différentes protéines de venin par la technique du Western blot. Nous évaluerons aussi la corrélation entre le taux de tryptases et la positivité du CAST. 

Nous rechercherons une éventuelle relation entre la diminution du taux d’IgEs et l’élévation du taux d’IgG4 chez un individu désensibilisé et la négativité du CAST/CD203c BAT.

Nous tenterons de déterminer un profil que devrait avoir un patient désensibilisé.

2. Matériel et méthodes

2.1 Sélection des patients

Les patients ont été sélectionnés dans le logiciel du laboratoire sur base d’une prise de sang positive (>0.10 KUA/L
) pour les IgE spécifiques dirigés contre le venin de guêpe.  Suite à l’accord du Comité d’Éthique du CHU de Liège, les patients ont été contactés afin de les soumettre à un prélèvement sanguin et à un petit questionnaire sur leur passé allergique.
2.2 Détermination des IgE spécifiques 

  2.2.1 Dosage des IgE spécifiques

Les IgE spécifiques au venin de guêpes (i3) sont dosées dans le sérum de 26 patients grâce à l’Immuno CAP 250 (Phadia, Uppsala, Suède). Pour la recherche des épitopes d’hydrates de carbone, nous avons également dosés les IgEs dirigées contre la broméline (k202 et Ro214) chez patients suspects.

a) Principe (Fig. 3) :
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L’Immuno CAP est un test in vitro complètement automatisé. Son principe est simple ; il consiste à faire réagir le sérum du patient avec des allergènes standards. Les IgE spécifiques de l’allergène le reconnaissent et s’y lient. Ensuite, des anticorps secondaires couplés à une enzyme sont ajoutés. Ils reconnaissent la fraction constante des IgE qui sont spécifiquement liées à l’allergène. L’étape suivante consiste à ajouter le substrat enzymatique. L’enzyme, couplé à l’anticorps lié, va transformer le substrat en produit mesurable
. La quantité de produit formé sera proportionnelle à la quantité d’IgE spécifiques présente dans le sérum. 
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b) Matériel utilisé :

Le kit de réactifs pour l’Immuno CAP 250 est fourni par Phadia doit être maintenu à 2-8°C. Il contient :

Le conjugué IgE spécifique : anticorps monoclonaux de souris anti IgE liés à la β-galactosidase : 1 μg/ml. Un flacon de 5.3 ml contenant de l’azide de sodium 0.06%. Prêt à l’emploi.

Les calibrateurs IgE spécifique: (pour la courbe de calibration) 5 strips d’IgE humaine en milieu tampon de différentes concentrations (0 ; 0.35 ; 0.7 ; 3.5 ; 17.5 ; 100 KU/L). Contenant du Kathon CG 0.15% et de l’albumine sérique bovine. Prêt à l’emploi.

Les curves contrôles : 5 strips d’IgE humaine en milieu tampon. Contenant du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Les crayons calibrateurs IgE spécifique : Tubes de 16 immuno cap : IgE (monoclonaux de souris) anti IgE contenant du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Solution de développement : 6 flacons (11ml) de 4-Méthylombélliféryl-β-D-galactoside 0.01% contenant du Kathon CG 0.05%. Prêt à l’emploi.

Solution stop : 6 flacons (120ml) de carbonate de sodium 4%. Prêt à l’emploi.

Solution de lavage
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c) Interprétation des résultats :

[image: image14.wmf]Pour évaluer les résultats du test, les réponses obtenues pour les échantillons de patients sont converties en concentration par l’intermédiaire d’une courbe de calibration (Fig. 4). Les résultats sont donnés en KUA/l (Kilo Unité d’Allergène par litre). La limite de détection est de 0.01 KUA/l. Les résultats supérieurs à 0,10 KUA/l 

sont considérés comme positifs. 

2.3 Détermination des IgG4 spécifiques

  2.3.1 Dosage des IgG4 spécifiques

La détermination des IgG4 spécifiques dans le sérum de chaque patient est réalisée par l’Immuno CAP 100 (Phadia, Uppsala, Suède).

a) Principe (Fig. 6) :

L’Immuno CAP est un test in vitro complètement automatisé. Il consiste à faire réagir le sérum du patient avec des allergènes standard. Les IgG4 spécifiques de l’allergène le reconnaissent et s’y lient. Ensuite, des anticorps secondaires couplés à une enzyme sont ajoutés. Ils reconnaissent la fraction constante des IgG4 qui est spécifiquement lié à l’allergène. L’étape suivante consiste à ajouter le substrat enzymatique. L’enzyme, couplé à l’anticorps lié, va transformer le substrat en produit mesurable
. La quantité de produit formé sera proportionnelle à la quantité d’IgG4 présente dans le sérum. 
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b) Matériel utilisé :

b) Matériel utilisé :

Les crayons Gi3 pour doser les IgG4 spécifiques du venin de guêpe ainsi que le kit de réactifs pour l’Immuno CAP 100 sont fournis par la firme Phadia. Ils sont conservés à 2-8°C.

Le kit de réactifs contient :

Le diluant d’échantillon IgA/IgG4  spécifique: 5 flacons de 10 ml : solution tampon avec sérum de poulet contenant du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Le conjugué IgG4  spécifique: anticorps monoclonaux de souris anti IgG4 liés à la β-galactosidase : 1.5 μg/ml. Un flacon de 2.8 ml contenant de l’azide de sodium 0.06% (et du BSA). Prêt à l’emploi.

Les calibrateurs IgG4 spécifique : (pour la courbe de calibration) 6 flacons de 0.2ml contenant des concentrations différentes d’IgG4 humaine en milieu tampon (0, 3, 15, 35, 35, 120 et 300 µg/l) contenant du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Les crayons calibrateurs IgA/IgG4  spécifique : 1 tube de 16 immuno CAP de monoclonaux de souris contenant du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Les curves contrôles 1 et 2 : 2x3flacons de 0.2ml contenant des IgG4 humaines en milieu tampon et du Kathon CG 0.15%. Prêt à l’emploi.

Solution de développement : 4-Méthyl-umbélliféryl-β-D-galactoside 0.01%. Quatre flacons (6ml) contenant du Kathon CG 0.05%. Prêt à l’emploi.

Solution stop : carbonate de sodium 4%. 4 flacons de 65 ml. Prêt à l’emploi.

Solution de lavage

c) Interprétation des résultats :

Pour évaluer les résultats du test, les réponses obtenues pour les échantillons de patients sont converties en concentration par l’intermédiaire d’une courbe de calibration (Fig. 7). Les résultats sont donnés en mgA/l (milligramme d’Allergène par litre)

 2.4 Dosage des tryptases

a) Principe :

L’immuno CAP 100 mesure les 3 formes de tryptases présentes dans le sérum. Un anti-tryptases, couplé par liaison covalente à l’immunoCAP reconnait un épitope présent sur la tryptase activée et inactivée présente dans le sérum. Après lavage, des anticorps anti tryptase marqués par une enzyme sont ajoutés pour former un complexe. Après incubation, les anti-tryptase-enzymes non liés sont éliminés par lavage et le complexe lié est mis en incubation avec un réactif de développement. Après inhibition de la réaction, la fluorescence de l’éluât est mesurée (Enrique et al, 1999).

b) Matériel utilisé :

Le kit de réactifs pour l’immunoCAP 100 (à conserver à 2-8°C), fourni par Phadia contient :

Les calibrateurs tryptase spécifique : (tryptase humaine en milieu tampon) 5 flacons de 0.2 ml de concentrations croissantes de 1 ; 5 ; 12,5 ; 50 et 200 µg/l contenant de l’azide de sodium 0,05% et un coloré en jaune. Solution prête à l’emploi.

Tryptase curve control : (tryptase humaine en milieu tampon) 4 flacons de 0.2 ml contenant de l’Azide de sodium 0,05% et un coloré en jaune. Prêt à l’emploi.

Le conjugué tryptase spécifique : un flacon de 2.8 ml de β-Galactosidase-anti-tryptase (anticorps monoclonaux de souris) contient de l’azide de sodium 0,06% et un coloré en bleu. Solution prête à l’emploi.

ImmunoCAP anti-tryptase : anticorps monoclonaux de souris contenant du Kathon CG 0,15%, conditionné en 3 tubes de 16 immunoCAP. Prêt à l’emploi.

Solution de développement : flacon de 6 ml de 4-Méthylombelliféryl-β-D-galactoside 0,01% et contenant kathon CG 0,05%. Solution prête à l’emploi.

Solution stop : 65ml de Carbonate de sodium 4%. Prêt à l’emploi.

Solution de lavage

d) Interprétation des résultats (Fig. 9) :

Les tryptases sont stables un mois dans le sérum conservé à -20°C. Pour évaluer les résultats du test, les réponses obtenues pour les échantillons de patients sont converties en concentration par l’intermédiaire d’une courbe de calibration. La limite de détection est de 1 µg/l. La moyenne est de 3,8 µg/l de tryptase dans le sang chez des individus sains. Si les tryptases sont inférieures à 11,4 µg/l, le test est négatif.                               

Si leur taux est supérieur à 13,5 µg/l, il indique un risque élevé de choc anaphylactique (Lang, 2006 ; Haeberli, 2003). Selon Biló et al (2005), chez les patients allergiques au venin d’hyménoptère, une concentration élevée de tryptase dans le sérum est associée à une réaction anaphylactique sévère en réponse à une piqûre.

2.5 CAST ®– 2000 ELISA

a) Principe :

Au cours du CAST®-2000 ELISA, les leucocytes, ayant préalablement été isolés, sont activés par l’IL-3 et simultanément stimulés par des allergènes. Les basophiles, entre autre, produisent des médiateurs de l’allergie comme les sulfidoleucotriènes LTC4 ainsi que leurs métabolites LTD4 et LTE4. Ces sLT fraîchement synthétisés sont ensuite mesurés par ELISA.



b) Matériel utilisé : 

* La trousse CAST-2000 ELISA a été fournie par les laboratoires BÜHLMANN (Allschwil, Suisse), et contient :

Solution de dextrane : un flacon de 20 ml prêt à l’emploi, à conserver à 2-8°C.

Tampon de stimulation : flacon lyophilisé à reconstituer avec 50 ml d’eau ultra pure, apyrogène. A conserver à -20°C.

Contrôle de stimulation : anticorps monoclonal anti-FcRI; flacon lyophilisé à reconstituer avec 3,5 ml d’eau ultra pure apyrogène, à conserver à 2-8°C.

Microplaques : plaques coatées avec des IgG de lapin anti-souris. Conserver à 2-8°C. 

Tampon de lavage concentré 20x : un flacon de 50ml à reconstituer avec 950ml d’eau désionisée. A conserver à 2-8°C.

Tampon ELISA : un flacon de 30ml prêt à l’emploi, à conserver à 2-8°C.

Calibrateurs : 5 flacons de concentrations croissantes de LTD4 (0, 50, 200, 800, 3200 pg/ml). A reconstituer avec 1ml d’eau déionisée. Maintenus lyophilisés à -20°C.

Contrôle bas : 2 flacons contenant une faible concentration de LTD4 tamponné lyophilisé à reconstituer avec 1 ml d’eau déionisée. Maintenus lyophylisés à -20°C.

Contrôle élevé : 2 flacons contenant une forte concentration de LTD4 tamponné lyophilisé à reconstituer avec 1 ml d’eau déionisée. Maintenus lyophylisés à -20°C.

Réactif blanc : un flacon de LTD4 tamponné lyophilisé à reconstituer avec 2ml d’eau déionisée. Maintenus à -20°C.

Marqueur enzymatique : LTD4 conjugué à la phosphatase alcaline, flacon lyophilisé à reconstituer avec 5.5 ml de tampon ELISA, à conserver à 2-8°C.

Anticorps de souris : anticorps anti leucotriènes (LTC4, LTD4, LTE4) en milieu tampon : un flacon de 11 ml prêt à l’emploi, à conserver à 2-8°C.

Substrat pNPP : un flacon de 42ml contient du para-nitrophénylphosphate et des granules stabilisants, solution prête à l’emploi, à conserver à 2-8°C.

Solution stop contenant du NaOH 2Normale, prête à l’emploi, à conserver à 2-8°C.

* Les allergènes protéiques CAST fournis par les laboratoires BÜHLMANN sont des extraits d’allergènes conditionnés sous forme liquide stable et concentrée. Il n’ont subit aucune modification covalente. Ils contiennent 25ng d’extrait protéique concentré par flacon. La dilution avec 250µl de tampon de stimulation permet d’obtenir une concentration de 50 ng/ml. Non dilués, ils sont conservés à 2-8°C.

c) Procédure:

Cellular Allergen Stimulation Test peut être séparé en trois étapes principales:

   I) Isolation des leucocytes

Le sang du patient est prélevé dans des tubes à ponction veineuse EDTA. Une solution de dextrane est ajoutée afin d’en augmenter la viscosité. Les érythrocytes sont sédimentés après une incubation de 90 minutes à 18-20°, alors que les leucocytes et les thrombocytes demeurent dans la fraction plasma. Le surnageant sanguin est ensuite soigneusement transféré dans un nouveau tube et les leucocytes sont sédimentés par une brève centrifugation. 

Le surnageant plasmique contenant les thrombocytes est rejeté et le culot de leucocytes est  resuspendu dans du tampon de stimulation contenant de l’IL-3
 (Fig. 10).

   II) Stimulation des leucocytes


Pour chaque échantillon cellulaire, trois tubes sont préparés :

- Blanc : l’expression des basophiles en l’absence d’allergène.

- Contrôle positif
 : l’expression des basophiles en présence d’un anticorps anti-récepteur IgE qui provoque leur dégranulation. 

- L’expression des basophiles en présence de l’allergène.

De façon à mimer les conditions in vivo, les cellules sont incubées durant 40 minutes à 37°C. Elles sont ensuite brièvement centrifugées avant de les congeler à -80°C jusqu’à l’analyse par ELISA.

   III) Dosage des leucotriènes par un ELISA

Le test ELISA est effectué sur microplaque pré-coatée, 

16 puis par essai sont utilisés pour la courbe d’étalonnage et les contrôles en utilisant des échantillons de concentration en sulfidoleucotriènes connue.

Par patient, sont utilisés :

2 puits pour l’expression basale

2 puits pour le contrôle de stimulation

2 puits pour chaque allergène testé
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Fig. 11 : Méthode par compétition


Le marqueur enzymatique (l’alcaline phosphatase liée covalentiellement au sLT) et de l’anticorps monoclonal spécifique des sLT sont ajoutés dans chaque puits (Fig. 11). Les sLT de chaque échantillon entrent en compétition avec sLT marqué et l’équilibre est atteint. Le taux de sLT marqué capturé par l’anticorps spécifique est inversement proportionnel au taux de sLT relargués par les basophiles du patients. Après incubation et lavage, la microplaque est incubée à l’abris de la lumière avec le substrat : le para-nitrophenyl-phosphate (pNPP)
. Finalement, la réaction est arrêtée par addition de solution stop (NaOH 2N) et l’absorbance est mesurée à 405 nm grâce à un photomètre d’absorbance.

d) Interprétation des résultats

La courbe d’étalonnage (Fig. 12) est calculée au moyen d’un algorithme à 4 paramètres. On reporte l’absorbance pour chaque échantillon, sur la courbe et on obtient la concentration en leucotriènes. Après déduction du blanc correspondant, on obtient la valeur corrigée du taux de leucotriènes. La valeur seuil clinique pour le venin d’abeille et de guêpe a été définie à 270 pg/ml. 

Annexe 2 : Exemple typique des valeurs obtenues.

Fig. 12 : Courbe d’étalonnage qui relie [sLT] et B/B0 

Facteurs influençant les résultats (de Weck et al, 2003) :

- la dose d’allergène : si elle n’est pas suffisamment élevée, elle peut mener à des faux négatifs et inversement ;

- le contrôle négatif peut être élevé : ceci peut être dû à une contamination in vivo ou in vitro par aéro-allergène ou par des endotoxines ;

- le contrôle positif peut être négatif : ce qui prouve la non viabilité des basophiles ;

- le critère de positivité est mal défini : le test sera positif pour la plupart des allergies si stimulation spécifique (après avoir déduit le blanc) est supérieure à 200 pg/ml ou supérieure à 100 pg/ml pour d’autres. Pour les hyménoptères, la concentration de sLT relarguée doit être supérieure à 270 pg/ml pour être positive. Pour les cas où le blanc est fort élevé, le test sera positif si le rapport entre la stimulation spécifique et le blanc est supérieur à 2 ;

- les sLT peuvent être relargués par basophiles, monocytes, éosinophiles ou plaquettes mais le relarguage est 100x plus petit pour les éosinophiles que pour les basophiles/monocytes.
2.6 CD63 BAT
 Le « BASOTEST® Kit » a été fourni par Orpegen Pharma (Heidelberg, Allemagne). Cet kit permet d’identifier et de differencier, par cytometrie en flux, les basophiles activés des basophiles au repos chez des sujets sensibilisés.

Principe :

Le BASOTEST® est un test basé sur la Cytometrie en Flux, qui permet faire une détermination quantitative de la dégranulation des granulocytes basophiles dans le sang total humain hépariné. Il est destiné à déterminer l’activation et la degranulation des basophiles induites par des allergènes. On sélectionne les cellules sur base de l’expression de différents marqueurs exprimés à leur surface : CD45 et CD63. 

Actuellement, la technique de BAT la plus utilisée et la plus validée cliniquement  est realisee en identifiant les granulocytes basophiles par des anti-IgE qui détectent les basophiles activés par couplage au marqueur de surface CD63. Le CD63 est une protéine associé à la membrane des vésicules où les basophiles accumulent l’histamine. Le complexe antigène-anticorps à la surface cellulaire induit l’activation  du CD63, les vésicules fusionnent avec la membrane plasmatique et le marqueur CD63 s’exprime sur le membrane cellulaire externe. Instantanement, il y a la libération de médiateurs comme l’histamine. Des anticorps monoclonaux couples à un fluorochrome sont utilisés pour detecter ces proteines sur la membrane. En resume, l’utilisation du BASOTEST® permet  la quantification des granulocytes basophiles actives. 

Le CD45 est une glicoproteine de haut poids moleculaire qui s’exprime seulement dans les cellules de la lignee leucocytaire. Ce marqueur ne s’exprime pas avec la meme intensité pour tous les leucocytes. Ainsi, il est capable de distinguer les granulocytes basophiles (qui sont de type CD45 low) des autres cellules de la lignée blanche (CD45 high). 

La Cytometrie de flux (CMF) est une technique utilisee en routine dans la plupart des laboratoires d’analyse car elle permet d’identifier specifiquement une population cellulaire dans une échantillon où dominent des autres populations celulaires . Dans le cas des hypersensibilites de type I, où le basophile est la population recherchee, la cytometrie de flux est un outil de choix (les granulocytes basophiles constituent seulement le 0.5-1% de la population total des globules blancs). De plus, la CMF est  un outil interessant car elle permet de caracteriser plusieurs parametres spécifiques de chaque cellule qu’elle analyse. La CMF analyse la diffusion de la lumière et la fluorescence des cellules.

Il s’agit d’une technique analytique qui consiste à injecter au centre d’une veine liquide une suspension de particules alignées, le but étant de les croiser avec un faisceau laser. Le rayon laser envoye ce faisceau pendant quelques microsecondes contre les cellules, une à une. Les cellules en traversant la trajectoire du rayon laser vont le diffracter, et il se produit simultanément un phenomene de diffusion d’une partie de la lumière incidente, et un phenomene d’emision d’une ou plusieurs  lumières de fluorescence, qui donnent différents signaux lumineux :

1.                  Signaux de dispersion : quand le faisceau laser change de direction apres l’impact avec la cellule et se propage dans toutes les directions de l’espace. Selon la grandeur cellulaire, les caractéristiques de la membrane, celles du noyau et du matériel nucléaire, les signaux sont captés sous forme de petits angles dans l’axe de propagation (Forward Scatter) ou  sous forme de diffusion orthogonale (Side Scatter).

2.                  Signaux de fluorescence : à 90º de l’axe de la propagation laser.  

Celles-ci seront captées pour des détecteurs photoélectriques.  Un ordinateur capable de convertir ces signaux en signaux électroniques mémorise les paramètres de chaque cellule. L’information obtenue se rapporte aux caractéristiques intrinsèques (la grandeur et la complexité nucléaire et cytoplasmatique) autant que les caractéristiques antigeniques (immunophenotype).


b) Matériel utilisé :

Cet kit realise l’analyse sur sang total lysé. Il est maintenu dans l’obscurité à une temperature entre 2 à 8ºC et est amené à température ambiante avant utilisation. 

Il contient :

Solution de lavage : 1 bouteille de Instamed-Salts à reconstituer dans 1 litre d’eau ultrapure, apyrogène, fournit 1 litre de solution de lavage. Contient du chloracétamide et l’EDTA. Cette solution sert de contrôle négatif de fond.

Tampon de stimulation (IL-3) : liophilisé à reconstituer par addition de 2 ml d’eau ultrapure, apyrogène.

Contrôle positif : 1 fiole (200 μl) contentant le peptide chimiotactique N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), a diluer dans la solution de lavage.

Anticorps monoclonaux : 1 bouteille (2 ml) de réactif anticorps bicolore de différent origine murine conjugués avec différents fluorochromes. L’anticorps monoclonal anti-IgE-PE est conjugué avec la phycoérythrine, qui reconnaît les granulocytes basophiles. L’anticorps monoclonal anti-CD63-FITC est conjugué avec le fluorochrome fluorescéine et détecte la glycoproteine gp53, exprimé exclusivement sur les basophiles activés.

Solution de lyse : 1 fiole (20 ml) à diluer 1/10 avec de l’eau doublement distillée pour éliminer les érythrocytes.

c) Procédure (Fig. 13a)

Pour chaque patient, sont réalises :

un controle positif : expression maximale du marqueur et prouve la viabilité des cellules.

un controle négatif : expression basale du marqueur en l’absence d’allergène.

une stimulation par l’allergène.

On utilise le peptid quimiotactique N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) pour realiser le control positif. La solution de netoyage sert comme à control negatif.

Les procédures de cytométrie en flux nécessitent des préparations de cellules mono dispersées et la suppression de l’interférence des érythrocytes. C’est pourquoi les échantillons destinés à un phénotypage immunitaire par cytométrie en flux doivent être préparés de manière appropriée pour le marquage et l’analyse.

Après avoir ajouté le tampon de stimulation (IL-3), les tubes avec 100μl de sang hépariné sont incubés 10 minutes à 37ºC, et après avec les différentes concentrations d’al·lergen pendant 20 minutes à 37ºC. 

La réaction est arrêtée par incubation des échantillons dans un bain de glace. Ensuite les cellules sont marqués par ajout du réactif qui contient des anticorps monoclonaux de murine (anti-IgE-PE, anti-CD45 et anti-CD63-FITC) conjugués avec des fluorochromes. 

La réaction est ensuite arrêtée par ajout de la solution fixe&lyse, qui permet de lyser les globules rouges et de figer les globules blancs pour l’analyse. Après la dernière étape de nettoyage, le pourcentage de granulocytes basophiles activés est déterminé par cytometrie en flux. 

Avertissement : Le sang hépariné doit absolument être traité dans les 24 heures suivant le prélèvement. Les échantillons sanguins doivent rester à température ambiante avant le traitement. Le tampon de stimulation doit être conservé en aliquots à une température inférieure à -15 ºC après reconstitution. Le fMLP doit être jeté après l’usage
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Création des histogrammes : 

Histogramme 1 : Fig. 15 : Tous les événements analysés en fonction Forward Scatter (taille cellulaire) vs Side Scatter (granulosité cellulaire), 

région a inclus tous les leucocytes et élimine les débris et les agrégats de globules rouges. 

Histogramme 2 : Fig. 16 : CD45 vs Side Scatter (granulosité cellulaire), 

région b inclut tous les globules blancs événements CD45 bright. Ainsi, on ne prend que les cellules avec une faible granulosité et CD45+.

    a           HISTOGRAMME 1                               HISTOGRAMME 2
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Fig 15 : Les cellules sont séparées en                   Fig 16 : Les cellules sont séparées en               fonction de leur taille et de leur granulosité          fonction de leur granulosité et du marqueur 

                                                                             (CD45) qu’elles expriment

Histogramme 3 : Fig. 17 : anti IgE vs le CD63, 

région c inclus le nuage d’évènements CRTH2+, CD203c+, CD3- et donc tous les basophiles

          (1) Contrôle négatif                   (2) Contrôle positif        (3) Stimulation avec l’allergène 
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Fig. 17 : Les cellules en l’absence de stimulation (contrôle négatif : 1), en présence du contrôle positif (2) et en présence de l’allergène (3) sont séparées en fonction des marqueurs CD63 et anti IgE qu’elles expriment à leur surface.

Seuil de positivité :

A partir du contrôle négatif le seuil de positivité est fixé juste au dessus du nuage des basophiles non activés. Si 15% du total des basophiles sont activés (au dessus du seuil) pour deux dilutions consécutives, on considère le résultat positif (insert kit BASOTEST B&D).

NB : Les histogrammes sont des données du fabricant.

3. Résultats

Rappel : (Ahlstedt et al, 2006)

La spécificité d’un test : est la fréquence des résultats négatifs (vrais négatifs : VN) chez les sujets non malades : VN/VN+FP

La sensibilité d’un test : est la fréquence des résultats positifs (vrais positifs : VP) chez les sujets malades : VP/VP+FN

La valeur prédictive positive : est la probabilité que lorsque le test est positif, le patient soit malade : VP/VP+FP

La valeur prédictive négative : est la probabilité que lorsque le test est négatif, le patient ne soit pas malade : VN/VN+FN

Où FN : Faux négatifs et FP : faux positifs

Légende :

[IgEs] (IgEi1, IgEi3, IgE CCD): Taux d’IgEs mesuré en KUA/L, considéré négatif s’il est inférieur à 0.1 KUA/L.

[IgG4s] : Taux d’IgG4s mesuré en mgA/L, considéré positif s’il est supérieur à 1mgA/L.

[Trypt] : Taux de tryptases mesuré en µg/L, considéré positif s’il est supérieur à 13.5 µg/L.

CAST : Le CAST est considéré positif lorsque le taux de leucotriènes relargué après stimulation est supérieur à 270 pg/ml.

BAT : Le BAT est considéré comme positif lorsque le pourcentage de basophiles activés (expression CD63) est supérieur à 15%.

NR : Test non réalisé.

IN : Résultat ininterprétable.

Trois groupes ont été formés :

GROUPE 1 : Patients non désensibilisés (nombre = 15)

7 Patients ayant eu une réaction locale

8 Patients ayant eu une réaction systémique

GROUPE 2 : Patients en cours de désensibilisation (nombre = 10)

GROUPE 3 : Patients ayant terminé la désensibilisation (nombre = 11)

Le diagnostic des allergies aux venins d’insectes est basé sur l’histoire clinique, les tests cutanés et le dosage des IgEs. Cependant, il arrive que ces techniques soient en désaccord. En effet, 33% des patients allergiques aux insectes (prouvé par provocation) présentent un test cutané et/ou un taux d’IgEs négatif. Un diagnostic précis est particulièrement important pour confirmer l’indication de l’IT. Les risques, la longueur et le coût d’un tel traitement doivent être parfaitement évalués avant sa mise en place. Pour supprimer tout risque lié aux tests par provocation in vivo, le CAST et le CD63 BAT pourraient trouver leur place dans les techniques de diagnostic in vitro (de Weck et al, 2003).

De plus, il n’existe aucun moyen de prouver que la thérapie fonctionne et que le patient n’est plus allergique à l’allergène. La seule preuve (par l’absurde) est de dire que si celui-ci est piqué une nouvelle fois par l’hyménoptère et qu’il n’y a aucune réaction allergique c’est qu’il est devenu tolérant.  La seule technique de laboratoire utilisée pour le moment pour suivre l’évolution de la thérapie est la diminution des IgE spécifiques. Si leur taux a très fortement diminué par rapport au taux de départ (le mieux étant inférieur à 0.35 KUA/L mais c’est rare), le patient peut être considéré comme désensibilisé. Le CAST et le test d’activation des basophiles pourraient nous guider sur l’efficacité de IT.

D’après de récentes études, d’autres anticorps spécifiques, les IgG4s, pourraient induire une tolérance. Leur taux augmenterait durant l’IT alors que celui des IgEs chuterait. Le dosage de ces 2 types d’anticorps pourrait s’avérer utile dans le suivi de la désensibilisation et de l’allergie.

But de notre étude : chez des patients allergiques que nous avons sélectionné sur base d’un taux d’IgEs supérieur à 0,10 kUA/L, non désensibilisés, en cours de désensibilisation ou en fin de désensibilisation, expérimenter la technique du CAST-2000 ELISA ainsi que le CD63 BAT, mettre en parallèle le taux d’IgEs vs IgG4s grâce au dosage par l’ImmunoCAP. Nous évaluerons aussi la corrélation entre le taux de tryptases et la positivité du CAST. Nous rechercherons une éventuelle relation entre la diminution du taux d’IgEs et l’élévation du taux d’IgG4 chez un individu désensibilisé et la négativité du CAST/CD63 BAT.

Nous tenterons de déterminer un profil que devrait avoir un patient désensibilisé.

Matériel et méthodes

· Sélection des patients
	Groupes
	Patients
	IT ?
	Patients avec

 réaction locale
	Patient avec

 réaction systémique

	1
	N=15
	Non
	7 (Tableau 3)
	8 (Tableau 4)

	2
	N=10
	En cours
	0
	10

	3
	N=11
	Oui
	0
	11


Les patients ont été sélectionnés dans le logiciel GLIMS du laboratoire sur base d’une prise de sang positive (>0.10 KUA/L) pour les IgE spécifiques dirigés contre le venin de guêpe (IgE i3).  Suite à l’accord du Comité d’Éthique du CHU de Liège, les patients ont été contactés afin de les soumettre à un prélèvement sanguin et à un petit questionnaire sur leur passé allergique.

Plusieurs groupes ont été formés et des analyses effectuées :

· Dosage des IgE spécifiques : Les IgE spécifiques au venin de guêpes (i3) et au venin d’abeille (i1) sont dosées dans le sérum de 26 patients grâce à l’Immuno CAP 250 (Phadia, Uppsala, Suède). Pour la recherche des épitopes carbohydrates, nous avons également dosés les IgEs dirigées contre la broméline (o214) chez tous les patients.

· Dosage des IgG4 spécifiques : La détermination des IgG4 spécifiques dans le sérum de chaque patient est réalisée par l’Immuno CAP 100 (Phadia, Uppsala, Suède).

· Dosage des tryptases

· CAST ®– 2000 ELISA

· CD63 BAT
1 Etude réalisée chez 15 patients n’ayant pas été désensibilisés (Groupe 1)

   1.1 Étude du profil sérologique au cours du temps

Parmi ces patients, on a eu la chance de posséder, pour 3 d’entre eux, un échantillon conservé à -20°C provenant d’une prise de sang antérieure. Le panel d’analyses a été réalisé sur ces 3 anciens échantillons. Ainsi, nous avons pu comparer l’évolution au cours du temps de leur profil sérologique. Les autres 12 patients pour lesquels aucun échantillon antérieur n’était en notre possession, on a recherché leurs résultats dans le logiciel du laboratoire.

Tableau 1

	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD

	Ci.O
	<0.10
	0,70
	2.69
	0.07
	0.28
	
	<0.10
	0.74
	2.97
	0.05
	0.32
	<0.10

	Ha.E
	0.13
	0.30
	3.68
	0.05
	0.04
	
	29.3
	0.44
	4.18
	1.17
	0.04
	0.17

	Va.I
	<0.10
	9.23
	1,58
	0.06
	0.56
	
	<0.10
	5.18
	1.98
	0.06
	0.51
	<0.10


Tableau 2

	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD

	Be.A
	-
	-
	-
	-
	
	<0.10
	1.63
	6.10
	0.06
	1.41
	<0.10

	Br.JC
	<0.10
	0.49
	-
	-
	
	<0.10
	0.16
	5.82
	0.04
	0.05
	<0.10

	St.C
	<0.10
	80.8
	-
	-
	
	<0.10
	5.29
	4.39
	0.05
	0.08
	<0.10

	Le.M
	<0.10
	nov 04: 1.23

Av 07: 0.09
	-
	nov 04: 0.51

av 07: 0.23
	
	<0.10
	<0.10
	8.46
	0.02
	0.15
	<0.10

	Am.I
	<0.10
	0.32
	-
	-
	
	<0.10
	0.21
	3.34
	0.04
	0.04
	<0.10

	Ja.J
	<0.10
	0.32
	-
	-
	
	<0.10
	0.25
	4.82
	0.11
	0.04
	<0.10

	Ba.I
	-
	-
	-
	-
	
	1.26
	0.14
	11.1
	0.19
	0.04
	0.17

	An.D
	<0.10
	24.4
	-
	-
	
	<0.10
	2.55
	10.1
	0.05
	0.7
	<0.10

	Ve.B
	<0.10
	0.17
	-
	-
	
	<0.10
	<0.10
	7.68
	0.2
	0.07
	<0.10

	De.A
	0.33
	1.84
	-
	-
	
	0.39
	1.94
	3.78
	0.15
	0.3
	0.16

	Mi.S
	
	
	
	
	
	0.16
	5.77
	2.79
	0.03
	0.04
	0.37

	Be.D
	-
	14.4
	-
	-
	
	0.11
	6.93
	5.27
	0.06
	0.11
	0.12


Ces 15 patients n’ont pas été repiqués entre les deux prélèvements (à exception de Ha.E).

Dans ce groupe de 15 patients qui n’ont pas reçu un traitement pour la désensibilisation au venin de guêpe ou abeille, 13 d’entre-eux sont sensibilisés à la guêpe, révélés par un dosage d’IgEs i3 positif (moyenne= 2.40). Cinq d’entre-eux présentent une positivité aux abeilles (IgEs i1 positif : moyenne= 6.24). 

Pour les 9 patients dont on a obtenu les résultats antérieurs d’IgEs i3, on remarque que le taux d’IgEs pour i3 diminue ou reste stable dans le temps chez tous les patients (moyenne= 1.94). Pour les 8 patients dont on a obtenu les résultats antérieurs d’IgEs i1, le taux diminue ou reste stable dans le temps chez tous les patients (moyenne=0.07).

Parmi les 15 patients qui font partie de ce groupe, cinq d’entre-eux présentent un dosage d’IgEs CCD positif (moyenne= 0.20).

On constate aussi que les taux de tryptase chez tous les patients sont négatifs (<11.4 μg/L) (moyenne= 5.52). Tous les patients, à l’exception de « Ha.E », ont le taux d’IgG4 négatif (<1mg/L). 

Le patient « Ha.E. » présente une augmentation des IgE i1 depuis sa dernière prise de sang. On peut expliquer cette élévation par la récente reprise d’activité d’apiculture qui se fait donc régulièrement piquer par des abeilles depuis quelques mois. Il présente aussi un taux d’IgE spécifiques pour les CCD positif, qui peut être le responsable d’un faux positif in-vitro pour le venin de guêpe.

   1.2 Résultats des dosages en fonction de la gravité de la réaction observée lors de la piqûre :
Parmi les 15 patients non désensibilisés (Groupe 1), 7 ont présenté une réaction locale lors de la piqûre de guêpe alors que l’autre moitié a présenté une réaction systémique. 

a) Profil des patients ayant eu une réaction locale (Résultats de la 2ème prise de sang)
Tableau 3

	
	Dosage UNICAP
	CAST
	BAT

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	Be.A
	<0,10
	1.63
	234.9
	5225.99
	387.35
	1149.32
	NR
	NR
	NR
	NR

	Am.I
	<0,10
	0.21
	264
	1105
	NR
	410.62
	1.67%
	14.40%
	NR
	1.07% (50ng/ml)

	Ja.J
	<0,10
	0.25
	NR
	NR
	NR
	NR
	0.81%
	7.58%
	NR
	23.28% (50ng/ml)

	Ba.I
	1.26
	0.14
	*341.2
	2365.18
	478.7
	491.19
	NR
	NR
	NR
	NR

	De.A
	0.39
	1.94
	211.36
	**168.4341
	206.23
	240.76
	0.65%
	16.24%
	NR
	1.18%(100ng/ml)

	Ha.E
	29.3
	0.44
	259.15
	1285.57
	1391.08
	125.58
	1.60%
	53.08%
	17.11% (50ng/ml)
	1.11% (100ng/ml)

	Va.I
	<0,10
	5.18
	NR
	NR
	NR
	NR-
	0.93%
	27.57%
	NR
	15.99%

(50ng/ml)


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**) valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude. 
Parmi ces 7 patients ayant présenté une symptomatologie de type locale lors de la piqûre d’insecte, tous étaient sensibilisés à la guêpe, révélés par un dosage IgEs i3 positif (moyenne= 1.40). Trois d’entre-eux présentaient une positivité aux abeilles (IgEs i1 positif : moyenne= 10.31). Nous avons réalisé des CAST chez cinq de ces patients pour les allergènes de guêpe (n= 5) et/ou d’abeille (n= 4). Trois patients qui avaient des IgEs i3 positifs ont également un résultat de CAST positifs pour la guêpe et 2 patients qui avaient des IgEs i1 positifs ont un résultat de CAST positif pour l’abeille. Le CAST a confirmé l’allergie au venin de guêpe trois fois sur cinq, un résultat était douteux (patient De.A), le dernier était négatif. Le CAST a confirmé l’allergie au venin d’abeille dans deux cas sur trois ; le troisième étant le patient douteux (De.A). Pour le cas de ce patient, on ne peut pas interpréter le résultat du CAST. En effet, le contrôle négatif était correct mais, le contrôle positif étant trop peu élevé, on suppose que le patient est un mauvais répondeur à la stimulation en CAST. En ce qui concerne le test de BAT, nous avons réalisé le test sur 5 patients avec un challenge au venin de guêpe et 1 fois avec un challenge au venin d’abeille. Le BAT avec venin de guêpe fut négatif chez 3 patients et positif chez 2 patients. Trois BAT sur cinq ont été positifs chez les patients qui ont des IgEs positifs pour les venins. Pour la patiente Am.I, le BAT pour la guêpe a été trouvé négatif mais les IgEs i3 étaient très faibles. On ne peut comparer que le CAST et le BAT de deux patients (le troisième, De.A, est ininterprétable). Pour le premier (Am.I), on a trouvé une positivité en CAST pour le venin de guêpe, mais pas en BAT. En fonction de la clinique de la patiente, qui a eu une réaction locale peu large uniquement, on peut supposer que le CAST (qui était légèrement positif) n’est que peu significatif par rapport au BAT négatif. Dans le cas des CAST et des BAT du patient Ha.E, les résultats sont parfaitement bien corrélés : positifs pour le venin d’abeille, négatifs pour le venin de guêpe. Ces deux résultats correspondent également aux résultats d’IgEs (IgEs i1= 29.3 kUA/L et IgEs i3= 0.44 kUA/L). Ces résultats sont bien corrélés à la clinique du patient qui est apiculteur (et donc fréquemment piqué par des abeilles). Grâce à la technique ImmunoCAP on a retrouvé des sIgE pour les CCD chez ce patient (IgEs CCD= 0.17kUA/L), et on a découvert que le taux d’IgE positif pour le venin du guêpe est en réalité un faux positif. 
b) Profil des patients ayant eu une réaction systémique (Résultats de la 2ème prise de sang)
Tableau 4

	
	Dosage UNICAP
	CAST
	BAT

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	Br.JC
	<0,10
	0.16
	292.9
	851.04
	494.74
	774.73
	NR
	NR
	NR
	NR

	St.C
	<0,10
	5.29
	*2153.49
	3195.34
	406.41
	5155.09
	NR
	NR
	NR
	NR

	Le.M
	<0,10
	<0,10
	239
	978
	NR
	503.07
	1.15%
	5.45%
	NR
	25.54% (50mg/ml)

	Ci.O
	<0,10
	0.74
	260.48
	1203.35
	255.09
	531.58
	NR
	NR
	NR
	NR

	An.D
	<0,10
	2.55
	*331.78
	2323.65
	465.73
	1509.5
	NR
	NR
	NR
	NR

	Ve.B
	<0,10
	<0,10
	229.59
	3562.76
	431.66
	467.17
	2.13%
	36.94%
	NR
	23.49%

(100ng/ml)

	Mi.S
	0.16
	5.77
	*31.38
	682.28
	91.43
	231
	NR
	NR
	NR
	NR

	Be.D
	0.11
	6.93
	NR
	NR
	NR
	NR
	IN
	IN
	IN
	IN


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**) valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude. 

Dans ce groupe de 8 patients ayant présenté une réaction de type systémique lors de la piqûre d’insecte, 6 d’entre-eux étaient sensibilisés à la guêpe révélé par un dosage IgEs i3 positif (moyenne= 3.57). Deux d’entre-eux présentaient une positivité aux abeilles (IgEs i1 positif : moyenne= 0.14). Nous avons réalisé des CAST chez 7 patients pour les allergènes de guêpe (n=7) et/ou d’abeille (n= 6). 

Quatre patients qui avaient des IgEs i3 positifs ont également un résultat de CAST positifs pour la guêpe. Cependant la patiente St.C avait un taux de base de leucotriènes très élevé (contrôle négatif), ce résultat est mis sur réserve. Une des patientes (Mi.S) chez qui on a trouvé un taux d’IgEs positif pour le venin d’abeille (IgEs=0.16 kUA/L) a  un résultat de CAST négatif pour cet allergène. Grâce à la technique ImmunoCAP, on a retrouvé des sIgE pour les CCD chez ce patient (IgEs CCD= 0.37 kUA/L), et on a découvert que le taux d’IgE positif pour le venin d’abeille est en réalité un faux positif. En ce qui concerne le test de BAT, il a été réalisé sur 2 patients avec un challenge au venin de guêpe. Le BAT avec le venin de guêpe fut positif chez les 2 patients. Ces deux résultats positifs sont parfaitement corrélés avec le CAST pour le venin de guêpe. Cependant, les taux d’IgEs pour i1 et i3 sont négatifs...On conseillerait à ces patients de se méfier des insectes piqueurs et de consulter un allergologue. Normalement, on ne peut pas interpréter les résultats de la patiente St.C, parce que le contrôle blanking est >300ng/mL, c’est à dire, que le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé. Cependant, le taux de leucotriènes en contact avec le venin de la guêpe est très élevé, et le taux de leucotriènes pour l’abeille est très faible. Ainsi, on peut estimer une positivité vers l’allergie au venin de guêpe. Cependant, le résultat est mis sous réserve.

2. Etude réalisée chez 10 patients en cours de désensibilisation (Groupe 2)

2.1 Etude du profil sérologique au cours du temps

Parmi les 10 patients en cours de désensibilisation (groupe 2), nous avons eu la chance de posséder, pour 7 d’entre eux, un échantillon conservé à -20°C provenant d’une prise de sang antérieure. Nous avons pu ainsi comparer l’évolution au cours du temps de leur profil sérologique. Sur les deux sérums de chaque patient nous avons dosé les IgEs et les IgG4s. Le dosage des tryptases ainsi que les tests d’activation cellulaire (CAST) ont été réalisés sur le nouveau prélèvement.

Tableau 5=
	
	RÉSULTAT 1er PDS
	 
	RÉSULTATS 2ème PDS
	CAST

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4i1
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	De.C
	<0,10
	13.2
	5.59
	0.12
	5.11
	 
	0.07
	9.04
	 5.07
	0.06
	7.09
	<0,10
	255.59
	602.79
	464.76
	444.74

	Be.C
	<0,10
	2.54
	3.64
	0.07
	1.84
	 
	0.1
	1.2
	 2.02
	0.03
	1.22
	<0,10
	 *1620
	>>>>>>>
	421.35 
	>>>>>>

	Le.A
	0.56
	14.3
	 5.50
	0.04
	3.38
	 
	0.79
	8.52
	5.83
	0.02
	19.9
	0.31
	 *1749.13
	**427.91
	389.44
	254.76

	Ch.M
	<0,10
	0.37
	6.11
	0.07
	0.58
	 
	0.02
	0.14
	 7.78
	0.03
	2.39
	 <0,10
	 *1561.14
	>>>>>>>
	348.25
	3043.35

	Sc.A
	1.49
	1.57
	2.59
	0.13
	5.89
	 
	1.25
	0.97
	 3.52
	0.13
	3.98
	0.24
	*326
	**409
	235.62
	225.84

	Fr.C
	<0,10
	1.22
	19.5 
	0.07
	0.07
	 
	0.17
	2.59
	27.3
	0.07
	2.22
	<0,10
	186.65
	756.47
	745.24
	335.51

	Pe.D
	<0,10
	4.19
	 3.10
	0.15
	2.61
	 
	0.22
	8.53
	5.58
	0.17
	7.93
	<0,10
	 265.03
	 603.40
	 333.41
	 485.87


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**)valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude. 

Les autres 3 patients pour lesquels on a pas des échantillons antérieures, on a chercher ses résultats dans le logiciel du laboratoire sur base d’une prise de sang.

Tableau 6
	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS
	CAST

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	Gi.MC
	-
	fev06: 2.12 avr07: 2.5
	4.7
	fev06: 0.77 avr07: 2.5
	
	0.17
	0.8
	3.28
	0.07
	4.39
	0.05
	*1657.54
	1349.89
	462.05
	932.75

	Ne.O
	<0.10
	>100
	-
	-
	
	0.03
	27
	3.1
	0.04
	1.24
	0
	193.51
	**460.53
	292.15
	439.67

	Va.N
	<0.10
	1.01
	17.3
	0.38
	
	0.03
	0.68
	20.6
	0.12
	2.89
	0
	*1672.29
	1931.42
	451.98
	1081.38


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**) valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude. 

Dans ce groupe de 10 patients qui sont en cours de désensibilisation au venin de guêpe, tous sont sensibilisés à la guêpe révélés par un dosage d’IgEs i3 positif (moyenne= 5.95). Cinq d’entre-eux présentent une positivité aux abeilles (IgEs i1 positif : moyenne= 0.52). On remarque que dans ce groupe de patients, le taux d’IgEs est en général plus élevé pour la guêpe en comparaison avec les patients ayant subit uniquement une réaction locale. Parmi les 10 patients qui font partie de ce groupe, deux d’entre-eux présentent un dosage IgEs CCD positif (moyenne= 0.28). Parmi ces 10 patients qui sont en cours de désensibilisation au venin d’hyménoptère, on constate aussi que deux d’entre-eux présentent un taux de tryptase positif (>13.5 µg/L) (moyenne= 23.95). Leur taux de tryptase a même augmenté par rapport à l’antériorité. Une de ces deux patientes présente d’ailleurs une augmentation du taux d’IgEs i3 (guêpe). Nous avons réalisé des CAST chez les 10 patients pour les allergènes de guêpe (n= 10) et/ou d’abeille (n= 10).  Six patients qui avaient des IgEs i3 positifs ont un résultat de CAST positif pour la guêpe. Les quatre autres patients qui ont des IgEs pour i3 positifs ont un résultat de CAST négatif (n= 1) ou ininterprétable (n= 3, mauvais répondeurs). Parmi les cinq patients qui avaient des IgEs i1 positifs, deux d’entre-eux ont un résultat de CAST positif pour l’abeille. Les autres trois patients qui ont des IgEs pour i1 positifs ont un résultat CAST négatif (n=1) ou ininterprétable (n=2), mauvais répondeurs). Un seul patient qui n’avait pas des IgEs pour i1 a présenté un résultat positif au CAST. On ne peut pas interpréter avec assurance les résultats des patients Be.C, Le.A, Ch.M, Gi.MC, Va.N et Sc.A, car les taux de base des leucotriènes en absence de stimulation sont trop élevé (>300pg/mL) : on dira que leur résultat est positif ou négatif, mais sous réserve (à confronter avec la clinique de chaque patient).

2.2 Tableau récapitulatif de l’étude réalisée chez  10 patients en cours de désensibilisation (Groupe 2)
	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS
	CAST

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4i1
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	De.C
	0.06
	13.2
	5.59
	0.12
	5.11
	
	0.07
	9.04
	5.07
	0.06
	7.09
	0.01
	255.59
	602.79
	464.76
	444.74

	Be.C
	0.05
	2.54
	3.64
	0.07
	1.84
	
	0.1
	1.2
	2.02
	0.03
	1.22
	0
	*1620
	>>>>>>>
	421.35
	>>>>>>

	Le.A
	0.56
	14.3
	5.50
	0.04
	3.38
	
	0.79
	8.52
	5.83
	0.02
	19.9
	0.31
	*1749.13
	427.91
	389.44
	254.76

	Ch.M
	0.02
	0.37
	6.11
	0.07
	0.58
	
	0.02
	0.14
	7.78
	0.03
	2.39
	0
	 *1561.14
	>>>>>>>
	348.25
	3043.35

	Sc.A
	1.49
	1.57
	2.59
	0.13
	5.89
	
	1.25
	0.97
	3.52
	0.13
	3.98
	0.24
	*326
	409
	235.62
	225.84

	Fr.C
	0.03
	1.22
	19.5
	0.07
	0.07
	
	0.17
	2.59
	27.3
	0.07
	2.22
	0
	186.65
	756.47
	745.24
	335.51

	Pe.D
	0.09
	4.19
	3.10
	0.15
	2.61
	
	0.22
	8.53
	5.58
	0.17
	7.93
	0.06
	265.03
	603.40
	333.41
	485.87

	Gi.MC
	-
	avr07:2.5
	4.7
	-
	avr07:2.5
	
	0.17
	0.8
	3.28
	0.07
	4.39
	0.05
	*1657.54
	1349.89
	462.05
	932.75

	Ne.O
	<0.10
	>100
	-
	-
	-
	
	0.03
	27
	3.1
	0.04
	1.24
	0
	193.51
	**460.53
	292.15
	439.67

	Va.N
	<0.10
	1.01
	17.3
	-
	0.38
	
	0.03
	0.68
	20.6
	0.12
	2.89
	0
	*1672.29
	1931.42
	451.98
	1081.38


3 Etude réalisée chez 11 patients ayant terminé la désensibilisation (Groupe 3)

   3.1. Évolution du profil sérologique au cours du temps

Parmi les 11 patients qui avaient terminé le traitement de désensibilisation (groupe 3), nous avons eu la chance de posséder, pour 4 d’entre eux, un échantillon conservé à -20°C provenant d’une prise de sang antérieure. Nous avons pu ainsi comparer l’évolution au cours du temps de leur profil sérologique : c'est-à-dire l’évolution des anticorps depuis la fin de leur traitement. Nous avons également réalisé un CAST/BAT et le dosage des tryptases sur le nouveau prélèvement. 

Tableau 7
	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD

	De.Jo
	1.79
	0.25
	5.95
	3.89
	0.12
	
	1.16
	0.2
	8.01
	2.59
	0.08
	<0,10

	Bu.F
	<0,10
	1.37
	4.09
	0.06
	6.36
	
	<0,10
	1.49
	5.7
	0.05
	2.85
	<0,10

	Cu.MH
	<0,10
	24.1
	5.24
	0.15
	8.90
	
	1.59
	21.7
	6.55
	0.22
	9.94
	<0,10

	Sp.P
	<0,10
	15.3
	3.54
	0.08
	2.60
	
	<0,10
	11.5
	2.76
	0.06
	2
	<0,10


	
	CAST
	BAT

	Patients
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	De,Jo
	185
	**467.12
	399.92
	211.12
	 NR
	NR 
	NR 
	NR 

	Bu,F
	186.20
	2616.34
	234.04
	1404.07
	2.01%
	30.75%
	NR
	8.48% (100ng/ml)

	Cu,MH
	182.57
	**407.46
	380
	168.15
	0.55%
	37.88%
	NR
	2.39%

(100ng/ml)

	Sp,P
	176.79
	1732.53
	209.42
	1099.54
	NR 
	NR 
	 NR
	 NR


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**) valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude.

Les autres 7 patients pour lesquels on a pas des échantillons antérieures, on a chercher ses résultats dans le logiciel du laboratoire sur base d’une prise de sang.

Tableau 8
	
	RÉSULTAT 1er PDS
	 
	RÉSULTATS 2ème PDS

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD

	De,J
	-
	-
	-
	-
	
	<0,10
	0,47
	5.30
	0,09
	4,88
	<0,10

	Gr,F
	<0,10
	3,3
	2,65
	7,22
	
	0,33
	1,35
	8,83
	0,04
	0,78
	<0,10

	He,E
	juin05: 5,99 mai07:1,84
	juin05: 2,23 mai07: 1,46
	juin05: 1,95 mai07: 2,3
	juin05: 0,12 mai07: 0,17
	
	0,52
	0,61
	3,15
	0,06
	0,24
	0,3

	En,C
	-
	-
	-
	-
	
	<0,10
	0,69
	4,6
	0,04
	1,71
	<0,10

	Fo,A
	-
	-
	-
	-
	
	<0,10
	0,11
	3,88
	0,06
	0,24
	<0,10

	Bu.E
	<0.10
	Mai07 : 0.37 Fev08 : 0.16
	-
	-
	
	<0,10
	<0,10
	3.38
	0.07
	1.42
	<0,10

	Gr.Ni
	
	
	
	
	
	<0,10
	1.98
	2.29
	0.05
	8.96
	<0,10


	
	CAST
	BAT

	Patients
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	De,J
	*473,1
	1118
	NR
	423,86
	NR
	NR
	NR
	NR

	Gr,F
	*1446.85
	1104.63
	384.86
	1050.79
	NR
	NR
	NR
	NR

	He,E
	*471,5
	1153
	NR
	748,58
	0,71%
	12,71%
	NR
	11,39%(50ng/ml)

	En,C
	256.93
	1202
	444.65
	838.32
	1,81%
	14,92%
	NR
	34,36%(50ng/ml) 50% (100ng/ml)

	Fo,A
	174.68
	1989.92
	254.29
	1175.97
	NR
	NR
	NR
	NR

	Bu.E
	-
	NR
	NR
	NR
	IN
	IN
	IN
	IN

	Gr.Ni
	95.92
	2172.60
	NR
	181.58
	NR
	NR
	NR
	NR


(*) valeur non interprétable : contrôle blanking est >300ng/mL. Le taux de base des leucotriènes en absence de stimulation est trop élevé.

 (**) valeur non interprétable : contrôle de stimulation est <500ng/mL. Le patient a une réactivité très faible des leucocytes à la stimulation non spécifique par l’Ac anti-récepteur des IgE.

Valeur en rouge : valeur entre 200 et 270 pg/mL= Intervalle d’incertitude. 

Dans ce groupe de 11 patients ayant fini la désensibilisation au venin de guêpe ou abeille (n=1), 9 d’entre-eux sont toujours sensibilisés à la guêpe révélé par un dosage IgEs i3 positif (moyenne=5.65) et quatre d’entre-eux présentent une positivité aux abeilles (IgEs i1 positif : moyenne=1.11). 

Parmi ces 11 patients qui ont fini la désensibilisation au venin d’hyménoptère, on constate qu’aucun d’entre-eux ne présente un taux de tryptase positif (<13.5 µg/L). Nous avons réalisé des CAST chez 10 de ces patients pour les allergènes de guêpe (n= 10) et/ou d’abeille (n= 7). Nous avons également réalisé des BAT chez 4 de ces patients pour les allergènes de guêpe (n= 4). Cinq patients qui avaient des IgEs i3 positifs ont également un résultat de CAST positifs pour la guêpe. Les cinq autres patients qui ont des IgEs pour i3 positifs ont un résultat de CAST négatif (n= 1) ou ininterprétable (n= 3, mauvais répondeurs) ou résultat dans l) intervalle d’incertitude (n=1). Parmi les 7 patients chez qui on a réalisé le CAST pour i1, il y a 2 patients qui avaient des IgEs i1 positifs qui ont eu également un résultat de CAST positif pour l’abeille. Les cinq autres patients ne présentant pas un taux d’IgEs pour i1 ont eu soit un résultat négatif pour le CAST (n=1), soit un résultat dans la zone grise (n=3, intervalle d’incertitude), soit de vrais négatifs (n=1). Parmi les 11 patients qui font partie de ce groupe, seulement un d’entre-eux présente un dosage IgEs CCD positif (0.3). Cette patiente He.E est particulière dans le sens où elle a déjà présenté un taux d’IgEs i1 à 5,9 il y a quelques années, par contre, son taux d’IgEs i3 reste assez stable dans le temps... Cette patiente a suivi uniquement 6 mois de désensibilisation pour le venin de guêpe. D’après les résultats totaux obtenus, on estime que cette patiente aurait du suivre une désensibilisation au venin d’abeille également. Parmi ces 11 patients, on a réalisé le test BAT pour le venin de guêpe pour 4 patients d’entre-eux. Les résultats du CAST et BAT sont corrélés en deux cas : pour la patiente En.C le CAST et le BAT révèlent des résultats positif, et pour la patiente Cu.MH le CAST et le BAT révèlent des résultats négatifs au venin de guêpe. La patiente He.E a un résultat positif pour le CAST pendant que le BAT se révèle négatif, mais avec un résultat près de la positivité. Seulement pour un des quatre patients chez qui on a réalisé les deux tests les résultats sont contradictoires : Bu.F présente une positivité sur CAST et un résultat négatif en BAT. 

3.3.2 Tableau récapitulatif de l’étude réalisée chez 11 patients ayant terminé la désensibilisation (Groupe 3)

	
	RÉSULTAT 1er PDS
	
	RÉSULTATS 2ème PDS
	CAST
	BAT

	Patients
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	
	IgEs i1
	IgEs i3
	Tryptase
	IgG4 i1
	IgG4 i3
	CCD
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe
	Ctrl-
	Ctrl+
	Venin abeille
	Venin guêpe

	De.Jo
	1.79
	0.25
	5.95
	3.89
	0.12
	
	1.16
	<0.10
	8.01
	2.59
	0.08
	<0.10
	185
	467.12
	399.92
	211.12
	NR
	NR
	NR
	NR

	Bu.F
	<0.10
	1.37
	4.09
	0.06
	6.36
	
	<0.10
	1.49
	5.7
	0.05
	2.85
	<0.10
	186.20
	2616.34
	234.04
	1404.07
	2.01%
	30.75%
	NR
	8.48% (100ng/ml)

	Cu.MH
	<0.10
	24.1
	5.24
	0.15
	8.90
	
	1.59
	21.7
	6.55
	0.22
	9.94
	<0.10
	182.57
	**407.46
	380
	168.15
	0.55%
	37.88%
	NR
	2.39%(100ng/ml)

	Sp.P
	<0.10
	15.3
	3.54
	0.08
	2.60
	
	<0.10
	11.5
	2.76
	0.06
	2
	<0.10
	176.79
	1732.53
	209.42
	1099.54
	NR
	NR
	NR
	NR

	De.Ju
	-
	-
	-
	-
	-
	
	<0.10
	0.47
	5.30
	0.09
	4.88
	<0.10
	*473.1
	1117.71
	NR
	423.86
	NR
	NR
	NR
	NR

	Gr.F
	<0.10
	3.3
	2.65
	-
	7.22
	
	<0.10
	1.35
	8.83
	0.04
	0.78
	<0.10
	*1446.85
	1104.63
	384.86
	1050.78
	NR
	NR
	NR
	NR

	He.E
	mai07:1.84
	mai07: 1.46
	mai07: 2.3
	-
	mai07: 0.17
	
	0.52
	0.61
	3.15
	0.06
	0.24
	0.31
	*471.45
	1152.99
	NR
	748.58
	0,71%
	12,71%
	NR
	11,39%(50ng/ml)

	En.C
	-
	-
	-
	-
	-
	
	<0.10
	0.69
	4.6
	0.04
	1.71
	<0.10
	256.94
	1202
	444.65
	838.32
	1.81%
	14.92%
	NR
	34,36%(50ng/ml) 50% (100ng/ml)

	Fo.A
	-
	-
	-
	-
	-
	
	<0.10
	0.11
	3.88
	0.06
	0.24
	<0.10
	174.68
	1989.92
	254.29
	1175.98
	NR
	NR
	NR
	NR

	Bu.E
	<0.10
	Mai07 : 0.37
	-
	-
	-
	
	<0.10
	<0.10
	3.38
	0.07
	1.42
	<0.10
	NR
	NR
	NR
	NR
	NR
	NR
	NR
	NR

	Gr.Ni
	
	
	
	
	
	
	<0.10
	1.98
	2.29
	0.05
	8.96
	<0.10
	95.92
	2172.60
	NR
	181.58
	NR
	NR
	NR
	NR


4. Discussion et conclusion 


L’allergie au venin d’hyménoptère est une maladie rare mais aux conséquences physiques et psychologiques graves. Discriminer les patients qui sont à risque de présenter une réaction sévère de ceux qui ne le sont pas n’est pas évident et les tests cutanés et sérologiques ne sont pas très contributifs. La désensibilisation est une technique très empirique mais reste actuellement le seul moyen de guérir cette allergie. Le mécanisme immunologique de désensibilisation n’est d’ailleurs toujours pas connu dans son entièreté.


Notre étude a porté sur 36 patients allergiques vrais (ils ont été piqués et ont développé une réaction) dont le taux d’IgEs était supérieur à 0.10 KUA/L à l’époque. Ce nombre de patients, quoique restreint pour faire des études de grande ampleur, est important vu la faible prévalence de la pathologie et de la difficulté de recrutement.

Chez plupart des participants non désensibilisés, nous avons observé une diminution ou une stabilité de leur taux d’IgEs dans le temps. Ceci est en accord avec la littérature qui relate une diminution des IgEs au cours du temps si le patient n’est plus piqué. Cependant, un patient a vu son taux d’IgEs pour i1 fortement augmenter depuis sa dernière prise de sang. Ce dosage plus élevé s’explique par la récente reprise d’activité d’apiculture de ce patient qui se fait donc régulièrement piquer par des abeilles depuis quelques mois. Nous avons montré que ce patient présentait un CAST et un CD63 BAT positifs. Sur base de cela, on peut imaginer que ce patient risque d’avoir une réaction sévère s’il se fait piquer à nouveau. Il présente aussi un taux d’IgE spécifiques pour les CCD positif et qui peut être le responsable d’un faux positif in vitro pour le venin de guêpe. Sur base de toutes ces informations, le cas de ce patient devrait être réévalué et il pourrait donc être considéré comme un candidat potentiel à l’immunothérapie au venin d’abeille. 
On remarque que dans le groupe de patients ayant eu une réaction systémique lors de la piqûre d’insecte, le taux d’IgEs est en général plus élevé en comparaison avec les patients ayant subit uniquement une réaction locale. Cependant, la variation du taux d’IgEs n’est pas un bon paramètre de suivi (mais reste malheureusement le seul test remboursé par l’INAMI). On pourrait proposer un suivi aux personnes avec un antécédent d’histoire systémique et réaliser un CAST/BAT, tests avec lesquels on peut mimer in vitro les effets de l’action de venin de guêpe ou abeille sur les cellules du sang. La positivité des tests semble donner une bonne approche pour évaluer la maladie.

Chez les patients en cours de désensibilisation pour le venin de guêpe, tous sont sensibilisés à la guêpe, révélés par un dosage d’IgEs i3 positif. Nous observons chez tous ces patients une augmentation et une positivité des taux d’IgG4 i3. Ceci montre bien l’évolution de la réponse immunitaire au cours du traitement.

De plus, la majorité de ces patients voient leur taux d’IgEs diminuer. Comme exprimé par Jutel et al (2005) et Bilò et al (2005), la diminution du taux d’IgEs est attribuée au changement de la réponse immunitaire induite par l’IT. Seulement pour deux d’entre les 10 patients en cours de désensibilisation que nous avons contacté, les taux d’IgEs ont augmenté, mais ils nous ont expliqué les conséquences délicates qui surviennent lors de chaque injection de désensibilisation (douleur, malaise et stagnation lors de la montée de dose).  

Pour six CAST sur les 10 tests réalisés pour le venin de guêpe, nous avons une belle corrélation entre les résultats et l’histoire clinique des patients. Trois patients parmi les 10 ont eu un résultat probablement bien corrélé avec leur clinique, mais il s’agit de mauvais répondeurs, donc nous ne pouvons pas interpréter avec assurance les résultats. Nous avons retrouvé seulement un résultat négatif pour le CAST qui ne correspond pas avec le taux d’IgEs pour i3 positif du patient.  

Parmi les cinq patients qui avaient des IgEs i1 positifs, deux d’entre-eux ont un résultat de CAST positif pour l’abeille, et ses résultats sont en accord avec l’anamnèse de ces deux patients. Deux patients parmi les 5 positifs ont eu un résultat probablement bien corrélé avec leur clinique, mais il s’agit de mauvais répondeurs, donc nous ne pouvons pas interpréter avec assurance les résultats. Nous avons retrouvé seulement un résultat négatif pour le test CAST qui ne correspond pas avec le taux d’IgEs pour i1 positif du patient.  Nous avons trouvé des résultats CAST négatifs chez deux patients avec un taux d’IgEs pour i1 négatif. 

Malheureusement, nous n’avons pas eu l’opportunité de réaliser des BAT chez les patients qui suivent une thérapie de désensibilisation pour la guêpe. Nous aurions pu comparer la réactivité des basophiles (quantité de leucotriènes relargués et pourcentage de basophiles activés) au cours de l’immunothérapie.

Onze patients ayant terminé leur désensibilisation se sont présentés pour l’étude. Dix d’entre-eux présentent encore aujourd’hui un taux d’IgEs pour le venin de guêpe ou pour le venin d’abeille. Néanmoins, nous avons observé une diminution de leur taux d’IgEs. Parmi ces 11 patients qui ont fini leur désensibilisation au venin d’hyménoptère, nous constatons qu’aucun d’entre-eux ne présente un taux de tryptase positif, donc ils ont un risque mineur de présenter une réaction sévère lors d’une piqûre d’insecte dans le futur. Dix des 11 patients ont des taux d’IgG4 i1 ou i3 positifs mais, dans tous les cas, ce taux a diminué en comparaison avec le taux obtenu lors de la prise de sang antérieure. Nous avons réalisé le test BAT pour le venin de guêpe pour 4 patients d’entre-eux. Les résultats du CAST et du BAT correspondent pour deux cas : nous avons trouvé des résultats négatifs pour le test BAT et CAST chez un patient, et des résultats positifs pour le test BAT et CAST chez un autre patient qui, selon nous, devrait être réévalué au niveau de sa désensibilisation. Un patient a  eu un résultat probablement bien corrélé avec la clinique, mais il s’agit d’un mauvais répondeur, donc nous ne pouvons pas interpréter avec assurance son résultat. Pour le dernier cas, le résultat entre le test CD63 BAT et le CAST ne sont pas bien corrélé, parce que l’on a trouvé des résultats positifs en CAST et des résultats négatifs en BAT.

L’apport du laboratoire permet de cibler les patients qui doivent impérativement continuer leur traitement de ceux qui sont protégés, ce qui est encore aujourd’hui décidé de façon empirique en fonction de la négativité des tests cutanés et du dosage des IgEs. Cependant ces tests restent positifs malgré le succès de l’IT dans la plupart des cas. De plus le mécanisme provocant la réaction clinique n’est pas dépendant du taux d’IgEs. Il est donc évident qu’il faut trouver un autre marqueur de suivi de désensibilisation. 

Selon nous, en plus des tests cutanés et du dosage des IgEs et les tests d’activation cellulaire pourraient nous apporter plus d’informations. Sur base de nos résultats, si un de ces tests est positif, la poursuite du traitement est conseillée.

La décision de désensibiliser un patient et de s’assurer de la bonne évolution de celui-ci sont des actes loin d’être évidents. Nous avons montré que le laboratoire d’analyse a certainement un rôle à jouer et peut être une aide dans la prise de décision. Principalement, nos résultats montrent de façon claire que certains patients devraient être orientés vers la désensibilisation car sont toujours à haut risque de réaction anaphylactique à la prochaine piqûre par rapport aux autres qui le sont moins.


D’un autre côté, le laboratoire peut apporter une aide quand à la décision de ne pas arrêter l’immunothérapie après 3 ans. Selon nous, si certains patients sous IT ne sont pas encore protégés, ceci peut être dû aux changements de lots de vaccins pendant l’IT. En effet, comme exprimé plus haut, les vaccins sont à base de protéines de venins purifiées mais ces préparations d’extraits d’allergènes contiennent inévitablement d’autres protéines potentiellement allergisantes. L’utilisation de vaccins à base des protéines recombinantes pourrait augmenter l’efficacité du traitement en ne désensibilisant le patient qu’aux protéines du venin auxquels il est sensibilisé (Zollner et al, Bilo et al, 2005 et Larché, 2007).

Pour le patient qui est aussi démuni quand à l’évolution de sa maladie et qui vit dans une crainte permanente, l’apport des tests de laboratoire peut aussi l’aider.


Nous avons montré que chacun des tests que nous avons réalisés présentent des avantages et des inconvénients. Alors que certains pourraient prédire la réaction à la prochaine piqûre d’autres sont de très bons tests de monitoring de l’IT. Toutes ces techniques mises ensemble pourraient tenter répondre à la question « est-ce que le patient est toujours allergique ? » Mais le seul test réellement fiable et qui a démontré son efficacité depuis des années reste l’indétrônable test de provocation in-vivo.

5. Bibliographie
1.
Ahlstedt S., Murray C.S. (2006) In vitro diagnosis of allergy : how to interpret IgE antibody results in clinical practice. Primary Care Respiratory Journal, 15, 228-236

2.
Akdis C.A., Blaser K. (2001) Role of IL-10 in allergen-specific immunotherapy and normal response to allergens. Microbes and infection, 3, 891-898
3.
Akdis M., Verhagen J., Taylor A., Karamloo F., Karagiannidis C., Crameri R., Thunberg S., Deniz G., Valenta R., Fiebig H., Kegel C., Disch R., Schmidt-Weber C. B., Blaser K., Akdis C. A. (2004) Immune Responses in Healty and Allergic Individuals Are Characterized by a Fine Balance between Allergen-specific T Regulatory 1 and T Helper 2 Cells. The Journal of Experimental Medicine, 199 : 11, 1567-1575

4.
Biló B. M., Rueff F., Mosbech H., Bonifazi F., Oude-Elberink J. N. G. (2005) Diagnosis of hymenoptera venom allergy. Allergy, 60, 1339-1349

5.
Bonifazi F., Jutel M., Bilo B.M., Birnbaum J., Muller U. (2005) Prevention and treatment of hymenoptera venom allergy: guidelines for clinical practice. Allergy,  60, 1459-1470

6.
Boumiza R., Debard L., Monneret G. (2005) The basophil activation test by flow cytometry : recent developments in clinical studies, standardization and emerging perspectives. Clinical and Molecular Allergy, 3 : 9, 1-8

7.
Boumiza R., Monneret G., Forissier M.-.F, Savoyet J., Gutowski M.-C., Powell W.S., Bienvenu J. (2003) Marked improvement of the basophil activation test by detecting CD203c instead of CD63. Clinal and Experimental Allergy, 33, 259-265

8. 
Bousquet J., Lockey R., Malling H.-J. and the WHO panel members (1998) Allergen immunotherapy: Therapeutic vaccines for allergic disease. A WHO position paper. Journal of Allergy and Clinical  Immunology, 102 : 4 (1), 558-562

9.
Bühring H.-J., Streble A., Valent P. (2004) The Basophil-Specific Ectoenzyme E-NPP3(CD203c) as a Marker for Cell Activation and Allergy diagnosis. International Archive of Allergy and Immunology, 133, 317-329

10.
Burasterso S.E., Paolucci C., Breda D.,Monasterolo G., Rossi R.E., and Vangelista L. (2006) Unreliable Measurement of Basophil Maximum Leukotriene Release with the Bühlmann CAST 2000 Enzyme-linked Immunosorbent Assay kit. Clinical and Vaccine Immnology, 13 : 3, 420-422
11.
Cavalier E., Carlisi A., Chapelle J.-P. (2005) Validation analytique de l’ImmunoCAP 250 (Sweden Diagnostic). Annales de Biologie Clinique, 64 : 6, 1-4

12.
Crockard A.D. and Ennis M. (2001) Laboratory-based allergy diagnosis: should we go with the flow ? Clinical and Experimental Allergy, 31, 975-977

13.
Demoly P., Lebel B., Arnoux B. (2003) Progress in diagnosis of allergy in vitro, Allergen-induced mediator release test. Allergy, 58, 553-558

14.
Durham S.R. (2006) Allergen immunotherapy (desensitisation) for allergic diseases. Clinical medicine, 6 : 4, 348-351
15.
Eberlein-König B.,Varga R., Mempel M., Darsow U., Behrendt H., Ring J. (2006) Comparison of basophil activation tests using CD623 or CD203c expression in patients with insect venom allergy. Allergy, 61, 1084-1085

16.
Ebo D.G., Hagendorens M.M., Bridts C.H., Schuerwegh A.J., De Clerck L.S., Stevens W.J. (2004) In vitro allergy diagnosis : should we follow the flow ? Clinical and Experimental Allergy, 34, 332-339

17.
Ebo D.G., Sainte-Laudy J., Bridts C.H., Mertens C.H., Hagendorens M.M., Schuerwegh A.J., De Clerck L.S., Stevens W.J. (2006) Flow-assisted allergy diagnosis: current applications and future perspectives, Allergy, 61, 1028-1039

18.
Enrique E., García-Ortega P., Sotorra O., Gaig P., Richart C. (1999) Usefulness of UniCAP-Tryptase fluoroimmunoassay in the diagnosis of anaphylaxis. Allergy, 54, 602-606

19.
Franklin Adkinson N., Yunginger J.W., Busse W.W., Bochner B.S., Holgate S.T., Simons F.E.R., Middleton's Allergy: Principles and Practice, Mosby, Philadelphia, 2003, 2, 1904p.
20.
Gentlesk M.J., Halpern G.M., Scott J.R., Rock H.S., Harris N.S. (1988) Determination of IgG4 Antibodies in treated Hymenoptera Sensitive Patients. New England and Regional Allergy Proceedings, 9 : 1, 17-22
21.
Golden D.B.K. (2005) Insect sting allergy and venom immunitherapy : A model and a mystery, Current reviews of allergy and clinical immunology. Journal of Allergy and Clinical  Immunology, 115 : 3, 439-447

22.
Goldsby R.A., Kindt T. J., Osborne B.A.,  Immunologie, le cours de Janis Kuby (IME, ed.), Dunod, Paris, 2003, Sciences Sup, 688p.

23.
Haeberli G., Brönnimann M., Hunziker T., Müller U. (2003) Elevated basal serum tryptase and hymenoptera venom allergy : relation to severity of sting reactions and safety and efficacy of venom immunotherapy. Clinical and Experimental Allergy, 33, 1216-1220

24.
Hamilton R.G., Franklin Adkinson N. (2004) Current reviews of allergy and clinical immunology. Journal of Allergy and  Clinical  Immunology, 114 : 2, 213-225

25.
Hemmer W., Focke M., Kolarich D., Dalik I., Götz M., Jarisch R. (2004)  Identification by immunoblot of venom glycoproteins displaying immunoglobulin E-binding N-glycans as cross-reactive allergens in honeybee and yellow jacket venom. Clinical and experimental Allergy, 34, 460-469

26.
Hesselmar B., Ǻberg B., Eriksson B., Björkstén B., Ǻberg N. (2003) Hight dose exposure to cat is associated with clinical tolerance – a modified Th2 immune response ? Clinical and Experimental Allergy, 33, 1681-1685

27.
Jappe U., Raulf-Heimsoth M., Hoffman M., Burrow G., Hubsch-Muller C., Enk A. (2006) In vitro hymenoptera venom allergy diagnosis : improved by screening for cross-reactive carbohydrate determinants and reciprocal inhibition. Allergy, 61, 1220-1229

28.
Jutel M., Akdis M., Blaser K., Akdis C.A. (2005) Are regulatory T cells the target of venom immunotherapy ? Current opinion in allergy and clinical Immunology, 5, 365-369

29.
Kucharewicz I., Bodzenta-Lukaszyk A., Szymanski W., Mroczko B., Szmitkowski M. (2007) Basal Serum Tryptase Level Correlates with severity of Hymenoptera Sting and Age. Journal of investigational allergology and clinical immunology, 17: 2, 65-69
30.
Lang R., Hawranek T. (2006) Hymenoptera Venom Immunotherapy and field Stings.   Journal of investigational  allergology and  clinical  immunology, 16 : 4, 224-231

31.
Larché M. (2006) Immunoregulation by targeting T cells in the treatment of allergy and asthma. Current Opinion in Immunology, 18, 745-750

32.
Larché M. (2007) Peptide immunotherapy for allergic diseases. Allergy, 62, 325-331

33.
Lent A.M., Harbeck R., Strand M., Sills M., Schmidt K., Efaw B., Lebo T., Nelson H.S. (2006) Immunologic response to administration of standardised dog allergen extract at differing doses. Journal of Allergy and Clinical Iimmunology , 118 : 6, 1249-1256

34.
Mamessier E., Birnbaum J., Dupuy P., Vervloet D., Magnan A. (2006) Ultra-rush venom immunotherapy induces differential T cell activation and regulatory patterns according to the severity of allergy. Clinical and experimental allergy, 36, 704-713

35.
Miura K., MacGlashan D.W.Jr. (2000) Dual Phase Priming by IL-3 for leukotriene C4 Generation in Human Basophils : Difference in Characteristics Between Acute and Late Priming Effects. The Journal of Immunology, 164, 3026-3034

36.
Mosbech H. (1997) Hymenoptera immunotherapy. Allergy,  52, 1-3
37.
Ocmant A., Peignois Y., Mulier S., Hanssens L., Michils A., Schandené L. (2007) Flow cytometry for basophil activation markers: The mesurment of CD203c up-regulation is as reliable as CD63 expression in the diagnosis of cat allergy. Journal of Immunological Methods, 320, 40-48

38.
Pereira Santos M.-C., Palma-Carlos M.-L., Pedro E., Palma-Carlo A.-G. (2002) Laboratory diagnosis of hymenoptera venom allergy : comparative study between specific IgE, Western blot and allergen leucocyte stimulation (CAST). Allergie et immunologie, 34 : 1, 6-9

39.
Roll A., Hofbauer G., Ballmer-Weber B.K., Schimd-Grendelmeier P. (2006) Safety of specific immunotherapy using a four-hour ultra-rush induction scheme in bee and wasp allergy. Journal of investigational allergology and clinical immunology, 16 : 2, 79-85    

40.
Rossi R.E., Monasterolo G., Coco G., Silvestro L., Operti D. (2007) Evaluation of serum IgC4 antibodies specific to grass pollen allergen components in the follow up of allergic patients undergoing subcutaneous and sublingual immunotherapy. Vaccine, 25, 957-964

41.
Rossi R.E., Monasterolo G., Operti D. (1998) A comparative study of the tryptase release test and the cellular allergen stimulation test (CAST) in mite sensitive patients. Clinical and experimental Allergy, 28, 751-757

42.
Sainte-Laudy J., Sabbah A., Drouet M., Lauret G., Loiry M. (2000) Diagnosis of venom allergy  by  flow cytometry. Correlation with clinical history, skin test, specific IgE, histamine and leukotriene C4 release. Clinical and experimental Allergy, 30, 1166-1171

43.
Schuerwegh A.J., De Clerck L.S., Bridts C.H., Stevens W.J.(2001) Wasp venom immunotherapy induces a shift from IL-4-producing towards interferon-gamma-producing CD4+ and CD8+ T lymphocytes. Clinical and experimental allergy, 31, 740-746  

44.
Stern D.A., Riedler J., Nowak D., Braun-Fahrlander C., Swoboda I., Balic N., Kuan-Wei C., Vrtala S., Grönlund H., Van Hage M., Valenta R., Spitzauer S., Von Mutius E.,Vercelli D., (2007) Exposure to a farming environment has allergen-specific protective effects on TH2-dependent isotype switching in response to common inhalants. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 119 :2, 351-358
45.
Szépfalusi Z., Todoran L., Elsässer S., Jagdt B., Wank H., Urbanek R. (1999) Cord blood leucocytes/basophils produce and release sulfidoleucotrienes in response to allergen stimulation. Clinical and Experimental allergy, 29, 382-387

46.
Van Rooyen C., Anderson R. (2004) Assessment of determinants of optimum performance of the CAST®-2000 ELISA procedure. Journal of Immunological Methods, 288, 1-7

47.
Vervloet D., Magnan A., Traité d'Allergologie (Jouve ed.), Flammarion Médecine-Science, Paris, 2003, Traites, 1148 p.

48.
de Weck A.L., Sanz M.L. (2004) Cellular Allergen Stimulation Test (CAST) 2003, a review. Journal of Allergy and  clinical  immunology, 14 : 4, 253-273 
49.
de Weck  A.L., Sanz M.L. (2002) Flow cytometric Cellular Allergen Stimulation Test (FAST / FLOW-CAST) Technical and clinical Evaluation of a new Diagnostic test in allergy and pseudo-Allergy. ACI international, 14 : 5, 204-215

50.
Zollner T.M., Spengler K., Podda M., Ergezinger K., Kaufmann R., Boehncke W.-H. (2001) The western blott is a highly sensitive and efficient technique in diagnosing allergy to wasp venom. Clinical and experimental allergy,  31, 1754-1761
Fig. 1 : Le mécanisme de l’allergie. A gauche : la phase de sensibilisation. A droite : la phase de réaction.





Fig. 3 : Schéma du protocole de dosage des IgEs du patient.





Fig. 4 : Courbe de calibration pour le dosage des IgEs





Fig. 6 : Schéma du protocole de dosage des IgG4s du patient.





Fig. 7 : Courbe de calibration pour le dosage des IgG4s





Fig. 9 : Courbe de calibration pour doser le taux de tryptases dans le sérum





Fig. 10 : Schéma récapitulatif de la procédure  du CAST





Fig. 14 : Différents marqueurs exprimés à la surface des basophiles : FcεRI : récepteur des IgE, CD203c : surexprimé lors de l’activation du basophile, CD63 : exprimé lors de la dégranulation du basophile en parallèle avec l’histamine, CD45 : exprimé sur les basophiles et CRTH2 : exprimé sur les basophiles, les éosinophiles et les lympocytes Th2 (Boumiza et al, 2005).





Β-Tryptase








� La synthèse d’IgE et des autres isotypes d’anticorps (autre que les IgM) requièrent un switch de classe. Ce switch consiste en une recombinaison du DNA intra chromosomes et permet aux cellules B d’exprimer des Ig avec une spécificité identique à un antigène mais avec différentes fonctions effectrices (Stern et al, 2007).


� Le récepteur de haute affinité de la fraction constante des IgE (FCεRI) est composé d’une sous unité α et β. La sous unité α contient le site de liaison des IgE.


� Des publications récentes indiquent un rôle central des tyrosines kinases lyn et syk dans la dégranulation des basophiles médiée par FCεRI. Apparemment, Syk serait absent et les taux de lyn seraient réduits dans les basophiles qui ne se dégranulent pas mais l’ARNm de ces deux protéines sont présents à des taux normaux. De plus, le relarguage d’histamine maximal est corrélé avec l’expression des deux kinases (Ebo et al, 2006).


� L'urticaire est une forme relativement commune de � HYPERLINK "http://fr.wikipedia.org/wiki/Allergie" \o "Allergie" �réaction allergique�. C'est une éruption cutanée mobile et fugace à centre blanc et à contours nets (une série de petites marques rouges sur la peau, ressemblant à des piqûres d'orties) accompagnée d'une sensation de brûlures. La peau est donc comme gonflée et démange sévèrement. Elle peut être causée par un contact direct avec une substance allergique ou par une réponse immunitaire à l’� HYPERLINK "http://fr.wikipedia.org/wiki/Allerg%C3%A8ne" \o "Allergène" �allergène�.


� La mastocytose est une maladie rare caractérisée par l’augmentation de mastocytes dans la peau et/ou dans les organes. Les patients souffrants de mastocytoses et d’allergie aux hyménoptères présentent un risque particulièrement élevé de faire une réaction anaphylactique sévère lors d’une piqûre d’insecte (Rueff et al, 2006).


� En effet, les faux négatifs sont fréquents si les tests sont réalisés juste après la réaction allergique. Ceci étant dû à une période réfractaire des basophiles (saturation des épitopes des IgEs, déplétion en médiateurs intracellulaire et régulation négative des mécanismes de transduction du signal) qui peut survenir juste après une réaction.


� Le degré de positivité des tests ne peut prédire la sévérité de la prochaine réaction, ce qui suggère qu’il existe d’autres facteurs qui co-déterminent l’occurrence et la sévérité d’une réaction systémique (Golden et al, 2005).


� La présence d’IgEs sans réaction allergique est appelée sensibilité asymptomatique (Golden et al, 2005).


� Une pseudo allergie est une réaction qui ressemble à l’allergie mais qui n’est pas médiée par les IgE. Le mécanisme par lequel les basophiles sont activés n’est pas connu mais le résultat est une libération de sLT, à l’inverse de la libération d’histamine qui est IgE médiée (Szépfalusi et al, 1999).


� La liaison de l’allergène aux IgG4s entraînerait la non reconnaissance de celui-ci par les IgEs (Rossi et al, 2007).


� Avant, si le taux d’IgEs était supérieur à 0.35 KUA/L, le test était considéré comme positif. Aujourd’hui, suite à une modification de la courbe de chez Phadia, le seuil de positivité est décrit à partir de 0.10 KUA/L.


� Β-Galactosidase +  Methyl-umbelliféryl-β-D-galactoside => Méthyl-umbelliférone (Cavalier et al, 2005).


� Β-Galactosidase + 4-Methyl-umbelliferyl-β-D-galactoside => Méthyl-umbelliférone (Rossi et al, 2007)


� Le mécanisme par lequel Il-3 stimule les basophiles reste inconnu. IL-3 pourrait intervenir dans les premiers événements de la cascade biochimique d’activation de la phospholipase A2 cytoplasmique qui conduit à la production de sLT mais sans induire leur synthèse à lui seul (Ebo et al, 2006, Miura et al, 2000).


� En tant que contrôle positif prouvant la viabilité et la fonctionnalité des cellules, un troisième échantillon est stimulé à l’aide d’un anticorps dirigé contre le récepteur IgE humain de haute affinité (FCεRI). De manière similaire à un allergène cet anticorps induit le cross-linking du récepteur FCεI et stimule ainsi les cellules. Cet anticorps anti récepteur IgE se lie au domaine 1 de la sous unité α du récepteur IgE de forte affinité. Ainsi, il va se lier au récepteur sans tenir compte du fait que ce dernier soit libre ou chargé d’IgE (Burastero et al, 2005).


� pNPP + Phosphatase alcaline => p-nitrophénol (405 nm) + phosphate





