République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences biologiques et agronomiques
Département de Biochimie-Microbiologie
Filiere : Sciences Biologiques
Option: Biochimie appliquée

Mémoire de fin de cycle
En vue de I’obtention du dipldome de Master en biochimie appliquée

Theme :

4 Etude rétrospective des allergies respiratoires A
et alimentaires a Tizi-Ouzou et stage pratique

sur P’effet des métaux lourds « Mercure et

Plomb »sur la résistance membranaire des
\_ hématies humaines )

Présenté par:

AIT ABDELMALEK Rahim AISSANI Malika ABBAS Melissa

Devant le jury :

Présidente M™ MESSAOUDI D. MCB UMMTO
Promotrice MM SENANI-OULARBI N. MCB UMMTO
Examinatrice MM BEDOUHENE-FENANE S. MCA UMMTO

Année: 2021/2022




Zemenciements

Nous exprimons notre profonde reconnaissance envers Mme SENANI- OULARBI.
N Maitre de conférences classe B pour nous avoir fait I’honneur de nous encadrer et
de nous diriger , merci pour I’intérét que vous avez porté a ce travail , vos conseils et

remarques nous ont permis de mener a bien ce travail.

Nous présentons nos remerciements a M™ BEDOUHENE-FENANE. S Maitre de
conférences classe A, a L’UMMTO, pour sa patience et ses conseils précieux et aussi

pour avoir accepte de présider et participer a notre jury.

Nous remercions aussi M™ MESSAOUDI. D Maitre de Conférences classe B a

L’UMMTO pour avoir accepté de juger ce travail.

Nos remerciements sont destinés aussi a tous les membres du laboratoire
LABAB pour leur gentillesse et leur aide precieuse, ils nous ont permis de

mener a bien ce travail.

Merci.



Deédicaces
amoar sans faille, d avoin Toujouns CTE frésents d mes catés, de
m ' avoir doutenn et dupponte dans les moments difficiles, ce guc m'a
fenmés de néusdin mes ctudes, ¢ 'edt grdce d eux que 7 'en duco la
four lear adde et { amour gu elle me portent, mencd poar tous les
moments gu on a pu partager endemlble, acndi gue frour lear doutien
lonegue 7'en ac en besocn.
/mcé&ewm'm&eﬁammé'mmga'eééemm, qute
Déen la garde longtempe
;Jmmm.&&mgacj'mwgéd’mﬂeammm, mened
four don doutien ef ses encounagements, aindi gue ( amour gu 'elle m'a
A mes medllearns amés, Selim et Lydia, e les nemencic énormément
four tous lears encounagements, four led bons moments gu on a pu
7'ac partagé de mervedllenr moments le long de la réalisation de ce
travadl, 4 mes collogues, Djamdla (djimic). Mélicoa ot Louisa, avee
g 7 ac pantagé d agréables moments, le long de toutes ces anuées
d 'ctades, je vous aime.



A mou binsme Malitoa., avee guil 7 ac pantagé que des bons douvenins,
pendant ces cing ans d études a { anivensité, qui a s me supporter
dans toutes les situations, menci beaucoups, Je we t oublieral jamacs.
%mmzmgé. Yoanes et Rarnim, mencc poar { amoar et la
frésence gqu ie m out porté dunant toutes ced années d études, pour
tous les bons moments et les douvenins que 'on ¢ 'edt cnéés.
Je vous dédée ce modeste travadl

AT



Dedicaces
Je dédée ce travad
A la mémoine de mon féne gui auract souhaite wivne four longlemps
Jasle poar woln ce que woud deniond devendd.

A la femme qui m'a transmis la vée, le counage et { amour & toc
maman Lous mes motd ne duffident fas de deécrine ma neconnaiddance et
A mes chens frenes : Mohamed et Yavis.

A mes chines seans Ditiia et Ouandia.

A toc ma grand - méne que le bou diew te garde, longue vée.

A toc RAMDANE mercé d'étre la guand ¢ 'était difficdle. mence
foar Ton doulien Ta palience et Ta comprethendion.

A mes collegues Saadia, Bina, Dacine, Melissa. Dijimee, Lowisa.
Juba. Yaoméine, Sabrina on a pasdé de bons momente gue je
A mes amies Detwia, Leinda, Fadoaa,

A mon binome Ralim au courd de ced Sans tu as su me soutenirn dand
A mon binime Melissage u'cablienais jamacs nos fous nines et wos tags
surn Facebook.

A toute ma famdlle mereé d 'éte Ca.

AISSANT NALIRKA



Table des matiéres

Liste des abréviations
Index des figures et des tableaux

Résumé
Abstract
Pages
Introduction générale........ ... 01
Partie I: Synthese des données bibliographiques
I. Allergies, les hypersensibilités et mécanismes d’action ......................... 03
LI LeSallergies .. ..ooiniiniii i 03
a- Les allergenes et les différents types d’allergénes......................... 03
b-la nomenclature des allergenes ..o, 03
c- la classification des allergenes et voies de sensibilisation .............. 03
d-Les différents types d’allergénes et leurs caractéristiques ............... 04
e-Les facteurs de risques contribuant a I’apparition des allergies .......... 06
f- Les signes cliniques d’une allergic ..............coeviiiiiiiiiiiiiiiiinns, 07
1.2. Les allergies respiratoires et alimentaires .....................ccoooiiiiiinn.. 08
1.2.1. Les allergies respiratoires ...........cooeiiriiiiiiiii i eveiens 08
1.2.1.1. Causes et développement de I’allergie respiratoire..................... 08
1.2.1.2. Les différentes formes de l'allergie respiratoire ....................... 09
1.2.2. Les allergies alimentaires ............coooiiiiiiiiiiiiiii e 10
1.2.2.1. Les caractéristiques des allergies alimentaires ......................... 10
1.2.2.2. Lesaliments allergenes. ..........c.cooeiriiiiiiiii i, 11
1.3. les allergies auxX MEtaUX ..........c.ouiiriitiiit e 13
Il.Les hypersensibilites ......... ... 13
2.1. La classification des hypersensibilités...........ccccccviiiiiiiiiie e 13
I11. Les Mécanismes d’action des allergies respiratoires et alimentaires....... 16
3.1.Les acteurs impliqués dans les allergies............ccoevviiiiiriiiniiiinenn, 16
3.1.1. Les cellules impliquées dans les allergies...............cooooiiiiiiiiia. 16
3.1.2. Les immunoglobulines de type E(IGE) ........coeiiiiiiiiiiiea 17
3.2.Mécanisme d’action des IgE dans la réaction allergique........................ 19
IV. Diagnostic des allergies alimentaires et respiratoires................cccceceeee. 21
4.1, Test CHINIQUE. ... neee e 21
4.2, TESE CULANE ....ettiiet ettt et e et e e e e e e aaeeeanns 21
4.3 Test BIoloGIQUE. .....oneiee e 23
V. Les traitements des allergies alimentaires et respiratoires...................... 23

5.1. Traitement MEAICAMENTEUX ... ... vvveeeeettt e 23



5.2, L’ immunoth@rapie ........ooueiniiiiiiiitiii i
5.3, AULIES thBrapIeS. ... .ot

Partie Il : Partie pratique

2.1. Etude rétrospective des allergies alimentaires et respiratoire cas des
patients diagnostiqués a ’hopital ChahidsMahmoudi (Tizi-Ouzou) ...........
2.1.1. Matériel et MEthOES ..........oviniiiii e

2.1.1.1. Echantillonnage .........coieiiiii e
2.1.1.2. Description du test utilisé pour le diagnostic des patients: Immunoblot
pour l’analyse des IgE spécifiques des allergénes alimentaires et
FESPITALOITES. ...ttt ettt ettt et et e et et e et
2.1.1.2.1. Matériel biologique utilisé pour la détection des IgE..........
2.1.1.2.2. Réactifs utilisés pour le test détection des IgE....................
2.1.1.2.3. Appareillage utilisés pour le test détection des IgE...............

2.1.1.3. Méthodes de détection..............cooviiiiii i,
2.2. Evaluation de Deffet cytotoxique du plomb et du mercure sur
I’hémolyse des hématies humaines ainsi que P’effet anti-hémolytique de
Pacide caféique ...
2.2.1. Matériel et MEthodes .........covviri e
2.2.1.1. Materiel. ... .. oo
Matériel DIologIqQUe ... ..o
Reéactifs et produits chimiques UtiliSés ..o,
Appareillages UtHHISES ...
2.2.1.2. MEBLNOGES ....veieeei e
Préeparation du concentré globulaire par lavage des hématies..........................
Préparation des solutions de métaux lourds ...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiii.,
Criblage de molécules hémolytiques...........oooovviiiiiiiii i,

Partie 111 : Résultats et diSCuSSION............coooiiiiiiiiiiiiiiiii
3.1. Résultats de I’étude rétrospective des allergies alimentaires et

FESPIFALOINES. ... e
3.1.1. Prévalence desallergies.................ccooviiiiiiini,
3.1.2. Prévalence des différents types d’allergies..................
3.1.3. Prévalence des allergies en fonction des années.............
3.1.4. Prévalence des allergies en fonction des saisons ..........
3.1.5. Lesallergies alimentaires .............cooeviviiniineenennnn..
3.1.6. Les allergies respiratoires. ..........coevvvviriiiniininainenn.s
3.1.7. Lesallergies mixtes..........oeiviiniiiiiiiiiiiiiie e,

3.2. Evaluation de D’effet cytotoxique du plomb et du mercure sur

I’hémolyse des hématies humaines ainsi que ’effet anti-hémolytique

de Pacide caféique............. .o
3.2.1. Criblage des molécules hémolytiques..........................
3.2.2. Effet cytotoxique des métaux lourds ..........................

24
24

26
26
26

26
26
26
27
27

28
29
29
29
29
29
29
29
29
29

32
32
33
35
34
35
38
40

42
42
42



3.2.3. Evaluation de I’activité anti-hémolytique de I’acide
caféique SeUL. ... .o
3.2.4. Activité anti-hémolytique de I’acide caféique en présence
QU MBICUIE. L. e
CONCIUSION. ... e
Références bibliographiques ...
ANINEXES .ottt e e e



Ag
ARLT
BCIP

CCD

CCL
CCR
CD
CD-L
CMH-II
CXCL
CXCR
DC
DCA
Derpl
DRESS

Liste des abréviations

Antigene
Antagonistes des récepteurs des leucotrienes
Bromo chloro indolyl phosphate
Déterminants de la réactivité croisée des glucides (Carbohydrate
Cross reactive Determinant).
Ligand Chimiokine CC (CC chemokine ligand)
Récepteur au Chimiokine CC (CC chemokine receptors)
Cluster de différenciation
Cluster de différenciation Ligand
Complexe majeur d'histocompatibilité de classe 2
Ligand Chimiokine CXC (CXC chemokine ligand)
Récepteur Chimiokine CXC (CXC chemokine receptor)
Cellule dendritique
Dermatite allergique de contact (ACD : Allergic contact dermatitis)
ler allergene décrit du Dermatophagoides pteronyssinus

Syndrome d’hypersensibilité médicamenteuse (Drug Reactionwith

Eosinophilia and Systemic Symptoms)

ECP
EDTA
ELISA
EMP
Fab

Fc
FceRI

GM-CSF

Protéine cationique des éosinophiles

Ethyléne diamine tétra acétique

Technique d'immunoabsorption par enzyme liée

Exanthéme maculo papuleux (MPE : Maculopapular Exanthema)
Fragment antigen binding

Fragment constant

Récepteur de forte affinité pour I'IgE

Facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cluster_de_diff%C3%A9renciation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cluster_de_diff%C3%A9renciation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Histocompatibilit%C3%A9

HAP

HGF
Hg

MBP
NBT
NET
NGF

IFNy

IgE
IL
ITAM
Pb

PEAG

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

Facteur de croissance des hépatocytes
Mercure

Protéine basique de la myéline

Bleu de p-nitro tétrazole

Nécrolyse épidermique toxique (TEN : Toxic Epidermal Necrolysis)
Facteur de croissance des nerfs

Interféron gamma

Immunoglobuline

Immunoglobuline type E

Interleukine

Motif d'activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine

Plombs

Pustulose exanthématique aigué généralisee (AGEP : Acute Generalized

Exanthematous Pustulosis)

SCF
TCR
THo
TNF-a
TGF

VEGF

Facteur de croissance des cellules souches (Stem cell factor)
Récepteur des cellules T (T cell receptor)

Lymphocytes T helper

Facteur de Nécrose Tumorale alpha (Tumor necrosis factors alpha)

Facteurs de croissance transformant

Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire



Liste des figures

Figure Titre Page

Figure 01 le  mécanisme  immunologique des 4  types 15
d’hypersensibilités

Figure 02 représentation  schématique de  D’interaction  de 18
I’immunoglobuline E et son récepteur FceRI

Figure 03 Représentation schématique du mécanisme d’action des 21
IgE dans la réaction allergique

Figure 04 Image présentatrice de la réalisation d’un Prick-Test 22

Figure 05 Image présentatrice d’un Patch-Test 23

Figure 06 principe de [I’immunoblot pour [I’analyse des IgE 28
spécifiques d’un allergene dans le sérum humain.Traduite
de (MEDIWISS AnalyticGmbH)

Figure 07 Pourcentage des patients positifs et négatifs au test 34
d’allergie

Figure 08 Prévalence des allergies alimentaires, respiratoires et 35
mixtes

Figure 09 Pourcentage des allergies en fonction des saisons 37

Figure 10 Prévalence des allergénes alimentaires selon le sexe 38

Figure 11 Prévalence des allergies selon le type d’allergéne 39
alimentaire

Figure 12 Fréquence des allergies alimentaires en fonction de d’age 39

Figure 13 prévalence des allergenes respiratoires selon le sexe 40

Figure 14 Prévalence des allergies selon le type d’allergeéne 41
respiratoire

Figure 15 Fréquence des allergies respiratoires en fonction de d’age 42

Figure 16 Prévalence des allergies mixtes de type alimentaires et 43
respiratoires

Figure 17 Taux d’hémolyse avec les différentes molécules 44
hémolytique

Figure 18 Effet cytotoxique du plomb sur les héematies aprés 2 heures 45
d’incubation

Figure 19 Effet cytotoxique du mercure sur les hématies apres 2 46
heures d’incubation

Figure 20 Courbe comparative de 1’effet cytotoxique du plomb et du 47
mercure sur les hématies

Figure 21 Effet de ’acide caféique sur les hématies 48

Figure 22 Photo original de ’hémolyse des hématies en présence de 49
’acide caféique et du mercure

Figure 23 Taux de protection de I’acide caféique en présence de 50
50ug/ml de mercure

Figure 24 Courbes comparatives de taux d’hémolyse induit par le 51

mercure seul et en présence de ’acide caféique




Liste des tableaux

Tableau Titre Page

Tableau | Les différentes voies de sensibilisation des allergénes 4

Tableau Il Les différents types d’allergénes est leurs caractéristiques 5

Tableau 111 Les facteurs contribuant a I’apparition des allergies 7

Tableau IV Les signes cliniques et leurs caractéristiques 8

Tableau V Classification moderne des réactions d’hypersensibilités 14
selon Gell et Coombs

Tableau VI Les cellules impliquées dans la réaction allergique et leurs 16
caractéristiques

Tableau VIl | Pourcentage des patients ayant consultés pour une allergie de 36

2017 4 2022




Résumé

La prévalence des maladies allergiques a montré une tendance continue a la hausse de sorte
que les allergies respiratoires et alimentaires sont actuellement considérées comme des
maladies chroniques courantes dans le monde.Le présent travailcomposé de deux parties dont
la premiere consiste en une étude rétrospective de la prévalence des allergies respiratoires et
alimentaires dans la wilaya de Tizi-Ouzou. L’étude a révélé que la prévalence des allergies
respiratoires est plus importante en comparaison avec les allergies alimentaires. L’allergéne
majeur dans les allergies respiratoire étant 1’acarien Dermatophagoides pteronyssinus,qui
affecte en particulier les femmes ayant une tranche d’age allant de 26 a 45 ans. Les allergies
alimentaires occupent le second rang et I’allergéne majeur est le blanc d’ceuf, cette allergie
affecte généralement les enfants de 1 a 15 ans de sexe masculin, certains enfants de sexe
féminin sont touchés par les deux types d’allergies,appelée allergie mixte.Concernant la
deuxieme partie,elleconsiste a I’évaluation des effets des metauxlourds (plomb et mercure)
sur la résistance membranaire des hematies humaines de sujets sains et la détermination de
I’activité antihémolytique de 1’acide caféique. L’exposition directe a des concentrations
croissantes de plomb et de mercure seuls et en présence ou pas de I’acidecaféique a montré
que le mercure est le métal qui induit le plus d’hémolysealors que le plomb n’a pas d’effet
significatif.L’hémolyse provoquée par le mercure peut étre réduite grace a l’activité anti-
hémolytique de I’acide caféique.Ce polyphénol retrouvé dans le régne végétal aux multiples

effets biologiques a un effet protecteur sur les membranes des hématies.

Mots clés : Allergies respiratoires, Allergies Alimentaires, Dermatophagoides pteronyssinus,

blanc d’ceuf, plomb, mercure, résistance membranaire, hémolyse, acide caféique.



Abstract

The prevalence of allergic diseases has shown a continuous upward trend so that respiratory
and food allergies are currently considered as common chronic diseases in the world. The
present work consists of two parts, the first of which is a retrospective study of the prevalence
of respiratory and food allergies in the wilaya of Tizi-Ouzou. The study revealed that the
prevalence of respiratory allergies is more important in comparison with food allergies. The
major allergen in respiratory allergies is the mite Dermatophagoides pteronyssinus, which
affects in particular women with an age range of 26 to 45 years. Food allergies rank second
and the major allergen is egg white, this allergy generally affects children from 1 to 15 years
of age of male, some female children are affected by both types of allergies, called mixed
allergy. The second part consists of the evaluation of the effects of heavy metals (lead and
mercury) on the membrane resistance of human red blood cells from healthy subjects and the
determination of the anti-hemolytic activity of caffeic acid. Direct exposure to increasing
concentrations of lead and mercury alone and in the presence or absence of caffeic acid
showed that mercury is the metal that induces the most hemolysis while lead has no
significant effect. The hemolysis caused by mercury can be reduced thanks to the anti-
hemolytic activity of caffeic acid. This polyphenol found in the plant kingdom with multiple

biological effects has a protective effect on the membranes of red blood cells.

Key words: Respiratory allergies, Food allergies, Dermatophagoides pteronyssinus, egg

white, lead, mercury, membrane resistance, hemolysis, caffeic acid.



Introduction générale

Introduction

L'allergie est un vaste sujet qui fait référence a la réponse immunitaire de l'organisme a des
substances étrangéres courantes dans l'environnement, et qui déclenche une réaction de la
réponse immunitaire de l'organisme décrite comme une hypersensibilité. L'hypersensibilité est
une réponse immunitaire inappropriée a des antigenes communs, généralement inoffensifs,
qui se manifeste sous la forme d'un continuum allant de manifestations mineures (dermatite et
rhinite atopiques) a des manifestations graves (anaphylaxie et asthme). La forte composante
génétique des allergies est connue de longue date. Mais 1’augmentation de la fréquence de ces
maladies est beaucoup trop rapide pour étre expliquée par un changement de notre
constitution génétique. Cependant, il est désormais bien établi que 1’expression de nos génes
peut étre modifiée par I’environnement, via des mécanismes épigenetiques (Klimek et al.,
2019). Or, notre environnement subit actuellement des changements majeurs, comme
le rechauffement  climatique, la pollution  atmosphérique, des modifications de
I’environnement intérieur, des régimes alimentaires, 1’utilisation des médicaments ou encore
I’amélioration de 1’hygiene pourrait contribuer a I’augmentation de la fréquence des allergies
(Demir et al., 2019; Klimek et al., 2019). L’allergic est considérée par 1I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) comme la 4™ maladie dans le monde aprés le cancer, les
pathologies cardiovasculaires et le sida. L’OMS estime qu’en 2050, la moitié de la
population mondiale sera allergique (WAO, 2013)

Dans ce contexte, cette thématique a pour objectifs d’étudier la prévalence des allergies
alimentaire et respiratoires dans la willaya de Tizi-Ouzou.

Pour répondre aux objectifs fixés a ce travail, nous ’avons mené comme suit :

» Une synthese bibliographique portant sur quelques aspects concernant les différents
types d’allergies et leurs classifications, les hypersensibilités ainsi que les mécanismes
d’action des allergies respiratoires et alimentaires et en fin leurs diagnostics et leurs
traitements.

» Concernant la partie pratique, cette derniere est scindée en deux parties :

-La premicére partie est consacrée a I’étude de la prévalence des allergies dans la willaya de
Tizi-Ouzou en traitant les données statistiques fournis par I’'Hopital privé Chahids Mahmoudi
(HCM).

-La deuxieme partie expérimentale est consacrée a faire le point sur I’impact des
métaux lourds (plomb, mercure) sur la santé humaine notamment sur I’hémolyse des hématies

et de tester les propriétés anti hémolytiques de I’acide caféique, ce composé phénolique est

1


https://www.inserm.fr/dossier/epigenetique
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connu pour ses multiples propriétés biologiques. Les métaux sous forme ionisée tels que
I’aluminium, le cadmium, le nickel et le strontium peuvent
directement agir sur les mastocytes donc ont une influence sur le développement des

réactions allergiques (PIé et al., 2013).
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Partie | Synthése bibliographique

|.Allergies, hypersensibilités et mécanismes d’action
1.1. Les allergies
Le terme allergie est introduit pour la 1°® fois en 1906 par Clemens Von Pirquet. Le mot
allergie est issu du grec Allos, qui veut dire autre et Ergon qui signifie travail (Kay, 2006).
L’allergie se définie comme une réponse immunitaire adaptative anormale dirigée contre des
substances environnementales non infectieuses qui sont appelées allergénes, entrainant des
troubles allergiques tels que I'anaphylaxie, la rhinite allergique (rhume des foins), I'asthme
allergique (Galli et al., 2008).
a) Les allergénes et les différents types d’allergénes
Un allergeéne est un antigéne de I’environnement généralement inoffensif, qui est de
diverses origines (pollen, phanéres d’animaux, fruit, latex ...etc.), il s’agit de protéines ou
glycoprotéines ayant un poids moléculaire allant de 15 a 40 kDa capable de provoquer une
réponse immunitaire chez les sujets allergiques, tandis qu’elles sont tolérées par le systéme
immunitaire des sujets normaux (Bessot et Pauli, 2008).
b) Nomenclature des allergenes
La nomenclature des allergénes est assurée par un comité international composé de
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) et de I’Union internationale des sociétés
d’immunologie (IUIS), afin de maintenir une nomenclature unique non ambigué. Le comité
gere une base de données des allergénes approuvés (www.allergen.org). La nomenclature
officielle des allergenes est basée sur une nomenclature binominale linnéenne identifiant les
genres et les espéces des organismes, les noms des allergenes sont organisés par une
abréviation du nom scientifigue composé de 3 - 4 lettres du genre suivi de 1 - 2 lettres de
I’espéce ainsi d’un chiffre arabe, par exemple Der p 1 pour le 1°" allergéne décrit de I’acarien
Dermatophagoides pteronyssinus (Radauer et al, 2014).
c) Classification et voies de sensibilisation des allergénes
Par définition, lorsqu’au moins de 50 % des patients allergiques a une source
allergénique donnée présentent des IgE contre un de ses allergénes, celui-ci est dit allergéne
majeur. Inversement, un allergene pour lequel moins de 50 % des patients allergiques
présentent des IgE spécifiques est dit allergene mineur (Vitte et Bienvenu, 2012).
Les allergenes peuvent étre classés aussi en fonction de leur voie d’entrée dans
Iorganisme c’est-a-dire un sujet peut étre exposé a un allergene par: inhalation
(pneumallergene), ingestion (trophallergene), par contact ou pigQre (parentérale) (Pekar,

2018). Le tableau I, résume les différentes voies de sensibilisation des allergénes.


http://www.allergen.org/
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Tableau | : Les différentes voies de sensibilisation des allergenes (Académie Algérienne
d’Allergologie, 2015).

Voies de Groupe d’allergenes Exemples d’allergenes
sensibilisation

Inhalation -Pollens (graminées, herbacées, | -Phléole, armoise, olivier
(pneumallergenes) | arbres)
-Moisissures -Aspergillus, Ascomycétes
-Poile d’animaux -Chat, chien, lapin
-Plume d’oiseaux -Perruche, perroquet, pigeon
-Acariens -D. pteronyssinus, D.
-Insectes farinae
-Blattes
Ingestion -Aliments -Crustaces, poisson,
(trophallergenes) arachides, ceuf, légumes,...
-Médicament -Pénicillines,  sulfamides,

carbamazepines

Parentérale -Insectes -Abeilles, guépes,
moustiques
-Médicament -Produits sanguins, produit

de contraste iodé

d- Les différents types d’allergénes et leurs caractéristiques
De nombreuses substances peuvent étre la cause d’une sensibilisation de 1’organisme
chez les sujets prédisposés et entrainés, lors des contacts répétés des manifestations
cliniques d’allergie, parmi tous les allergénes possibles certains sont en cause beaucoup plus
fréquemment que d’autres (Perrin, 1994). Le tableau II, résume les différents types

d’allergenes et leurs caracteéristiques.
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Tableau I1 : Les différents types d’allergénes est leurs caractéristiques (Afssa, 2002 ; Demoly

et al, 2014 ; Baring et Casset, 2012 ; Demange et al, 2013 ; Burzy'nska et Piasecka-
Kwiatkowska,2021).

Les types

d’allergénes

Caractéristiques

Pneumallergenes

e Allergénes aéroportés (inhalé) ils pénétrent dans 1’organisme par voie
aérienne et respiratoire ;

eComposés d’allergenes domestiques (interne) et d’allergénes
environnementaux (externe) (acariens, pollen, les phanéres d’animaux,
blattes, les moisissures);

e Responsables des manifestations allergiques (rhinite), pulmonaires
(asthme, alvéolites) et de conjonctivite ;

e Sont classés soit :
- saisonniers les plus fréquents sont les pollens (graminées, d’arbre

(bouleau, chéne, olivier), d’herbacés (ambroisies) ;

- perannuels les plus fréquents sont les acariens (Dermatophagoides

pteronyssinus), phanéres d’animaux (chats, chiens), moisissures

(Aspergillus).

Trophallergénes

e Concerne les allergenes alimentaires, introduits par voie digestive
dans I’organisme (ingestion) ;

e Les allergeénes les plus fréquents sont (ceuf, lait de vache, poissons,

crustacés, I’arachide, soja et noisettes) ;

e Responsables des manifestations cliniques digestives, parfois
respiratoires ;

e Classés en deux catégories les allergénes d’origines animales (ceufs,

poissons, lait de vache ...etc.) et les allergénes d’origine végétales

(arachides, noix, sésame, soja... etc.) .

Allergénes

professionnels

e Allergenes inhalés sur les lieux de travail ;

e Tous les secteurs peuvent étre concernés (agroalimentaire,
métallurgie, batiment, secteur médicale...etc.) ;

o |l existe plusieurs allergénes de nature différente (métaux, composés
chimiques, protéines végeétales...etc.) qui se retrouvent dans divers
produits (farines,gants, ciment, cosmétique ...etc.).

Venins

d’hyménoptere

e Ce sont des arthropodes (les abeilles, les guépes, les fourmis, les
frelons, les bourdons) ;

e Leur venin contient un mélange complexe de protéines et de peptides
toxiques ;

e Les manifestations allergiques aux venins peuvent aller d’une simple
urticaire a ’anaphylaxie ;

e Les symptdmes apparaissent rapidement apres la pigdre. Les réactions
allergiques aux piqlres d’hyménopteres peuvent étre mortelles ;

Allergénes

médicamenteux

e L’allergene peut étre la molécule médicamenteuse native ou un de ses

métabolites son poids moléculaire doit étre supérieur a 1000 Da ;

e Les principaux médicaments responsables de manifestation allergique
sont les antibiotiques (beta-lactamines), les anti-inflammatoires non
stéroidiens, les antalgiques et les antipyrétiques.
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d- Les facteurs de risque contribuant a I’apparition des allergies

Plusieurs facteurs sont impliqués dans le développement des allergies, dont les plus
importants sont la composante génétique (héréditaire) et la composante environnementale. En
effet la génétique a un r6le majeur comme le montrent les études familiales, qui commencent
a permettre de localiser de nombreux genes de susceptibilité des allergies respiratoires Le
risque pour un enfant de développer une maladie atopique est de 40 % a 60 % si ses deux
parents sont atopiques. Ce risque est compris entre 5 et 10 % si aucun des deux parents n’est
atopique (Raffard et Partouche, 2008).Concernant les facteurs environnementaux, le risque
d’apparition des maladies allergiques est lié suite a la sensibilisation vis-a-vis d’allergénes
retrouvés dans D’environnement (acariens, pollens, phaneéres d’animaux...etc.) et qui
dépendent aussi de la zone géographique (habitation, climat et saison) (Bessot et Pauli, 2008).
Soit aux différents polluants : gazeux (CO, SOy, Os ...etc.), particulaires (diésel), physiques
(chaleur, radio isotopes), chimiques (pesticides, métaux lourds) et biologiques (germes,
parasites) ou encore suite a des activités humaines (polluants industriels, sang...etc.) (PIé et al,
2013). L’hygiéne et le mode de vie contribuent aussi a I’apparition des allergies. En effet, une
hygiéne trop présente notamment chez le bébé qui est moins sujet au contact avec les agents
infectieux induit une immaturité du systeme immunitaire qui le rendra plus sensible aux
allergenes (Ege, 2017). Les principales caracteristiques des facteurs de risques contribuant a

I’apparition des allergies sont représentées dans le tableau I11).
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Tableau 111 : Les facteurs contribuant a I’apparition des allergies (Bousquet, 2001 ; PIé et al.,
2013 ; Malcolm et Blumenthal, 2012).

Les facteurs Caractéristiques

= Prédisposition génétique qui est transmise et non
’allergie ;

= L’allergie peut apparaitre en dehors de tout
antécédent familial ;

* un enfant allergique dont I'un ou les deux parents

Héréditaires sont allergiques ne sera pas forcément sensibilisé aux
mémes allergenes que ses parents ;

= La composante génétique est polymorphe c’est a dire
plusieurs génes sont impliqués ;

= L’ethnie d’un individu peut également étre un facteur
protecteur ou un facteur de risque de développer une
allergie.

= Les polluants gazeux, particulaires, physigues,
chimiques et  biologiques  entrainent  une
hyperréactivité des muqueuses les rendant plus
sensibles aux allergénes, participant ainsi dans
I’¢lévation de la gravité des allergies ;

= Les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAPs), connus principalement pour leurs effets
cancérogenes, sont également immunosuppresseurs,
entrainent des actions pro-inflammatoires et
augmentent certaines réactions d'hypersensibilite. ont
un role adjuvant dans la production d'IgE.

Environnementaux

= Ingestion de produits allergisants (cacahouetes, fruits

Hygiéne et Mode de vie exotiques, ...etc.) ; ' o
* Introduction d’aliments plus variés (plats préparés,

aliments transformes,.. etc.).

= la prise d’antibiotiques pendant la premiére année de

vie était associée a un risque plus important d’allergie
Antibiothérapie - (rhino conjonctivite, asthme, dermatite atopique). 1l a
également été observé que les enfants ayant été

Vaccination - . . :
vaccinés contre rougeole-oreillon-rubéole avaient un
risque plus important de rhino conjonctivite
allergique.

) = Le tabagisme passif est actuellement reconnu comme

Tabagisme facteur pouvant étre impliqué dans le développement

de maladies allergiques respiratoires.

e- Les signes cliniques d’une allergie
La réaction allergique se manifeste de différentes maniéres, on trouve les manifestations
respiratoires, cutanées et digestives ou généralisées lors du choc anaphylactique, dépendent

de la diversité des allergenes et leurs voies d’entrée dans 1’organisme. Ainsi la quantité mise
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en contact et I’ampleur de sensibilisation de I’individu (Larsen et al, 2015). Les signes

cliniques d’une allergie sont résumés dans tableau 1V.

Tableau IV : Les signes cliniques et leurs caractéristiques (Ancellin et al., 2004)

Les types de| o .
) ) Signes cliniques Symptomes
manifestations

Rhinite allergique | -Rhinorrhées, éternuements répétés, prurit nasal.

- Toux seéche irritative, serrement de la gorge,

i i Asthme oppression thoracique, étouffement, difficulté a parler
Respiratoires OU & respirer.
Dermatite -Lésions au niveau de la peau, grattage, cro(tes,
atopique sécheresse cutanée.
Eczéma de | -Eruption de plaques rouges, prurit, formation de
) contact crodtes.
Cutanees Urticaire - (Edéme, présence de papules rouges ;
allergique -érythémateuses, démangeaison intense.
-Prurit intermittent, une rougeur de la conjonctive, un
Conjonctivite cedéme palpébral, hypertrophies papillaires de la
allergique conjonctive.

-Nausées, vomissements, sensation de malaise,
troubles du transit (constipation, diarrhée), douleurs

Digestives Divers abdominales.

1.2. Les allergies respiratoires et alimentaires
1.2.1. Les allergies respiratoires
L’allergie respiratoire est une réaction immunitaire inappropriée de notre organisme. La
réaction allergiqgue se produit lorsque notre systéme immunitaire réagit de maniére
excessive contre des substances allergenes, qui ne présentent en réalité aucun réel danger.
1.2.1.1. Causes et développement de I’allergie respiratoire
L’allergie se développe en général chez une personne prédisposée génétiqguement.
Mais elle apparait surtout en présence d’un ou plusieurs allergénes. En effet, dans la majorité
des cas, la réaction allergique apparait en présence d’acariens, de pollens ou de poils de chat.
Elle s’installe en deux temps: Il y a d’abord une phase de sensibilisation, silencieuse et sans
symptome, lors d’une premiére rencontre de I’organisme avec I’allergéne, le systeme
immunitaire fabrique des anticorps (de type IgE). Puis vient la phase de la réaction allergique
proprement dite: lors d’un contact ultérieur avec ’allergéne, les anticorps précédemment
fabriqués entrent en scene. Ils se fixent sur 1’allergéne, ce qui déclenche la production et le

largage de différents médiateurs chimiques (histamine, leucotrienes, prostaglandines...)
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provoquant des éternuements, écoulement nasal et congestion. Puis, plus tardivement,
obstruction nasale et inflammation chronique (Chiriac, 2013).
1.2.1.2. Les différentes formes de I'allergie respiratoire
Il peut s’agir d’une rhinite allergique. L’inflammation de la muqueuse nasale la

premiére touchée lors de I’inhalation de I’allergéne entraine sa congestion et la production
d’un mucus. Résultat, le nez coule en permanence ou se bouche, il démange. Les larmes ne
peuvent plus étre évacuées par leur chemin habituel et débordent a I’angle externe des yeux,
d’ou des larmoiements et une conjonctivite. Mais selon I’anatomie des voies respiratoires, les
manifestations peuvent aussi prendre d’autres formes. Si le voile du palais est horizontal, le
mucus ne pouvant pas étre évacué par le nez, il stagne et provoque des otites a répétition chez
I’enfant, des sinusites chroniques chez I’adulte, avec un voile du palais orienté vers I’intérieur,
le mucus coule dans la gorge. On observe alors des irritations et demangeaisons de la gorge,
voire une inflammation des cordes vocales. Si le mucus poursuit son chemin jusqu’aux
bronches, les muscles bronchiques se contractent et une toux grasse, puis seche, se declenche
dans un réflexe de défense. Cela peut se compliquer et se transformer alors en asthme, elle
peut entrainer une rhinite au niveau du nez et une réaction asthmatique au niveau des
bronches (Chiriac et Demoly, 2013).
Les allergies respiratoires se manifestent principalement par ’apparition d’une rhinite
allergique ou d’un épisode d’asthme.

> Rbhinite allergique

La rhinite allergique est la manifestation la plus courante et la plus constante de I’allergie
respiratoire.C’est une inflammation de la muqueuse, trés fragile, des fosses nasales. Si elle
n’est pas traitée, elle peut s’aggraver et provoquer de I’asthme. En effet, 80 % des
asthmatiques adultes souffrent également de rhinites allergiques.Les circonstances de
survenue sont souvent caractéristiques : exposition a la poussiére, promenade champétre au
printemps, tonte de la pelouse, proximité d’un chat.... Les acariens, les pollens de
graminées et les chats en sont les trois principales causes. (Lemaire, 2004).
Elle se caractérise par la survenue réguliere, en dehors d’épisodes de rhume ou de grippe,
d’éternuements en salve, d’écoulement et d’obstruction nasale. Des signes conjonctivaux,
d’intensité variable, sont fréquemment associés : rougeur de 1’ceil, larmoiements ainsi que

d’autres symptémes (nez bouché, mal de gorge, fievre légere et fatigue) (Hamladji, 2005).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0755498212003934?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0755498212003934?via%3Dihub#!
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» L’asthme allergique

L’asthme est une maladie chronique qui touche les enfants et les adultes et qui se
manifeste généralement sous forme de crises. Les crises d’asthme sont provoquées par
le rétrécissement transitoire des voies aériennes dans les poumons a cause de I’inflammation
et du resserrement des muscles qui entourent les voies respiratoires fines (Hamladji, 2005).
Cela provoque les symptomes de 1’asthme :
une toux séche et sifflement ;
des difficultés a respirer et une oppression de la cage thoracique ;
une respiration sifflante et essoufflement et géne respiratoire ;
des expectorations de mucus (toux et crachats) ;
une sensation d’oppression et d’angoisse.
Ces symptOomes sont présents de fagon intermittente et s’aggravent souvent la nuit ou lorsque
la personne fait de I’exercice. D’autres facteurs déclenchant peuvent aggraver les symptomes
de I’asthme. Ces facteurs varient d’une personne a l’autre mais il peut s’agir d’infections
virales (rhumes), de poussiere, de fumées, de changements météorologiques, de pollens de
graminées et d’arbres, de poils et de plumes d’animaux, de savons a 1’odeur forte ou de

parfums (Lemaire, 2004).

1.2.2. Les allergies alimentaires
L’allergie alimentaire est définic comme étant une réaction de sensibilité immédiate
provoquée par I’ingestion d’un aliment dit allergéne ou trophallergéne a une origine animale
ou végétale qui est généralement une protéine et qui nécessite la liaison a une autre proteine
pour acquérir une proprieté immunogénique (Essari et al., 2018).
1.2.2.1. Les caracteéristiques des allergies alimentaires
Les aliments sont la source des matieres premicres et de I’énergie nécessaire a
I’organisme et qui ne constituent pas de danger pour ce dernier, dans le cas d’un individu
normal I’aliment induit de fagon naturclle une tolérance immunitaire, or chez d’autres une
réaction immunitaire se met en place apres la consommation de quelque aliments bien définis,
ce qui engendre I’apparition de plusieurs symptomes cliniques de 1’allergie alimentaire.
Les causes d’une allergie alimentaire sont multiples mais les plus dominantes sont la
génétique et ’environnement mais aussi d’autres facteurs sont impliqués tels que I’age de la

premiere exposition a I’aliment, la dose, le type ainsi que la durée d’exposition a cet aliment

(Essari et al., 2018).
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1.2.2.2. Les aliments allergenes
Il existe plusieurs aliments qui peuvent provoquer des réactions allergiques méme
certains d’eux sont a I’origine de la majorité des allergies. Les trophallergénes sont classés en

deux groupes en fonction de leurs origines : animales ou végétales (Mourin, 2012).

1.2.2.2.1. Les allergies d’origine animale
> Le lait de vache

Grace a la composition équilibrée et riche du lait, il est consommé par la plupart de la
population que ce soit enfant ou adulte. Il est consommé soit sous forme liquide ou bien sous
forme de produits transformés tels que les fromages, les yaourts et le beurre.

L’allergie au lait est la premiere allergie que I’individu peut rencontrer au cours de sa
vie comme le lait est le premier aliment consommé, c’est pourquoi ce type d’allergie est
beaucoup fréquent chez les nourrissons et les enfants et les symptomes apparaissent le plus
souvent avant I’dge de 12 mois (Benhamou et al., 2009). Le lait se compose de plusieurs
protéines et certaines d’eux sont a I’origine de cette allergie a savoir I’a-lactalbumine et la 3-
lactoglobuline (Morali, 2004).

Cette allergie se manifeste par des rougeurs et des démangeaisons de la peau, ainsi
que par des symptomes digestifs tels que les vomissements, constipation, diarrhée ou maux de

ventre.

> Les ceufs

C’est I’allergie la plus fréquente, elle est causée beaucoup plus par le blanc d’ceuf que
le jaune comme il contient un nombre important de protéines solubles qui sont a I’origine de
cette allergie par exemple : les globulines, 1’ovalbumine, I’ovomucines et le lysozyme. Parfois
la cuisson de I’ceuf nous permet d’éviter 1’allergie dans le cas ou la personne est uniquement
allergique a I’ovalbumine comme c’est protéine thermolabile du coup elle se dénature par la
haute température de cuisson (Caubet et Wang, 2011).

L’allergie a I’ceuf se manifeste par divers symptomes que ce soit cutanés tel que
I’eczéma aussi dite dermatite atopique qui se caractérise par des rougeurs mal délimités et par
I’apparition de petites vésicules qui évoluent en croutes, respiratoire le cas de la rhinite
allergique et digestif par des vomissements, nausées, douleurs abdominales qui peuvent étre

immédiates ou retardées.

11
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> Les poissons

L’allergie aux poissons peut se manifester au cours de 1’enfance comme elle peut avoir
lieu a I’age adulte et développer une tolérance est rare donc le patient souffre de cette allergie
le long de sa vie (Sharp et Lopata, 2014). La réaction allergique est dirigée contre la [3-
parvalbumine qui est ’allergéne majeur qui cause plus de 90 % des cas d’allergie (Ruethers et
al., 2018). Cette protéine est exprimée par les poissons osseux (saumon, morue, thon,
maquereau...). La B-parvalbumine est une protéine soluble, caractérisée par la stabilité, la
haute résistance a la chaleur et a la dégradation enzymatique et chimique d’ou son fort
pouvoir allergénique (Matricardi et al., 2016).

Cette allergie se manifeste par divers symptdmes qui apparaissent 1 minute a 1 heure
suivant la consommation du poisson : des symptomes cutanés (prurit et urticaire), digestifs
(douleurs abdominales, nausees, vomissements et diarrhée) et des symptomes respiratoires
(angicedéme) (Chafen et al., 2010).

1.2.2.2.2. Allergie d’origine végétale
» DParachide

L’arachide est un ¢lément trés riche en protéine notamment I’arachine et la
conarachine avec leurs sous unités Ara H I et Ara H II qui sont extrémement allergéniques.
Ces protéines sont présentes uniquement dans la graine et non dans les autres parties de la
plante (Burks et al, 1991) ; (Burks et al, 1992). Ara H I et Ara H II sont thermostables et
résistent a ’hydrolyse enzymatique méme lors de la digestion. En effet, il a ét¢ montré que le
fait de griller les arachides pouvait augmenter leurs propriétes allergéniques a savoir leurs
capacités de liaison aux IgE spécifiques comparant aux arachides crues (Maleki et al, 2000).
Contrairement aux autres types d’allergie alimentaire notamment celles aux ceufs et au lait

qui guérissent spontanément, I’allergie aux arachides persiste et ne se guerit pas

12
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1.3.Les allergies aux métaux

Les métaux sont des composants importants associés aux maladies allergiques. Dans des
modeles animaux, les particules riches en métaux augmentent les réponses allergiques en
réponse a I’ovalbumine (OVA) ou aux acariens, a savoir la production de cytokines de type
Th2, la réponse IgE, le recrutement d’€osinophiles et I1’hyperréactivité bronchique.
De plus, les métaux sous forme ionisée tels que 1’aluminium, le cadmium, le nickel et le
strontium peuvent directement agir sur les mastocytes en augmentant leur dégranulation et la
production d’IL-4 .L’ensemble de ces études suggére que la partie soluble métallique des
particules a une influence sur le développement des réactions allergiques (PIé et al., 2013).
L’exposition a ces métaux peut étre externe (pollution, produit cosmétiques, fumée de
cigarette qui contient de nombreux métaux comme le mercure, le cadmium, le plomb,

I'arsenic et le nickel,...etc) ou interne (aliment, vaccin, ...etc) (Stejskal, 2015).

I1. Les hypersensibilités

L’hypersensibilité est un terme général qui correspond a toutes sortes de réactions
inattendues de la peau et des muqueuses. Les symptdomes ou les signes cliniques sont
objectivement reproductibles, initiés par une exposition a un stimulus défini, a une dose
tolérée par des sujets normaux. L’allergie est une réaction d’hypersensibilité initiée par des
mécanismes immunologiques. Elle peut étre a médiation humorale ou cellulaire. L atopie est
une tendance personnelle ou familiale a produire des anticorps IgE, en réponse a de faibles
doses d’allergenes, généralement des protéines, et a développer des symptomes
typiques comme 1’asthme, la rhino conjonctivite ou I’eczéma. Une nouvelle nomenclature
proposée par un groupe international d’experts précise, aux vues des données
immunologiques récentes, les définitions des termes d’hypersensibilité, d’allergie
et d’atopie (Raffard et Partouche, 2008).

2.1. La classification des hypersensibilités

En 1963, Gell et Coombs, ont créé une fondation afin de classer les réactions
d’hypersensibilités en les divisant en quatre groupes distincts et selon les mécanismes de
Iésions tissulaires : type | (immédiate ou médiée par lI'immunoglobuline E (IgE)), type Il
(cytotoxique ou médiée par les 1gG/IgM), type Il (médiée par les complexes immuns), et
type IV (retardée ou médiée par les cellules T). Ce systeme de classification a depuis été

étendu pour inclure des sous-types de types Il et IV, dans l'intention de mieux refléter
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I'immunopathologie des maladies (Melanie et Dispenza, 2019). Les différents types
hypersensibilités sont resumés dans le tableau V.

Tableau V : Classification moderne des réactions d’hypersensibilités selon Gell et

Coombs (Melanie et Dispenza, 2019).

Type | Sous-type Mécanisme immunologique Symptomes
I Aucun Réaction  médiée  par  les | Anaphylaxie, = cedéme  de
mastocytes IgE dépendante. quincke, urticaire, asthme.
Reéactions cytotoxiques médiées
lla par les anticorps (IgG/IgM), | Cytopénies immunitaires.

complément souvent impliqué.

Réactions de stimulation cellulaire
I Ib médiées par les anticorps. urticaire (spontanée).

Médiée par les complexes | les réactions de malaise sérique

" Aucun immuns et  activation  du caus_ées par divers
complément. médicaments, vascularite.
IVa Médiée par les cellules Thl, qui | Diabete de type 1, dermatite de
activent les macrophages. contact, reactions au test
tuberculinique.
IVb Impliquent la production d'IL-4, | Asthme  persistant,  rhinite

IL-5 etIL-13 par les cellules Th2 | allergique
pour induire une inflammation
v éosinophileet la production d'Ige
a partir des cellules B

Médiée par les cellules T CD8 | syndrome de Stevens-Johnson
cytotoxiques, qui tuent | et la nécrolyse épidermique
Ve directement les cellules ciblées en | toxique.
utilisant un certain nombre de
médiateurs.

IvVd T — IL8, CXCL8 (inflammation | Pustulose exanthématique
neutrophilique) aigue.
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Figure 01: Mécanismes immunologiques des 4 types d’hypersensibilités (Villani et al ; 2018)

DCA : Dermatite Allergique de Contact (ACD : Allergic contact dermatitis) ; EMP : Exanthéeme Maculo Papuleux (MPE : Maculopapular

Exanthema) ; DRESS : syndrome d'hypersensibilit¢ médicamenteuse (Drug Reactionwith Eosinophilia and Systemic Symptoms) ;

PEAG :Pustulose Exanthématique Aigué Généralisée (AGEP : Acute Generalized Exanthematous Pustulosis ) ; NET : Nécrolyse Epidermique

Toxigue (TEN : Toxic Epidermal Necrolysis )
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I11. Le Mécanisme d’action des allergies respiratoires et alimentaires
3.1. Les acteurs impliqués dans les allergies

3.1.1. Les cellules impliquées dans les allergies
Les cellules impliquées dans les allergies respiratoires et alimentaires et leurs caractéristiques
sont représentées dans le tableau VI

Tableau VI : Les cellules impliquées dans la

(Ravin et Michael, 2015 ; Serrano et al., 2020)

réaction allergique et leurs caractéristiques

Caracteristiques | Basophiles Mastocytes Eosinophiles
Cellule  hématopoiétique | Cellule Cellule
Origine CD 34+ hématopoiétique hématopoiétique
CD 34+ CD 34+
Site de Moelle osseuse Moelle osseuse | Moelle osseuse
maturation et/ou tissu
Localisation sang tissu Sang/tissu
Taille 5-7 ym 5-10 um 15 ym
Durée de vie 3 a4 jours mois Sgng ;18 h _
Tissu : 2 semaines
Noyau segmenté rond Segmentée en deux
lobes
-Amines biogenes/ -Amines biogenes/ | -Protéines toxiques :
Protéoglycane : Protéoglycane : (MBP, ECP, EDN)
(histamine,  chondroltine | (histamine, -Interleukines :(IL-4,
sulfate). chondroltine -6, -8, -10)
-Interleukines : (IL-3, IL- | sulfate) -Facteurs de
4, IL-6, IL-25, IL-13). -Interleukines : (IL- | croissance : (NGF,
-Facteurs de | 3, IL-4, IL-6, IL- | SCF, VEGF)
croissance :(HGF). 25, IL-13). -Cytokines :((TNF-a,-
-Cytokines :(TNF-a). -Facteurs de | B, GM-CSF, IFN-y,
-Chimiokines :  (CCL-5, | croissance : TGF-a)
CXCL-8, CCR-1, -2, -3, - | (VEGF-B, -C et — | -Chimiokines : (CCL-
Médiateurs 5,-7, CXCR-1, -4, -8). D, GM-CSF, NGF, | 2, -3,-5,-6,-7,-11)
chimiques PDGF, SCF).
-Cytokines :(TNF-
o, TGF-B, IFN-q, -
Ba 'Y)
Chimiokines :(CCL
-1, -2, CXCL-8, -
1).
-Reconnaissance des pathogenes (bactéries, virus, | -Défense contre les
champignon) infections parasitaires
Sécrétion  des  molécules  inflammatoires | -Déefense contre
(histamine, tryptase) certaines bactéries
-Impliquées dans les réactions allergiques suite a | intracellulaires
leurs capacités de reconnaitre et lier les IgE -Modulation des
Roles -Impliquées dans les leucémies et les cancers |réactions
(appartiennent aux cellules immunes) d’hypersensibilité
immédiate
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3.1.2. Les immunoglobulines de type E

L’immunoglobuline E ou IgE est connue essentiellement pour son role dans la
genése des pathologies allergiques. Cette activité est due a son interaction avec un récepteur
de la membrane des mastocytes et des polynucléaires basophiles. Cette fixation permet, lors
d’un deuxiéme contact avec 1’allergéne, la libération par les cellules des meédiateurs qui
provoquent les manifestations cliniques : rhinites, asthme, choc anaphylactique... Les IgE
peuvent aussi se fixer sur d’autres cellules : lymphocytes B et T, macrophages, polynucléaires
éosinophiles, plaquettes, cellules de Langerhans. La liaison aux macrophages, aux
éosinophiles et aux plaquettes est responsable de la défense contre les infections parasitaires
(Moneret-Vautrin et al., 2006). L’IgE est la derniére classe d’anti corps humain découvert qui
partage la méme structure avec les 4 autres isotopes (IgD, IgA, 1gG, IgM), cette derniére est
composée de 4 chaines polypeptidiques homologues 2 a 2 : deux chaines lourdes(H) et deux
chaines légeres (L) (figure 02). Les chaines lourdes sont unies entre elles par des ponts
disulfures. Les chaines Iégeres sont unies aux chaines lourdes par des ponts disulfures tres
proches de leur extrémité constante carboxy c- terminal (Carcelainet al., 2018). La
particularité de ce type d’immunoglobuline est sa capacité a se lier aux cellules notamment les
mastocytes et les basophiles qui expriment a leurs surface le récepteur FceRI (Sutton et

Davies, 2015).
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Figure 02 : Représentation schématique de I’interaction de I’immunoglobuline E et son

récepteur FceRI (Girodetet al, 2007).

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; Tyrosines kinases Lyn et
Syk ; Fab: fragment variable (fragment antigenbinding) ; Fc: fragment constant ;

IgE : Immunoglobuline E

» Caractéristique biochimique des IgE
Les IgE plasmatiques sont des monomeres de masse relative de 190 kDa. Ces
immunoglobulines sont thermolabiles ; elles perdent leur pouvoir homocytotrope apres
chauffage de 30 minutes a 56 °C. Les IgE persistent durant de longues périodes sur les
mastocytes des tissus, mais dans le plasma leur demi-vie plasmatique est courte (2 a 4 jours).
Ils ne traversent pas la barriére placentaire (Moneret-Vautrin et al., 2006).
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»  Production des IgE
La production d’IgE est sous la dépendance des cellules T, et plus particulierement des

cellules TH2, qui sont stimulées en présence de petites doses d’allergénes. Les lymphocytes
TH2 produisent différentes cytokines, dont I’'IL4, IL5, IL13, qui stimulent la croissance des
cellules TH2 et induisent une expression du géne de I’'IgE. Au contraire, une forte dose
d’antigene (infection virale, bactérienne...) active les TH1 qui produisent de I'[L2 et de
I’IFNy ; qui diminuent significativement la synthése de 1I’IgE (Moneret-Vautrin et al., 2006).
3.2. Mécanisme d’action de la réaction allergique IgE dépendante

La réaction d’hypersensibilit¢ IgE dépendante (type I) se déroule en deux phases
successives : une premiere phase dite de sensibilisation qui est asymptomatique et une
deuxieme phase dite effectrice, comprenant deux étapes (une étape précoce et une étape
tardive). Cette phase se caractérise par I’apparition des symptomes (Carcelain et al., 2018).
3.2.1. Phase de sensibilisation

Intervient lors du premier contact avec 1’allergéne, qui est capturé par la cellule
dendritique, cette derniére va subir une maturation et une migration vers les ganglions
lymphatiques, ou elle active les lymphocytes T vers une réponse Th2 excessive liée a un
environnement particulier en cytokines riche en IL-4, IL-5, IL-13, ce qui induit la production
préférentielle d’IgE par les plasmocytes B. Ces anticorps produits sont présents dans le sang
circulant pendant quelques jours et fixés a la surface des mastocytes et basophiles par leur
fragment Fc a la sous-unité a du récepteur de forte affinité pour les IgE FceRI présent a la
surface des cellules. L’ensemble de processus décrit jusqu’ici correspond a la phase de
sensibilisation qui est asymptomatique (Carcelain et al., 2018).
3.2.2. Phase effectrice
C’est la phase clinique de la réaction allergique, ayant lieu lors d’un deuxiéme contact avec
I’allergene qui comprend néanmoins une phase précoce et une phase retardée. Responsable
d’apparition des symptomes.
3.2.2.1. Etape précoce

Elle se manifeste quelques minutes apres une deuxiéme exposition avec 1’allergeéne.
Suite a sa reconnaissance par les IgE portés a la surface des mastocytes conduisant a
I’activation d’une cascade de réactions biochimiques, qui nécessite que 1’allergéne soit
multivalent ou divalent permettant de relier entre deux IgE, ce phénomene est appelé
agrégation des IgE par I’allergéne ou pontage. Puis, la transduction du signal par les motifs
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) couplés aux tyrosines kinases Lyn et

Syk exprimés par le récepteur FceRI, ce signal provoque la libération des médiateurs de
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I’allergie et de I’inflammation notamment 1’histamine, prostaglandines, leucotriénes ...etc
(Carcelain et al., 2018).
3.2.2.1.1. L’histamine

Le médiateur essentiel de la phase effectrice. La stimulation de ses récepteurs
spécifiques H1, induit une vasodilatation, un cedéme, une augmentation des sécrétions de
mucus, elle entraine aussi la production des prostaglandines et les leucotrienes qui agissent de
fagon retardée par rapport a I’histamine, mais avec des effets plus puissants, ils favorisent a
leur tour I’cedéme, les sécrétions, et ainsi 1’obstruction et la rhinorrhée. Enfin, les granules des
mastocytes liberent des cytokines, permettant une accelération des phénomeénes
inflammatoires de la phase tardive (Perrin, 1994)
3.2.2.2. Etape tardive

Correspond a une aggravation des symptémes et lésions tissulaires étendues

médiées par des cytokines, Il s’agit notamment de I’'IL-4 et du TNF-a, mais aussi de I’'IL-5
(figure 03) et de cytokines chimiotactiques (Chimiokines) qui sont produites au lieu de
I’inflammation par les mastocytes et les cellules endothéliales et épithéliales induisant ainsi
un afflux de polynucléaires éosinophiles suite a la réponse aux Chimiokines en se déplacant
le long d’un gradient de concentration croissante de ces molécules jusqu’a rejoindre le lieu de
la réaction inflammatoire. Les éosinophiles sont des cellules toxiques, notamment pour les
épithéliums. Cette toxicité est médiée par la production de protéines basiques (Carcelain et
al., 2018).
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Figure 03 : Représentation schématique du mécanisme d’action des IgE dans la
réaction allergique (Girodet et al., 2007).

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; CPA : cellule présentatrice d’antigene ;
MBP : protéine basique majeure (major basic protein) ; ECP : protéine cationique de

I’éosinophile (eosinophil cationic protein)

IV. Diagnostic des allergies
4.1. Test clinique
L’examen clinique vise a rechercher les signes cliniques témoignant de pathologie
allergique (eczéma, urticaire, conjonctivite ...) ainsi que éliminer toutes les réactions non
allergiques présentant ses symptdémes (Nhungtran et bonfils, 2015).
4.2. Test cutané
Les tests cutanés permettent de reproduire localement la réponse a IgE et mettent en
jeu les IgE fixées sur les cellules dont on distingue deux types les prick-test et les pach-test
(Girodetet al, 2007).

a- Prick-Test
Les prick-tests représentent la technique la plus utilisée en pratique courante : fiables et
reproductibles, ils permettent d’obtenir des résultats sensibles et spécifiques. Ces tests cutanés

consistent en 1’application d’une goutte de solution d’extraits allergéniques a la surface de la
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peau, suivie d’une piqlre a ’aiguille fine. La lecture de la réaction cutanée (induration,
érythéme) s’effectue a 15-20 minutes. D’une manieére genérale, on considére que le test est
positif & la 15°™ minute, lorsque le diamétre de la papule est supérieur 8 3 mm et supérieur a
50 % du témoin positif (Girodet et al., 2007).

Figure 04 : Image présentatrice de la réalisation d’un Prick-Test (Sebatigita, 2013)

b- Patch- Test
Les patchs-tests explorent les manifestations cutanées, comme I'eczéma ou l'urticaire, et
certaines conjonctivites dues a une réaction de contact (par exemple, lentilles, décontaminant,
collyre...). Les substances suspectes sont appliquées sur la peau du dos et couvertes d’un
pansement et irradiées aux ultras violets (UV). Les lectures doivent étre enregistrées

immédiatement apres irradiation et apres deux jours (Allergy patch test, 2019)
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Figure 05 : Image présentatrice d’un Patch-Test (Allergy patch test, 2019)

4.3. Les tests biologiques

a- Dosage des IgE spécifiques sériques

Le dosage des IgE spécifiques effectué avec les extraits allergéniques classiques permet de
doser les réactivités entre les IgE du patient et les différentes protéines allergéniques de
I’extrait. 1ls permettent de détecter des allergies associées entre les pneumallergénes et les
allergeénes alimentaires (par exemple 1’allergéne recombinant B et v 1 pour le syndrome
pomme-bouleau qui associe des manifestations ORL et respiratoires a un syndrome oral aux
pommes) (Meurice et al., 2007). Les techniques actuelles de dosage des IgE sont des
techniques  d’immuno-analyse  de  type  extraction-saturation  (sandwich) ou

immunoprécipitation (particules de latex recouvertes d’anticorps) (Girodet et al. ,2007).

b- Dosage des médiateurs chimiques

L’histamine représente le principale médiateur de la phase précoce de I’hypersensibilité
immeédiate, étant donnée que sa durée de vie est trés courte, il est dosé dans les minutes qui
suivent la réaction allergique, par les techniques radio-immunologiques: RAI (Radio
Immuno Assay) et ELISA ( EnzymeLinked Immuno Sorbent Assay ). Actuellement le
dosage de tryptase est mieux connu que celui de I’histamine, comme elle est libérée en méme
temps que I’histamine de méme posséde une meilleure sensibilité et spécificité par rapport a
ce dernier , un seul test est disponible pour le dosage de la tryptase sérique I'immuno CAP

Trypatase ( Rouzaire et Evrard, 2016 ).

V. Traitements des allergies
Il existe plusieurs traitements pour les allergies. Exemples :
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5.1. Traitement medicamenteux
Les antihistaminiques comme leur nom indique agissent en bloquant 1’action de
I’histamine libérée dans le sang pendant la réaction allergique. Il existe plusieurs types
d’antihistaminiques sur le marché soit par vente libre ou sur ordonnance a différents dosages
et sous diverses formes : comprimés, sirop, vaporisateurs nasaux...etc. certains d’entre eux
peuvent causer la somnolence. Certains produits reposent sur [’association d’un
décongestionnant et d’un antihistaminique et procurent un soulagement rapide des symptomes
5.2. L’immunothérapie
Par analogie avec la vaccination, la désensibilisation, ou immunothérapie spécifique,
consiste en 1’administration d’extraits allergéniques a posologie croissante, par voie sous
cutanée ou sublinguale. Les mécanismes impliqués dans I’induction de cette réaction
immunologique de tolérance demeurent encore largement inconnus. Néanmoins, il a été
démontré qu’il existe, pendant la désensibilisation, une réorientation des lymphocytes T
auxiliaires vers une réponse Thl. La diminution de la production d’IgE spécifiques et
I’augmentation de la production d’IgG4 contribuent également a expliquer 1’évolution de la
réponse a IgE au cours de I’immunothérapie spécifique. Ce concept de théorie humorale
repose sur des travaux expérimentaux, montrant que 1’activation des cellules cibles des
manifestations aigués de I’allergie, telles que les mastocytes et les basophiles, est régulée
négativement par le récepteur de faible affinité pour les IgG, FccRIIb. La modification de la
balance IgE/IgG4 pourrait étre a 1’origine d’une moindre dégranulation des mastocytes, la
diminution de concentration des IgE a la surface membranaire diminuant la probabilité de
coagrégation des FCERI, et donc de dégranulation (Girodet et Tunon de Lara, 2007).
5.3. Autres thérapies
5.3.1. Antagonistes des récepteurs des leucotriénes
Les Antagonistes des récepteurs des leucotrienes (ARLT) sont des médicaments qui
bloguent certaines substances chimiques intervenant dans la réaction allergique. Leurs
principal effet est de détendre les muscles respiratoires qui se resserrent pendant une réaction
allergique. C’est pourquoi ces agents peuvent étre particulierement utiles pour les personnes
atteintes d’asthme causé par des réactions allergiques, de méme ces médicaments servent

aussi a traiter la rhinite allergique (FPAGC, 2016).
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5.3.2. Stabilisateurs des mastocytes
Ce type de médicaments cible une autre partie de la réaction allergique dans le but de
réduire I’inflammation et soulager les symptomes. Ils peuvent étre utilisés pour soulager la
rhinite allergique (congestion nasale et respiration sifflante) qui s’accompagne d’une
conjonctivite allergique (larmoiement/démangeaison oculaire) (FPAGC, 2016).
5.3.3. L’épinéphrine
L’adrénaline (épinéphrine) est le seul traitement du choc anaphylactique avant
I’hospitalisation. Pour une diffusion meilleure et plus rapide, 1’injection se fait par voie
intramusculaire
Présentation de quelques exemples :
e Adrénaline Aguettant® et Renaudin® : 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ ml, 1 mg/ml.
e Seringue préremplieAnahelp® 1 mg/ml (0,25 ml par ailette cassée).
e Stylo Anapen® (0,15 mg/0,3 ml ou 0,3 mg/0,3 ml) (auto-médication en cas
d’anaphylaxie alimentaire et aux hyménoptéres) (Raffard et Partouche, 2008)
5.3.4. Les corticostéroides :
Les corticostéroides sont des médicaments qui peuvent avoir un effet puissant
d’atténuation de I’inflammation dans divers foyers de I’organisme. Ils sont I’un des principaux

agents de traitement a long terme de 1’asthme (FPAGC, 2016).
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Cette partie comporte deux études distinctes. Une étude rétrospective des allergies
alimentaires et respiratoires cas des patients diagnostiqués a 1’hopital Chahids Mahmoudi
(Tizi-Ouzou) et une étude expérimentale sur la résistance des membranes d’hématies

humainesa I’effet de deux métaux lourds « le plomb et le mercure ».

2.1. Etude rétrospective des allergies alimentaires et respiratoire cas des patients
diagnostiqués a I’hépital Chahid Mahmoudi (Tizi-Ouzou)
2.1.1. Matériel et méthodes
2.1.1.1. Echantillonnage

L’Etude rétrospective a été effectuée sur une cohorte de 173 patients ayant consultés au
laboratoire d’analyses Biochimiques et immunologiques de I’hopital Chahids Mahmoudi
(HCM) de la région de Tizi-Ouzou pondant la période allant de 2017 a 2022. Les résultats
des tests d’allergies concernent des patients homme et femme de tranches d’age comprises
entre 1 an a 80 ans. Tous les patients qui ont consulté présentaient des symptomes d’allergies,
de type: écoulement du nez, éternuements, démangeaisons, troubles cutanés (eczéma,
urticaire etc.), toux persistante, difficultés respiratoires, yeux qui piquent et larmoient.
2.1.1.2. Description du test utilisé pour le diagnostic des patients: Immunoblot pour
I’analyse desIgE spécifiques des allergenes alimentaires et respiratoires
2.1.1.2.1. Matériel biologique utilisé pour la détection des IgE
Des échantillons de sang sont prélevés par ponction veineuse sans ajout d’anticoagulants, 30
min aprés coagulation sang, le sérum est séparé par centrifugation a 4000g pendant 10 min.
L’échantillon peut étre conservé pendant deux semaines a une température comprise entre 2 et
8 °C.
2.1.1.2.2. Réactifs utilisés pour le test détection des IgE
Tampon tris contenant de tween qui est un tampon de lavage concentré (25x) avec un pH de
(7,4-7,6); Anticorps de détection (anticorps biotinyléanti-IgE humaines dissous dans du TBS
contenant 1 % de sérumalbumine bovine) ; streptavidine conjuguée a de la phosphatase
alcaline, solution de coloration (5-bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP), chlorure de
bleu de p-nitro-tétrazole (NBT)); solution de blocage des CCD ( trois glycoprotéine
différentes (bromélaine, peroxydase de raifort, ascorbate-oxydase)(AllergyScreen-instruction-
for-use, 2019) (Voir annexe 02).
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2.1.1.2.3. Appareillages utilisés pour le test détection des IgE
Bandelettes de test (Extrait naturels d’allergénes bruts sur membrane (dissous dans du tampon
TBS) (MEDIWISS AnalyticGmbH) ; Agitateur a bascule (MEDIWISS AnalyticGmbH) ;
Scanner improvio ¢ (MEDIWISS AnalyticGmbH) ; peigne de lavage et boite d’incubation
(MEDIWISS AnalyticGmbH) ; Vortex (AllergyScreen-instruction-for-use, 2019)(voir
annexe 02).
2.1.1.3. Méthodes de détection

2.1.1.3.1. Principe de la technique de détection par Immunoblot des IgE spécifiques
des allergenes alimentaires et respiratoires

Le test est un immunuoblot basé sur une immuno-détection, il permet une
détermination semi-quantitative des immunoglobulines E (IgE) circulants spécifiques d’un
allergene dans le sérum humain.

Le test est réalise sur des bandelettes prétes a I’emploi, constituées a la surface d’une
membrane de nitrocellulosecontenantdes extraits naturels d’allergénes. La bandelette est
placée dans une cuvette pour la reaction avec le sérum du patient. Ce dernier non dilué est
ajouté dans la cuvette a un volume approprié (signalé dans le Kit du réactif), incubé a
température ambiante (20-22 °C). Au cours de cette incubation les IgE spécifiques presents
dans le sérum du patient réagissent avec 1’allergéne correspondant et se lient a la membrane
de nitrocellulose, les anticorps non liés sont élimines par lavage, par la suite des anticorps de
détection sont rajoutés et incubés a la méme température, ils vont se lier sur les IgEdéjafixés,
ainsi qu’au controle de la procédure. Apres lavage, de la streptavidine conjuguée a de la
phosphatase alcaline est ajoutée pour la visualisation de la réaction et incubée a température
ambiante suivie d’un lavage, et enfin la coloration aboutissant a une réaction enzymatique
colorée spécifique de la phosphatase alcaline correspondant a un précipité sur la bandelette du
test. L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration des
IgEspécifiques de 1’échantillon de sérum. La lecture du résultat se fait directement au moyen
d’un scanner (improvio c)apres séchage complet de la bandelette (AllergyScreen-instruction-

for-use, 2019). La figure 06résume les différentes étapes de la réaction.
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Figure 06 : principe de P'immunoblot pour P’analyse des IgE
spécifiques d’un allergéne dans le sérum humain. Traduite de

(MEDIWISS AnalyticGmbH).

2.2. Evaluation de Peffet cytotoxique du plomb et du mercure sur I’hémolyse des
hématies humaines ainsi que I’effet anti-hémolytique de I’acide caféique :

La partie expérimentale de cette étude a éte réalisée au sein du laboratoire
pédagogique de Biochimie et du Laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et
Biotechnologies (LABAB) de la faculté des sciences biologiques et agronomiques de
I’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Le theme du stage s’est porté sur I’évaluation
de P’effet cytotoxique (hémolytique) du plomb et du mercure sur les hématies humaines en
présence ou pas de I’acide caféique. Des controles négatifs solution de NaCl (0,9%) et ces
contrdles positifs ou d’hémolyse totale induite par des détergents et une solution hypotonique

sont prévus pour la comparaison.
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2.2.1. Matériel et méthodes
2.2.1.1. Matériel :
» Materiel biologique :
Sang humain collecté par prélevement sur tube EDTA.
» Reactifs et produits chimiques utilisés :
NaCl 0,9 %, NaCl 0,2 %, Saponine 0,2 % (Sigma diagnostics), Buffer (tampon d’hémolyse),
Acétate de plomb (Pb(CH3COO) »), acétate de mercure (CsHsHgO4), Ethanol pur ; Ethanol 70
% ; acide caféique (Sigma).
» Appareillages utilisés :
Centrifugeuse (sigma), balance de précision (scout pro), vortex (HumanLab),
spectrophotometre UV (Thermo scientific /HELIOS EPSILON).

2.2.1.2. Méthodes :
» Préparation du concentré globulaire par lavage des hématies :
Le lavage des hématies a été effectue avec du NaCl 0,9 %. 2 ml du NaCl 0,9 % ont été
rajouté a 3ml du sang préleveé sur tube EDTA puis centrifugé a 600 g pendant 5 min. Le culot
a ¢té récupéré apres €limination du surnageant a 1’aide d’une pipette poire. Le lavage des

hématies a été répété 3 fois dans les mémes conditions.

» Préparation des solutions de métaux lourds :
Les solutions méres de métaux lourds (mercure/plomb) ont été préparées en pesant 5
mg de chaque produit. Les quantités pesées ont été dissoutes dans 5 ml du NaCl 0,9 % puis

homogénéisées a I’aide d’un vortex

» Criblage de molécules hémolytiques :
Avant de passer au test de réesistance membranaire des globules rouges plusieurs
molécules on était testées comme contrdles positifs :

e Saponine 2 % (Sigma diagnostics) : Glucoside extrait de diverses plantes
(saponaire, bois de Panama, nielle des blés, feuille de lierre, etc.), dont la
solution aqueuse mousse par simple agitation, qui est dottée de propriétés
émulsionnantes et possede une action hémolytique.

e H>O : solution hypotonique vis-a-vis d’érythrocyte, celui-Ci passe dans un état

de turgescence (gonflement) puis cette cellule éclate sous I’effet de la pression.

29



Partie 11 Partie pratique

e Tampon de lyse : solution préte a ’emploi utilisée pour la lyse des cellules
pour des expériences en biologie.

e NaCl 0,2 % : solution hypotonique vis-a-vis d’érythrocyte, celui-ci passe dans
un état de turgescence (gonflement) puis cette cellule éclate sous I’effet de la
pression.

Une seule molécule est utilisée comme contrble négatif: le NaCl 0,9 % qui permet de

reproduire les conditions physiologiques donc il n y’aura pas d’hémolyse.

> Préparation des tubes pour le test hémolyse en présence du Mercure et du plomb

Six séries de tubes ont été préparées, dont chacune comporte 6 tubes, un volume de 40 pl
d’hématies purifiées est utilis¢ dans tous les tests d’hémolyse et les conditions de I’expérience
sont les suivantes :

Ctrl+ : contrdle positif hemolyse totale (Nacl 0,2 %)

Ctrl- : controle négatif pas d’hémolyse (NaCl (0,9 %)

Les concentrations en métaux lourds Plomb et Mercure utilisées pour notre étude sont 10, 25,

50 et 100 (pg/ml), toutes les dilutions ont été préparées dans du NaCl (0,9 %).

Les différentes series ont été incubées a température ambiante pendant 2 heures, une
centrifugation a 600 g pendant 10 min a été effectuée, et les surnageants ont été récupeérés. La
lecture des densités optiques pour toutes les conditions ont été realisées a 1’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm.

Les résultats de cette étude sont exprimés en Ratio (%) et qui est calculé par la formule

suivante :

Ratio (%)= (M1/Mo) x100

M : la densité optique des traités ;

Mo : la densité optique du control positif
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> Préparation de I’acide caféique
2 mg d’acide caféique ont été pesée et dissous dans 200ul d’éthanol pur, le mélange a

été homogeéneisé jusqu’a la solubilisation compléte de ce dernier. 800 ul du NaCl 0,9 % ont
été ajouté pour avoir un volume final de 1 ml.

> Préparation du test d’hémolyse en présence d’acide caféique
Six séries de tubes ont été préparés, dont chaque série comporte 7 tubes, un volume de 40 pl
d’hématies purifiées est utilisé dans tous les tests d’hémolyse et les conditions de I’expérience
sont les suivantes :
Ctrl+ : contréle positif hémolyse totale (Nacl 0,2%)
Ctrl- : controle négatif pas d’hémolyse (NaCl (0,9 %)
Les concentrations en acide caféique choisies pour notre étude sont 10, 20, 40, 80 et 100
(1g/ml), toutes les dilutions ont été préparées dans du NacCl (0,9 %)
Les différentes seéries ont été incubées a temperature ambiante pendant 2 heures, une
centrifugation a 600g pendant 10min a été effectuée, et les surnageants ont été récupérés dans
les cuves de lecture. La lecture des densités optiques ont été réalisées a I’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde 540 nm.

» Evaluation de I’effet de I’acide caféique en présence du mercure
Six séries de tubes, dont chacune comporte 7 tubes. Un volume de 40 ul d’hématies purifiées
auquel on a ajoutés des volumes de NaCl 0,9 %, d’acide caféique sus citées et du mercure a
50 pg/ml. Aprés 2 heures d’incubation a tempeérature ambiante, une centrifugation des tubes
est faite a 600g pendant 10 min.
Le surnageant est récupéré, I’hémolyse est quantifiée par la lecture de la densité optique a
540nm. Cette Do est relative aux taux d’hémoglobine libéré.
Les résultats de cette exposition, sont exprimés en Ratio qui est calculé selon la formule

suivante :

% de protection = [(DOc -DOa)/ DOC] x 100

DO a: Densité optique en présence de ’acide caféique.

DO c : Densité optique du contrdle positif.
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I11. Résultats et discussion

3.1. Résultats de I’étude rétrospective des allergies alimentaires et respiratoires
3.1.1. Prévalence des allergies

L’étude rétrospective effectuée sur une cohorte de 173 patients ayant consultés a
I’h6pital Chahid MAHMOUDI(HCM), a révélé la présence de 51,44% cas positifs ce qui
correspond a 89 cas allergiques aux différentes allergies du panel utilisé et 48,55% sont
négatifs ce qui correspond a 84 cas non allergiques au méme panel sachant que ces derniers
présentaient des symptémes d’allergie qui sont de type : écoulement du nez, éternuements,
démangeaisons, troubles cutanés (eczéma, urticaire...etc.), toux persistante, difficultés
respiratoires, yeux qui piquent et pleurent. Les résultats obtenues peuvent étre expliqués par

I’absence de I’allergéne ou des allergénes en question au niveau du panel utilisé ce dernier est
compose de 30 allergenes voir annexe numéro 01.
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Figure 07 : Pourcentage des patients positifs et négatifs au test d’allergie

3.1.2. Prévalence des différents types d’allergies

L’histogramme obtenu en figure 08représente le taux des 3 types d’allergies retrouvées
chez les patients positifs. On retrouve parmi les cas positifs des patients qui présentent une
positivite a des allergenes alimentaires, d’autres aux allergénes respiratoires et enfin des

patients qui présentent une positivité avec les deux types d’allergénes alimentaires et
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respiratoires ces dernier ont été diagnostiqués par le panel mixte qui contient un mélange des
deux types d’allergénes (voir annexe 01). L’étude a révélé que la fréquence des allergies
respiratoires est plus importante que les deux autres type d’allergies .Cela peut étre expliqué
par le fait que les allergénes respiratoires sont de provenances diverses. En effets, nous
somme de plus en plus exposés aux allergénes perannuelles comme les acariens, les

moisissures et les phanéres d’animaux ainsi que les allergénes saisonniers, comme le pollen

(Barnig et Casset, 2012).
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Figure 08 : Prévalence des allergies alimentaires, respiratoires et mixtes

AA : Allergies alimentaires ; AR : Allergies respiratoires ; AM : Allergies mixtes

3.1.3. Prévalence des allergies en fonction des années

L’étude rétrospective en fonction des années effectuée sur une cohorte de 173 patients
a révélé que en 2017 le taux d’allergie était trés faible soit 4,44 %, soit 4 patients qui ont
consulté pour une allergie, suivi par une tres forte augmentation du taux soit 24,44% en 2018,
la prévalence des allergies s’est stabilisée en 2019 a 2022. Cette augmentation peut étre
expliquée par la survenue de la covid-19 ou les personnes consultaient plus pour leurs
allergies a 1’hopital par peur d’une éventuelle contamination. Certains des symptomes
d’allergie ressemblaient a ceux du coronavirus comme la toux, que ce soit chez

I’adulte comme chez I’enfant. En revanche, la perte partielle ou totale de I’odorat et/ou godt
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est un symptome trés spécifique a la covid-19, et n’a pas de lien avec une allergie. Le
coronavirus peut notamment provoquer des réactions cutanées comme des démangeaisons sur
les mains ou le corps (urticaire) qui rappellent une allergie. Les yeux irrités sont une autre
manifestation possible de la covid-19, tout comme les allergies. Au début de la pandémie,
certains patients ont présenté un érythéme sur le visage et ont cru qu’il s’agissait d’une
allergie alors qu’ils étaient atteints de covid-19.Par ailleurs, les réactions cutanées peuvent
étre un symptdme psychosomatique du stress ou de I’anxiété qui peuvent étre exacerbés en

période de Covid-19 ou de confinement (Shaker etal., 2020).

Tableau V11 : Pourcentage des patients ayant consultés pour une allergie de 2017 a 2022

Année Nombre_ c_ie cas | Pourcentage
Positif (%)

2017-2018 4 4,44 %
2018-2019 22 24,44 %
2019-2020 21 23,33 %
2020-2021 21 23,33 %
2021-2022 21 23,33 %

Total des.patients 89 100 (%)
allergiques

3.1.4. Prevalence des allergies en fonction des saisons

L’histogramme de la figure 09représente le pourcentage des patients allergiques en
fonction des saisons. Les résultats de cette étude ont démontré que les cas d’allergies
survenaient majoritairement au printemps avec (32,58 %), suivi par I’hiver avec (25,84
%)puis un faible taux d’allergies en été avec(17,89 %). Ces résultats peuvent étre expliqués
par le fait que le printemps est la saison de floraison et de la propagation du pollen. En effet,
le pollen est responsable de 50 a 90 % des allergies saisonnieres. On parle alors de rhinite

allergique saisonniere (Demers, 2013).
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Figure 09 : Pourcentage des allergies en fonction des saisons

3.1.5. Les allergies alimentaires
3.1.5. 1.Prevalence des allergies alimentaires en fonction du sexe

Les cylindres représentés en figure 10 montrent que les allergies alimentaires sont beaucoup
plus fréquentes chez le sexe masculin que chez le sexe féminin, diverses études ont montré
qu’avant la puberté, les garcons sont les plus touches par les allergies alimentaires par rapport
aux filles contrairement a ’age adulte ou les femmes sont les plus touchées par ce type

d’allergie. Cette différence serait probablement liée aux hormones sexuelles (Shah, 2012).
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Figure 10 : Prévalence des allergéenes alimentaires selon le sexe
3.1.5. 2. Prévalence des allergenes alimentaires

La figure 11 montre que le trophallergéne le plus répondu pour la population étudiée
est le blanc d’ceuf avec un pourcentage de 36,36% suivi en second rang par le lait de vache
avec un pourcentage de 22,73%.Le blanc d’ccuf contient les principaux éléments
allergéniques :ovalbumine (58% du blanc d’ceuf), ovomucoide (11%), conalbumine (14%),

lysozyme (3,4%). Les jeunes enfants sont les populations a fort risque (Bentenni, 2013).
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Figurell : Prévalence des allergies selon le type d’allergéne alimentaire

2.1.5.3. L’age et les allergies alimentaires

La tranche d’age la plus touchée par les allergies alimentaires est de une année a 15
ans, suivie par la tranche d’age de 26 a 45 ans tandis que les groupes d’ages de 16 a 25 ans et
de 46 a 65 ans sont pratiquement similaires, enfin le groupe d’age de 66 a 80 ans n’est pas
touché par les allergies alimentaires. Ce qui peut étre expliqué par le fait que la prévalence des
maladies allergiques est plus éleveée chez les jeunes patients par rapport aux sujets agés
(Larsen et al., 2016).

m [1-15] ans

m [16-25] ans
= [26-45] ans
m [46-65]ans
m [66-80]ans

Figure 12 : Fréquence des allergies alimentaires en fonctiond’age
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3.1.6. Les allergies respiratoires
3. 1.6.1. Prévalence des allergies respiratoires en fonction du sexe

Sur un échantillon de 173 patients diagnostiqués, on trouve 43 sujets positifs aux
allergies respiratoires soit environ 24,86% dont 10,4% sont des hommes tandis que 14,45%
sont des femmes donc ses derniéres sont plus exposées aux allergies respiratoires. Comparant
nos résultats aux résultats trouvés par Lahiani et al.(2020) parmi les 1461 personnes
diagnostiqués, 622 hommes étaient positifs soit 42,57 % et 839 femmes étaient positives soit
57,42 % ; ce qui confirme nos résultats.

Une hypothese a était mise en place, disant que les hormones sexuelles males, les
androgénes, agissent sur les cellules immunitaire récemment mise en cause dans 1’asthme

allergique en bloquant leur développement et leur multiplication (Laffont et al.,2018).
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Figure 13 :prévalence des allergenes respiratoires selon le sexe
3.1.6.2. La preévalence des allergénes respiratoire

Ce résultat présenté en figure 14 montre que le pneumallergéne le plus présent dans la
population étudiée est le Dermpteronysssinus avec un pourcentage de 40,91% suivi
d’Alternariaalternataavec un pourcentage de 34,09%, puis le Derm farinae avec 29,55% ce
qui montre que les pneumallergenes les plus répondus sont les acariens

(Dermpteronyssinus/Derm farinae). L’étude établie par Lahianiet al.(2020)a confirmé que les
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acariens (Dermpteronyssinus/Derm farinae) sont les plus répondus avec des pourcentages de
29,22 % et 25,05 % respectivement cela peut étre expliqué par le degré d’exposition aux
allergénes sachant que les acariens sont perannuels présents dans la poussiere des maisons
(Baring et Casset, 2012).
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Figureld : Prévalence des allergies selon le type d’allergéne respiratoire

3.1.6.3. La Prévalence des allergies respiratoires en fonction de I’age

Les résultats de la prévalence des allergies respiratoires en fonction de I’adge est
représentée en figure 15démontrent que la tranche d’age allant de 26 a 45 ans est le plus
exposeée aux allergies respiratoires, et que les tranches d’ages allant de 1al15 ans ; 16 a 25
ans et 46 a 65 ans sont touchés de la méme fréquence, tandis que la tranche d’age allant de 66
a 80ans est la moins exposée aux allergies respiratoires. Selon 1’étude de Lahiani et al. (2020),

il a été constaté que les jeunes adultes (<16 ans et 16 a 40 ans) étaient les plus sensibilisées
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queles groupes d’age> 40 ans. Ceci est probablement di au fait que la marche atopique,
désigne le développement progressive des maladies qui sont associées aux allergies, est la
principale raison de I’écart entre la prévalence de la sensibilisation allergique des enfants que

celle des adultes.

m [1-15] ans

m [16-25] ans
m [26-45] ans
m [46-65] ans
= [66-80] ans

Figurel5 : Fréquence des allergies respiratoires en fonction d’age

3.1.2.7. Les allergies mixtes :

Concernant les allergies mixtes, la figure 16, montre que I’allergéne le plus présent
dans la population étudiée est le Dermpteronyssinus avec un pourcentage de 52,17% suivi du
blanc d’ceuf et 1’arachide avec un pourcentage de 34,43%, puis le Derm farinae, graminées
céréalieres, o-lactalbumine avec 30,43% ensuite on retrouve les caséines, l’olivier |,
Alternariaalternata et Aspergillus fumigatus avec 21,74%. La présence d’une allergie
alimentaire et d’une allergie respiratoire au méme temps peut étre expliquée par une similarité
moléculaire entre les allergenes majeurs ce qui induit une réactivité croisée entre les deux

allergenes citant par exemple le syndrome pollen-fruit (Kanny, 2020).
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Figure 16 : Prévalence des allergies mixtes de type alimentaires et respiratoires
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3.2.Evaluation de P’effet cytotoxique du plomb et du mercure sur la résistance
membranaire des hématies humaines ainsi que D’effet anti-hémolytique de I’acide

caféique.

3.2.1. Criblage des molécules hémolytiques
Avant d’étudier I’effet cytotoxique des deux métaux lourds, quelques molécules hémolytiques
ont été testées afin de choisir la meilleure pour les utiliser comme control positif. Selon
I’histogramme obtenu la meilleure molécule hémolytique est le NaCl 0,2 % car on a eu avec

cette derniere le taux d’hémolyse le plus important comparé aux autres.
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Controle Nature des molécules hémolytiques

Figure 17 : Taux d’hémolyse avec les différentes molécules hémolytiques.

3.2.2. Effet cytotoxique des métaux lourds

Afin d’évaluer I’effet du plomb et du mercure sur les hématies, ces dernic¢res ont été
exposées a des concentrations croissantes de I’acétate du plomb et de ’acétate du mercure.
Les résultats de cette exposition des érythrocytes au Pb et Hg sont représentés dans des
histogrammes, ils sont exprimés en Ratio dont la formule est mentionnée dans la partie
matériel et méthodes.

3.2.2.1. Effet cytotoxique du plomb

Selon I’histogramme obtenu apres exposition des cellules au Pb, il a été remarqué que
ce dernier ne semble pas induire I’hémolyse des hématies méme a des concentrations élevées
(100pg/ml), en effet a forte concentration (100pg/ml), le taux d’hémolyse est inférieur a 15
%.
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Ce résultat peut étre expliqué par le fait que 90% de la concentration utilisée du plomb est
fixée sur les hématies sous forme non diffusible (Danel, 1997).

La toxicité hématologique n'apparait que pour des expositions trés élevées en plomb.
L’intoxication par le plomb entraine des perturbations hématologiques, portant
préférentiellement sur la lignée érythrocytaire. L'anémie, définie comme la baisse du taux
d'hémoglobine, apparait pour une valeur de la plombémie supérieure a 400 pg/L. Au cours du
saturnisme aigu, on observe une anémie hémolytique, alors que le saturnisme chronique

entraine une anémie microcytaire, avec un déficit en fer souvent associé (Chanel et al., 1999).
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Figure 18 : Effet cytotoxique du plomb sur les hématies aprés 2 heures d’incubation ;
ctrl+ : Hémolyse totale avec NaCl 0,2 % ; ctrl- : pas d’hémolyse avec NaCl 0,9 % ; 10,
25, 50, 100 pg/ml : concentrations testées de plomb.

3.2.2.2. Effet cytotoxique du mercure

L’histogramme obtenu apres exposition des cellules au mercure figure (20) indique
que I’hémolyse des hématies en présence de mercure est dose dépendante, en effet, a
100pg/ml le taux d’hémolyse est d’environ 70 %. Ce resultat peut étre expliqué par le fait que
les risques de toxicité commenceraient a partir de 10 a 20 pg/l et que la toxicité apparait a
50ug du mercure (Miquel, 2001). Le mercure interagit avec la surface de la cellule ce qui
augmente la perméabilité aux cations, I’inactivation des enzymes des membranes et au fur et a
mesure que le metal pénetre dans la cellule, d’autres effets se produisent tels que

I’inactivation des enzymes protégeant 1’érythrocyte des dommages oxydatifs, diminution de la
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teneur en glutathion, augmentation de I’activité pro-oxydante de I’hémoglobine. Tous ces
évenement se résument a trois effets finaux : augmentation de la pression osmotique a
I’intérieur de la cellule, diminution de I’activité anti oxydante des membranes et augmentation
de I’activité pro oxydante du cytosol conduisant a la destruction de la membrane des hématies
qui est combinée a I'augmentation de la pression osmotique, provoquant la rupture des

membranes et la libération d’hémoglobine, c’est-a-dire hémolyse (Ribarovet al., 1983).

120

100 -

80

60

40 - |

20 -
0 [ |

ctrl+ ctrl- 10 25 50 100
Concentration du mercure en (ug/ml)

1
—

Pourcentage d'hémolyse (%)

Figure 19 : Effet cytotoxique du mercure sur les hématies aprés 2 heures d’incubation ;
ctrl+ : Hémolyse totale avec NaCl 0,2% ; ctrl- : pas d’hémolyse avec NaCl 0,9 % ; 10,

25, 50, 100 pg/ml : concentrations testées du mercure.

3.2.2.3. Comparaison de la toxicité du Pb et de ’Hg sur les hématies :

Afin de mesurer le degré de toxicité de chacun des métaux lourds étudiés, une courbe
dose réponse est tracée pour chaque meétal (figure 21).

La figure 21 représente le taux d’hémolyse (%) en fonction des concentrations
croissantes des deux métaux lourds Pb et Hg. Les courbes indiquent que I’'Hg est plus
hémolytique pour les hématies que le Pb, car a 50 pg/ml on a environ 40 % d’hémolyse pour
le mercure, contrairement au plomb ou ona obtenu que 9 % d’hémolyse, ce qui indique que
les hématies sont plus sensibles au mercure. Il s’avere donc que I’Hg est le métal le plus
toxique pour les hématies comparé au Pb.

En effet, la toxicité d’un élément est directement liée a sa forme chimique ainsi que la
solubilité de I’élément en question (Pichard, 2000). Le mercure grace a sa lipophilie traverse
mieux les bicouches lipidiques (Gutknecht, 1981) et induit un effet rapide et plus toxique que

celui de plomb qui nécessite parfois des transporteurs (Schechter, 2004).
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Figure 20 : Courbe comparative de I’effet cytotoxique du plomb et du mercure sur les
hématies ; ctrl-: pas d’hémolyse avec NaCl 0,9% ; 10, 25, 50, 100 pg/ml :

concentrations testées du mercure et de plomb.

3.2.3. Evaluation de P’activité anti-hémolytique de I’acide caféique seul

L’acide caféique ou acide hydroxy cinnamique fait partic des polyphénols. Les graines
de cafés sont la source principale de cet acide mais on peut aussi le trouver dans diverses
plantes telles que : les fruits secs, menthe verte, origan, cannelle, noix de muscade et les
olives noires. L’acide caféique comme tous les autres polyphénols, posseéde des propriétés
anti-oxydantes qui peuvent ralentir le stress oxydatif dans le corps et combattre les radicaux
libres, de plus I’acide caféique est reconnu aussi par ses propriétés anti cancéreuses
(Manzaretal.,, 2022). De méme ce polyphénol possede aussi des propriétés anti-
inflammatoires (supprimer les enzymes inflammatoire) (Armutcu et al., 2015) , agit sur le
diabéte en augmentant le taux d’insuline dans le sang, il abaisse la glycémie et réduit le
risque de caillot sanguin dangereux et diminue les taux des triglycérides qui sont associées

aux artéres obstruées et aux maladies cardio- vasculaires (Manzar et al.,2022).

Les résultats du traitement des hématies avec des concentrations croissantes d’acide

caféique sont représentés dans la figure 21.
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Comparant le control négatif qui ne contient pas d’acide caféique avec les autres
concentrations (10 ; 20 ; 40 ; 80 ; 100ug/ml) le taux d’hémolyse est le méme que ce soit pour
le control négatif ou pour les autre concentrations qui est inférieur a 5%. Cela peut étre
expliqué par le fait que I’acide caféique est un polyphénol comportant des propriétés anti
oxydantes (Teixiera et al., 2013).
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100 -
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ctrl+ ctrl- 10 20 40 80 100
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Figure 21 : Effet de I’acide caféique sur les hematies ; ctrl+ : hemolyse totale avec NaCl
0,2 %; ctrl-: pas d’hémolyse avec NaCl 0,9 % ; 10, 20, 40, 80, 100 pg/ml:

concentrations d’acide caféique testées.

3.2.4. Activité anti-hémolytique de I’acide caféique en présence du mercure

A) observation a I’ il nu
Une observation directe des résultats est faite a 1’ceil nu, le surnageant du control

positif dont les hématies sont traitées par le NaCl 0,2 % est de couleur rouge c’est-a-dire
I’hémolyse est a 100 %, par contre au niveau du control négatif ou les hématies sont traitées
avec du NaCl 0,9 %, il y a eu apparition d’un culot et le surnageant est transparent.
Comparant les tubes traités avec les différentes concentrations d’acide caféique (10, 20, 40,
80,100 pg/ml) en présence de 50 pug/ml de mercure, on constate un culot au fond des tubes ce
qui explique la présence de quelque hématies encore vivantes ainsi un surnageant moins dense

que le control positif cela veut dire que I’hémolyse est moins forte.
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Control+ Control - 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml - 100 pg/ml

Figure 22 : Photo originale de ’hémolyse des hématies en présence de ’acide caféique
et du mercure ; Control+ : hémolyse total avec NaCl 0,2 % ; Control - : pas d’hémolyse
avec NaCl 0,9 % ; 10, 20, 40, 80, 100 pg/ml : concentrations d’acide caféique testées.

B) Traitement des résultats

Afin d’évaluer Dleffet anti-hémolytique de 1’acide caféique, les hématies ont été
exposées a des concentrations croissantes d’acide caféique en présence de 50 pg/ml de
mercure. Les résultats de cette exposition sont représentés dans la figure 23, ils sont exprimés
en Ratio dont la formule est mentionnée dans la partie matériel et méthodes.

La figure 23 représente le taux de protection de I’acide caféique contre I’hémolyse
induite par 50 pg de mercure, dont on remarque que le taux de protection est significatif avec
les concentrations de 1’acide caféique, plus la concentration augmente plus le taux de
protection augmente, par exemple, avec 100 ug d’acide caféique le taux de protection est

d’environ 80 %.
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Figure 23 : Taux de protection de I’acide caféique en présence de 50ug/ml de mercure ;
ctrl- : pas d’hémolyse avec NaCl 0,9% ; 10, 20, 40, 80, 100 pug/ml : concentration d’acide
caféique.

Pour mieux observer I’effet protecteur de ’acide caféique nous avons établi une
courbe comparative (Figure 24) entre le taux d’hémolyse induit par le mercure en présence
d’acide caféique et le taux d’hémolyse induit par le mercure seul. Le résultat de la
comparaison montre une diminution du taux d’hémolyse d’environ 20 % par ’acide caféique.
Cette diminution est due au fait que 1’acide caféique posséde un role protecteur et la capacité
de stabiliser la membrane du globule rouge contre la lyse osmotique. Cette activité est due a la
répartition des composés phénoliques dans les membranes cellulaires ce qui induit la
diminution de la fluidité membranaire des érythrocytes génant ainsi la diffusion des radicaux

libres en diminuant la cinétique des réactions radicalaires (Suwalsky et al., 2007).
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Figure 24: Courbes comparatives de taux d’hémolyse induit par le mercure seul et en

présence de I’acide caféique ; ctrl- : absence d’hémolyse avec NaCl0,9 % ; 10, 20, 40, 80,

100 pg/ml : concentrations d’acide caféique testées.
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Conclusion :

Dans ce travail nous nous sommes intéressés en premier lieu a 1’étude rétrospective sur la
prévalence des allergies dans la wilaya de Tizi-Ouzou. L’étude a révélé que la prévalence des
allergies respiratoires est plus importante en comparaison avec les autres types d’allergies.
L’allergéne majeur dans les allergies respiratoire étant le Dermatophagoides pteronyssinus,
qui est une espece d’acarien invisible a I'ceil nu la plus fréquemment rencontrée dans la
poussiére de la maison (70 a 80 %). Cet acarien prolifere dans les milieux chauds (20 a 30 °C)
et humides et se nourrit de débris organiques (poils, cheveux, déchets alimentaires,
moisissures...). Il affecte la tranche d’age allant de 26 a 45 ans et qui touche le sexe féminin
en particulier. Les allergies alimentaires, viennent en second rang apres les allergies
respiratoires. L’allergéne majeur dans ce type d’allergie est le blanc d’ceuf, il affecte
généralement les enfants du sexe masculin &gés entre une année et 15 ans et qui touche le sexe
masculin en particulier. Quant aux allergies mixtes, elles sont répondues spécialement chez

les enfants d’un an a 15 ans de sexe féminin.

En conclusion les allergénes les plus répondues dans la région de Tizi-Ouzou peuvent étre

classés comme suit :

Pour les allergies alimentaires on retrouve : le blanc d’ceuf (36,36 %) > le lait de vache (22,
72 %) >le jaune d’ceuf (18,18 %) >la noix / noix de cajou (9,09 %) ;

Pour les allergies respiratoires on retrouve : Dermatophagoides pteronyssinus (40,91 %)
>Alternaria Alternata (34,09 %) >Dermatophagoides farinae (29,55 %) >Olivier (25 %).

En ce qui concerne la deuxiéme partie, on s’est intéressé a I’étude des effets des métaux
lourds (plomb et mercure) sur les hématies humaines et la détermination de I’activité anti
hémolytique de I’acide caféique. Le passage au laboratoire nous a permis dans un premier
temps d’établir un protocole d’isolement des hématies de sujets sains et leur exposition directe
a des concentrations croissantes de plomb et de mercure seuls et en présence de I’acide
caféique afin de déterminer I’activité protectrice de ce dernier vis-a-vis de 1’hémolyse

provogué par ces métaux lourds.

Les résultats de ce test ont démontré que le mercure est le métal qui possede le pouvoir
hémolytique le plus important. En effet 1’hémolyse des hématies augmente de fagon
proportionnelle avec 1’augmentation de la concentration de ce dernier, contrairement au

plomb qui ne présente pas d’effet hémolytique significatif. A travers cette étude nous avons
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également démontré I’effet anti hémolytique de I’acide caféique car il a exercé un effet

protecteur tres intéressant sur les membranes des hématies.

Nous pouvons conclure par cette étude que I’activité hémolytique provoquée par les
métaux lourds notamment le mercure peut étre réduite grace a I’activité de 1’acide caféique.
Ce polyphénol retrouvé dans le régne végétal (ail, menthe, café, olive...) est utilisé aussi pour

des applications thérapeutiques et préventives de plusieurs types de maladies.

Ce travail peut étre considéré comme un point de départ pour d’autres travaux de recherche
qui explore les différentes propriétés intéressantes de biomolécules pures comme celle de
I’acide caféique. Il serait intéressant dans le futur d’approfondir cette étude avec des

techniques plus poussées et de réaliser :

e Une détermination des mécanismes reels de ces activités ;

e Une ¢tude des autres propriétés biologique de ce polyphénol a savoir I’activité anti
bactérienne, anti virale et I’activité anti inflammatoire et anti tumorale ;

e Etude in vivo sur des modeles murins afin de déterminer les paramétres pharmaco

cinétiques et pharmaco dynamiques.
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Annexes

Annexe n° 01 : PANEL ALLERGIE

Panel 30 Food MAG Panel 30 Mix MAG Panel 30 Resp MAG
— | Controle (Ctr) Contrdle (Ctrl) Contréle (Ctri)
— | Lait de vache (f2) Derm. pteronyssinus (d1) Derm. pteronyssinus (d1)
— | Blanc d'oeuf (f1) Derm. farinae (d2) Derm. farinae (d2)
— | Jaune d'oeuf (f75) Lait de vache (f2) Cypres (123)
— | Arachide (f13) a-Lactalbumine (f76) Olivier (19)
— | Sésame (f10) B-Lactoglobuline (f77) Mimosa (t19)
— | Noisette (f17) Caséine (i78) Eucalyptus (t18)
— | Amande (f20) Serum-albumine (e204) Dattier (1214)
— | Noix/ Noix de cajou (f256_f202) Blanc d'oeuf (1) Fréne (t15)
— | Cacao (f93) Jaunedoeuf(f75) .. Chéne(tr) . [
— | Soja (f14) Soja (f14) Platane (111)
— | Meélange d'agrumes (fx10) Cacao (f93) Graminées fourragéres (gx7)
— | Fraise (f44) Noisette mix CHN2 (fnutCHN2) Graminées céréalieres (geerTUN)
— | Tomate (f25) Arachide (f13) Pariétaire (w21)
— | Pomme (f49) Kiwi (f84) © Armoise (w6)
— | Péche (f95) Then, Sardine, Maquereau, Cabillaud (fishTUN2)  Ambroisie (w1)
— | Céleri (f85) Sésame (f10) Franseria acanthicarpa (w3)
— | Pommes de terre (f35) Crevette (f24) Plantain (w3)
— | Lentille (f235) Fraise (f44) Chonopode (w10)
— | Oignon (f48) Pomme, Péche (f49_f95) Marguente (w7)
— | Thon, Sardine, Maquereau (fishTUN)  Graminées fourragéres (gx7) Aspergillus fumigatus (m3)
— | Morue (Cabillaud) (f3) Graminées céréaliéres (gcerTUN) Alternaria alternata (m6)
— | Banane (f92) Cypres (123) Cladosporium herbarum (m2)
— | Kiwi (f84) Olivier (19) Candida albicans (m5)
— | Poire (f34) Aspergillus fumigatus (m3) Penicillium notatum (m1)
— | Avocat (f96) Alternaria alternata (m6) Chat (e1)
— | All(f47) Chat (et) Chien (e5)
— | Pignon (f253) Chien (e5) Cheval (e3)
— | Crevette (f24) Blatte (i6) Latex (k82)
— | Moule (f37) Latex (k82) Blatte (i6)
— | Meélange de CCD (ccdx) Mélange de CCD (ccdx) Mélange de CCD (ccdx)

Disposition des extraits d'allergénes bruts sur les bandelettes de test.

Fre_AlleisaScreen Panel 30 TUN 1, 30 Occ TUN, 30 Food MAG, 30 Mix MAG, 30 Resp MAG Version 2.0_2019-08-30
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Annexe n° 02 : MATERIEL IMMUNOBLOT
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Annexe n° 03 : SOLUTION DE BLOCAGE DES CCD

A

Mode d’'emploi

we] (€

Solution de blocage des CCD
[REF 0992

Supplément pour tests in vitro, dispositif médical selon la directive 98/79/CE, Annexe lll relative aux dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro

Avant la procédure de test, lire les modes d’emploi de la solution de blocage des CCD et du test in vitro appliqué. Respecter scrupul 1t le mode
d’emploi !

1. Généralités
La solution de blocage des CCD est un réactif contenant un mélange de protéines possédant des déterminants antigéniques glucidiques destiné & complémenter les

tests d'allergie in vitro.

2. Introduction

Les déterminants antigéniques glucidiques (CCD) sont des portions glucidiques de glycoprotéines qui induisent la production d'IgE spécifiques présentant une forte
réaction croisée (IgE anti-CCD). Un grand nombre d'allergénes sont des glycoprotéines contenant des portions glucidiques appelées N-glycanes ou O-glycanes. On
a constaté la présence de déterminants antigéniques glucidiques dans de nombreux types d'allergénes d'origine végétale tels que les pollens d'arbres, d’herbe ou de
graminées, les légumes, les fruits, les graines et le latex. Des déterminants antigéniques glucidiques sont également présents dans les venins d'insectes. La
présence d'IgE anti-CCD dans le sérum est dépourvue de signification clinique. La plupart de ces allergénes sont généralement bien tolérés par les patients qui
possédent des IgE spécifiques dirigées contre les déterminants antigéniques glucidiques ; on n'observe pas de résultats positifs au test cutané ni de symptomes
cliniques. Les IgE anti-CCD ont tendance & présenter de fortes réactions croisées, de sorte qu'un sérum contenant ces anticorps réagira positivement dans des tests
in vitro portant sur une grande variété d'allergénes. Il existe par conséquent un risque de diagnostic erroné d'allergie alimentaire, d'allergie au latex ou d'allergie aux
venins d'insectes, en particulier chez les patients allergiques au pollen. Une pré-incubation du sérum a analyser avec une solution de blocage des CCD contenant un
mélange de trois glycoprotéines présentant des déterminants antigéniques glucidiques différents (bromélaine, peroxydase de raifort et ascorbate-oxydase) améliore
le diagnostic d'allergie in vitro en blequant les IgE anti-CCD dans le sérum du patient. Il devient ainsi possible d'établir une distinction entre les véritables
sensibilisations et les sensibilisatiors cliniquement non significatives vis-a-vis de déterminants antigéniques glucidiques.

3. Indications

La Solution de blocage des CCD s'utilise pour inhiber les IgE anti-CCD dans les échantillons de sérum humain testés en vue de rechercher la sensibilisation d'un
patient vis-a-vis d'allergénes spécifiques au moyen de tests d'allergie in vitro mais ne constitue pas un outil de diagnostic in vitro pour I'accompagnement du
traitement. L'apparition d'IgE anti-CCD dans le sérum humain conduit souvent a des résultats faussement positifs pour n'importe quel test d'allergie in vitro car les
IgE dirigées contre ces portions d’une protéine ne sont généralement pas responsables de réactions allergiques. Par conséquent, un prétraitement des échantillons
de sérum humain avec la solution de blocage des CCD diminue I'occurrence de résultats faussement positifs pour de nombreux allergénes dans les tests d'allergie
in vitro.

4. Contenu de I'emballag
Contenu Application Substance(s) active(s) Conservateur Statut
Salution de blocage Uns g[é;in&@gtign de_s échanyillgr_ws A Trois glycoprotéines différentes (bromélaine,
des CCD de sérum avec ia solution de ptocag’e i p?a"l‘isxsf;ﬁs;@T de raifort, asca_?bate—ogjd’a‘s‘e‘;fava’c‘unb' z 0;09%'d'§zlde de Pré t & l'emploi
(600 piffiacon) des CCD bloque les IgE anti-CCD quantité différente de portion glucidique dissoutes sodium
dans le sérum analysé dans un tampon TBS
Mode d'emploi - - - -

5. Accessoires
Tubes de réaction appropriés pour mélanger le sérum a la solution de blocage des déterminants antigéniques, mélangeur de type vortex, pipette, chronometre de
laboratoire

6. Mise en garde et précautions (voir également INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES DE SECURITE)

- La solution de blocage des CCD doit étre manipulée exclusivement par des professionnels qualifiés et formés et n'est pas destinée a des autotests.

- Le présent produit s'utilise pour la pré-incubation d'échantillons de patients devant étre ultérieurement testés pour rechercher la sensibilisation d'un
patient vis-a-vis d'6666allergénes spécifiques au moyen de tests d'allergie in vitro. Pour cette raison, les échantillons en provenance de patients doivent
étre traités comme potentiellement infectieux et les précautions de sécurité appropriées doivent étre respectées.

- La solution de blocage des CCD contient de I'azide de sodium (0,09 %) en tant que conservateur. Eviter tout contact avec la peau ou les muqueuses.

- Aprés usage, I'utilisateur est personnellement responsable de I'élimination adéquate du produit.

Tous les réactifs et matériaux ayant été en contact avec des échantillons potentiellement infectieux doivent étre considérés comme potentiellement
infectieux et étre traités ou éliminés de maniére appropriée.

7. Conservation et stabilité

La solution de blocage des CCD doit étre conservée dans son emballage, a une température comprise entre 2 et 8°C. La stabilité de la solution de blocage des CCD
aprés ouverture est identique a la date de péremption figurant sur I'étiquette du flacon. Toute contamination microbienne doit étre évitée. La qualité n'est plus
garantie au-dela de la date de péremption. Le mélange de la solution de blocage des CCD et du sérum doit étre utilisé le jour de sa préparation. Toute contamination
de la solution de blocage des CCD par du sérum ou d'autres réactifs doit étre évitée.

8. Procédure

8.1 Pré-incubation du sérum avec la solution de blocage des CCD :

Avant utilisation, la solution de blocage des CCD et les échantillons de sérum doivent étre réchauffés a température ambiante (20-22°C). La solution de blocage des
CCD et les échantillons de sérum doivent étre soigneusement agités avant utilisation. On doit utiliser un tube de réaction distinct pour chaque sérum. Ajouter 10 % de
solution de blocage des CCD au sérum et mélanger soigneusement sur un mélangeur de type vortex (par exemple (AlleisaScreen®) : 270 pl de sérum (90 %) + 30 pl
de solution de blocage des CCD (10 %)).

Incuber a température ambiante (20-22°C) pendant 30 minutes, vortexer le mélange de temps a autre durant I'incubation, puis débuter la procédure de test
usuelle. Les résultats dépendent dans une grande mesure de la précision du pipetage et du respect de la température et des temps d'incubation.

8.2 Procédure de test
Lire le mode d'emploi du systéme de test in vitro utilisé avant de commencer. Procéder au test in vitro avec le sérum prétraité de la maniére habituelle.

9. Analyse et documentation
Consulter le mode d'emploi du systéme de test in vitro utilisé.

Fre_CCD-blocking-solution_Instructions-for-use_Version 2.0. 2019-11-25 1
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MODE D’EMPLOI

Annexe n° 04
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Annexes

Annexe n° 05 : MODE D’EMPLOI

Mode d'emploi

11.9. Quatriéme incubation

Pipeter 6 gouttes ou 250 I (AllergyScreen®) ou 300 pl (AlleisaScreen®) de solution de coloration sur chaque bandelette de test et incuber les bandelettes de test &
température ambiante et & l'obscurité sur un agitateur a bascule (par ex. ScreenShaker) pendant 20 minutes. Aprés la fin de l'incubation, arréter la réaction de
coloration en ringant briévement les bandelettes de test sous 'eau courante. Sécher ensuite les bandelettes de test & I'air ou a I'aide d'un séche-cheveux pour
accélérer la procédure de séchage. La coloration de fond bleu-violette disparait lors du séchage des bandelettes de test. Ne procéder a I'évaluation que lorsque les
membranes de nitrocellulose se trouvant dans le fond des cuvettes sont parfaitement séches. L'évaluation au moyen du scanner Improvio se fait immédiatement
aprés séchage complet de la bandelette de test au moyen.

Résumé de la procédure de test
. Laisser réchauffer les réactifs et les bandelettes de test a température ambiante (20-22°C) et agiter les réactifs avant utilisation.

B. Diluer le tampon de lavage concentré (25x) a 1/25 avec de I'eau distillée (a pH neutre).

C. Humidifier les membranes de test se trouvant dans les cuvettes avec du tampon de lavage. Ajouter 6 gouttes ou 250 pl (AllergyScreen®) ou 300 pl
(AlleisaScreen®) de chaque échantillon de sérum sur la bandelette de test correspondante. Incuber a température ambiante sur un agitateur a bascule
pendant 45 minutes.

D. Pour le lavage, orienter plusieurs fois le jet de tampon de lavage de la pissette sur les bandelettes de test tout en maintenant les bandelettes de test inclinées
vers le bas. Remplir plusieurs fois les cuvettes de tampon de lavage et les agiter & plusieurs reprises d'avant en arriere (6 a 7 fois).

E.  Ajouter 6 gouttes ou 250 pl (AllergyScreen®) ou 300 pl (AlleisaScreen®) d'anticorps de détection ; incuber a température ambiante sur un agitateur a bascule
pendant 45 minutes.

F.  Lavercomme décrita D.

G. Ajouter 6 gouttes ou 250 pl (AllergyScreen®) ou 300 pl (AlleisaScreen®) de streptavidine conjuguée ; incuber & température ambiante sur un agitateur a
bascule pendant 20 minutes .
Laver comme décrit a D.

=z

Ajouter 6 gouttes ou 250 i (AllergyScreen®) ou 300 i (AlleisaScreen®) de solution de coloration ; incuber & température ambiante et a I'obscurité sur un
agitateur & bascule pendant 20 minutes. Arréter la réaction en ringant brievement sous I'eau courante.
J.  Sécher parfaitement les bandelettes de test et procéder a I'évaluation avec le scanner Improvio.

12. Analyse

12.1 Etalonnage

L'étalonnage des tests AllergyScreen®AlleisaScreen® est basé sur la réactivitt d'un mélange de pollens de graminées sur les bandelettes de test
AllergyScreen®/AlleisaScreen® et sur les résultats d'un systéme de référence adéquat, lui-méme étalonné par rapport a la préparation d'IgE totales 75/502 de I'OMS.

La fonction dose-réponse logistique utilisée : Y = A1 + Az — Ai/1+10 (9 0*P et ses parameétres mathématiques ont été utilisés pour générer une courbe standard
interne fixe a utiliser avec les cartes de configuration spécifiques du panel pour évaluation par le logiciel B4C logiciel des scanners BioSciTec avec un systeme de
notation semi-quantitatif.

12.2 Configuration des bandelettes de test
Voir spécifications du kit de test.

12.3 Interprétation des résultats Plage Classe | Concentration en IgE spécifique de
I'allergéne

L'intensité de la coloration qui se développe apres le traitement est

directement proportionnelle a la quantité d’anticorps IgE spécifiques de < 0,35 Ul/ml 0 JAbsence ou traces
I'allergéne correspondant dans le sérum du patient. Une analyse semi- 0,35 - 0,69 Ul/ml 1 Faible

quantitative est effectuée en utilisant une carte de configuration =

spécifique du panel avec un scanner Improvio (BioSciTec, Francfort). 0,7 ~3,4 Ul 4 Augmenté

Les classes décimales de 0 a 6 ont été analysées avec les Ul/ml 3,56 = 17,4 Ul/ml 3 ISignificativement augmenté
calculées par une courbe standard systémique fixe. i A

Pour cela, on place la bandelette de test dans le tiroir du scanner 120=49.9. Uil 2 Elevé

Improvio et on mesure les intensités de coloration sur la bandelette de 150 — 100 Ul/ml 5 Trés élevé

test (voir aussi le mode d'emploi du scanner Improvio ; BioSciTec). > 100 Ul/ml 6 Extramenient dlevée

.
Pour tenir compte des variations de la teneur en IgE au sein d’une classe, les classes 1 a 5 sont subdivisées en 10 classes décimales. Les valeurs
> 100 Ul/ml ne sont pas subdivisées et sont groupées dans la classe 6.

12.4 Controle de qualité

Un contréle positif destiné a servir de contréle de la procédure qualitatif occupe la premiére position de chaque bandelette de test. Il permet de garantir la réalisation
correcte du test. Si une coloration n'apparait pas en position de test du contréle de la procédure, le test est non valide et doit étre répété avec une nouvelle
bandelette de test. Le contréle de la procédure doit fournir une valeur de classe 2 2,5.

Si ce n'est pas le cas, controler les points suivants : 1ére position
. Dates de péremption des composants du kit de test

Contamination des composants du kit de test

Solution de coloration (coloration anormalement intense)

Procédure de test et température correctes

Position horizontale de la boite d'incubation sur le agitateur & bascule (par ex. ScreenShaker)

Utilisation de la carte de configuration spécifique du panel adéquate

Positionnement correct de la bandelette de test dans le scanner Improvio (la ligne de contrdle doit étre correctement identifiée par le logiciel)

Des contrles de qualité interne et externe ne sont pas disponibles auprés de MEDIWISS Analytic GmbH. Des controles de qualité internes sont par exemple
disponibles auprés de DiaMex GmbH, Heidelberg (Optitrol Multiallergy).

12.5 Documentation

Les données de mesure sont également enregistrées pour chaque patient dans la base de données du logiciel d'analyse B4C du scanner Improvio et peuvent étre
récupérées.

Les résultats obtenus avec le scanner Improvio dépendent de la qualité de la procédure de test réalisée par le laboratoire.

Le logiciel est susceptible d'interpréter a tort les trainées, points ou peluches sur la membrane de nitrocellulose comme des résultats faussement positifs dans la
mesure ol ces artefacts, au méme titre qu'une ligne d'allergéne, générent un contraste par rapport au fond. Il incombe a I'utilisateur de contrdler la conformité de la
mesure.

Fre_AllergyScreen_AlleisaScreen_IgE_Instructions-for-use_Version 2.0_2019-08-30 3
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