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l. INTRODUCTION
A.Généralités

1. Epidémiologie et facteurs de risque

Au cours des derniéres decennies, la prévalence des maladies allergiques dans la
population générale n’a fait que croitre, en lien avec une modification croissante de notre
environnement (1-3). En effet, notre mode de vie moderne, la dégradation de la qualité de 1’air
et la modification de nos habitudes alimentaires contribuent ensemble a fragiliser le systeme
immunitaire face aux allergénes extérieurs. De fagon globale, les derniers rapports d’experts
montrent que 30% des francais souffrent d’une allergie actuellement, et prévoient en 2050 une
prévalence a 50% de la population mondiale. Différents types de réactions allergiques ont été
définies en fonction de la porte d’entrée de ’allergéne. La prévalence des maladies allergiques
dans la population générale est variable d’un type a ’autre. Ainsi, 1’allergie respiratoire est
I’allergie la plus fréquente et concerne 25 % des adultes et 10 % des enfants alors que 2% des
adultes et 6% des enfants sont atteints d’allergie alimentaire (4). L’allergie aux hyménopteres
n’est donc pas la plus fréquente des manifestations allergiques puisque 3% des adultes et 0.5%
des enfants présentent une réaction systémique a la suite d’une piqQre. Elles restent néanmoins
un enjeu de santé publique dans la mesure ou les piqlres d’hyménoptéres sont quant a elles
courantes. En effet, 56,6% a 94,5% de la population générale a déja été piqué au moins une fois
dans sa vie. Les réactions locales étendues surviennent chez 2,4 a 26,4 % de la population
générale (5). Seulement 0,03 a 0,48 décés /1 000 000/an ont été recensés, mais probablement
sous-estimés par des piqlres non reconnues dans des causes de déces inexpliqués (6).
Concernant la mortalité, le sex ratio est en défaveur des hommes : 3 décés d’hommes pour 1
femme sur la période 2000-2010 (Figure 1). Sur cette méme période, les décés ont concerné en
majorité des personnes de 45-64 ans (7). Entre 2004 et 2012, I’institut de veille sanitaire a
recensé 3425 recours aux urgences en France métropolitaine impliquant un hyménoptére. Dans
les deux tiers des cas il s’agissait de guépes, une fois sur six de frelons et d’abeilles et une fois
sur cent de bourdons (Figure 2 : répartition des accidents impliquant un hyménoptere, EPAC 2044-

2012, France métropolitaine) (7).
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Figure 1 : nombre de déces (en cause initiale) par contact avec des frelons, guépes et abeilles, France métropolitaine 2000-
2010, N=153, selon Pédrono G etal. (7)

Eabeille

HGuépe
Bourdon

EFrelon

Figure 2 : répartition des accidents impliquant un hyménoptere, EPAC 2044-2012, France métropolitaine, selon Pédrono G et
al. (7)

La prévalence de la sensibilisation (définie comme la présence d’IgE spécifiques (IgEs)
ou de tests cutanés positifs vis-a-vis de ces insectes mais sans réaction clinique) est trés variable
selon les études. Elle dépend de la population étudiée et de sa localisation géographique mais
également de la technique utilisée pour effectuer ces examens paracliniques. Cette prévalence
est estimée entre 15 a 25% chez des adultes n’ayant jamais eu de réaction allergique sur piqire
d’hyménoptere (8). Cette prévalence est d’autant plus complexe a estimer par la présence chez
certains patients atopiques d’IgEs dirigés contre des déterminants carbo-hydrates (CCD) qui
sont responsables de réactions croisées entre des venins différents mais également présents sur
des pollens, des végétaux ou le latex. Une réaction croisée est définie par la reconnaissance par
un IgE d’un épitope «croisant» qui posséde un certain degré d’homologie (spatiale et
séquentielle) avec la cible spécifique de cette IgE. Quand la réactivité croisée va jusqu’aux
symptomes on parle d’allergie croisée. Actuellement la prévalence de sensibilisation
asymptomatique a des allergenes recombinants n’est pas connue. Malgré tout, le risque pour
les patients sensibilisés asymptomatiques de développer une réaction systémique a été démontré
comme étant faible (5,3% selon (9)). De plus, une augmentation des taux sériques d’IgEs aprés

une pigdre n’est pas un indicateur de conversion d’une sensibilisation en une allergie (9).

La signification clinique et I’histoire naturelle de cette sensibilisation aux venins
d’hyménopteres restent pour le moment floues. Néanmoins les différentes études cliniques

distinguent plusieurs facteurs de risque de développer une allergie aux hyménoptéres. Le risque

16



d’effectuer une réaction sévére est plus important si 1’age est supérieur a 40 ans, le sexe
masculin, un antécédent de réaction sévére, d’asthme ou de mastocytose et si le traitement en
cours comporte un bétabloquant ou un IEC/ARA2. D’autres facteurs de risque liés a
I’exposition (apiculture, métier d’extérieur, activités d’extérieurs) et a |’environnement
(localisation géographique, changement climatique) sont également importants a prendre en
compte (10-13).

2. Entomologie

a) Taxonomie

Les hyménoptéres sont un ordre d’insectes, de la sous classe des ptérygotes, de la section
des néopteres (Figure 3 : arbre taxonomique de ’ordre des hyménoptéres IS représentent un ordre
diversifié, avec plus de 130 000 espéces décrites (le nombre réel serait estimé entre un et cing

millions), présents sur tous les continents sauf I’antarctique. Les plus anciens fossiles retrouvés

datent du Trias (-252 a -201 Ma).

Super-ordne
Endoptirggotes
Hymenopteres
* v .
SYMPHYTES ACULEATES TEREERANTS
- ¥ &
Superfamille Apaiden Formicicas Vespaiden
+ v
Apicas Vespidae
T Y
Sous-Famille Apinse Vespinae Polistiness
§_.
Agini  Bombini
v + ¥ kY \i
Apiz Bombus Wespuia Thomson wespa Faliztz
" A
Wesoula Dolichovespuls
¥ L4 ¥ T T ¥
Apis mellifers Sombus ViVnigoris  DV.Syivastris V.Crabre P.Galices
W.GmTmanica
Figure 3 : arbre taxonomique de I’ordre des hyménoptéres
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b) Caractéristiques

Du grec ptéron «ailes» et hymén «membrane », ces insectes ont des caractéristiques
communes tel que de posséder deux paires d’ailes membraneuses dont les antéricures sont plus
larges que les postérieures, un appareil buccal de type broyeur-lécheur et d’étre holométaboles
(développement par métamorphose compléte) (Figure 4).

TETE THORAX ABDOMEN

<

Figure 4 : anatomie de I’abeille (source ialo.fr)

@ Famille Apidae

Cette famille associe les especes abeille et bourdon. Les abeilles représentent un groupe
important avec différentes familles (anthophoridés, apidés, collétidés...). Elles jouent un role
primordial dans la pollinisation des espéces végétales car se nourrissent de nectar et de pollen.
Elles apparaissent au début du printemps des que la température dépasse 12°C. L’abeille
domestique (Apis mellifera) est originaire d’Asie du Sud et elle est retrouvée dans le monde
entier. Elle vit en colonie dans une ruche dont la structure est bien hiérarchisée (Figure 5) : une
reine, quelques centaines de males et des milliers d’ouvrieres. Ces ouvrigres, stériles, fabriquent
le miel afin de nourrir la colonie et les larves contenues dans les alvéoles. Elles possedent un

aiguillon qui est directement fixé sur leur abdomen, une piqdre leur est donc fatale.

Faux bourdon

Pupe

&

Ouvriére e

Figure 5 : les trois castes de la famille Apidae (source ialo.fr)
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2 Famille Vespidae

Cette famille regroupe les différentes espéces de guépes et de frelons. Les guépes
sociales élaborent des nids souterrains a partir de fibres de bois mastiqué. Ce nid est constitué
d’ouvriéres stériles qui naissent au début de 1’été, de males et d’une reine qui hiberne pour
s’occuper de la portée. Deux espéces sont predominantes dans nos régions : la guépe germanica
Vespula germanica reconnaissable a ses trois taches noires sur la face et la guépe commune
Vespula vulgaris qui présente une bande noire en forme d’ancre sur la face, la base des antennes
noires et quatre taches jaunes a I’arriére du thorax. Toutes deux présentent un abdomen tronqué

vers 1’avant et effilé vers I’arriére (Figure 6 : famille vespidae.

La guépe Poliste (P.dominulus, P. gallicus..) est plus petite avec un abdomen effilé en avant et

en arriere. Elle est présente surtout dans le midi en France et les nids sont aériens.

Le frelon européen (Vespa crabro) est une guépe de grande taille avec des taches rousses sur le
thorax et des points noires sur ’abdomen. Son nid est situé dans les arbres creux, trous,

cheminées.

Le frelon asiatique (Vespa velutina nigrithorax) est originaire d’ Asie. Son apparition en Europe
est tres récente : le premier signalement en France date de 2005 dans le Lot-et-Garonne. 11 s’est
rapidement répandu dans la plupart des départements francais. Sa reconnaissance est aisée : il
est de gabarit plus petit que le frelon européen, présente un abdomen globalement plus sombre
et les extrémités des pattes de couleur jaune. Tout comme le frelon européen, c’est une espece

peu agressive envers I’homme mais a un caractere de prédation accrue envers les abeilles.

\

‘/v;y

5

frelon
(Vespa)

frelon européen frelon asiatique
craby (Vespa velutina)

é i guép é guépepoliste
(Vespula germanica) (Vespula vulgaris) (Vespula rufa) (Polistes dominula)

Figure 6 : famille vespidae
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C) Composition des venins

Le venin est composé de 90% d’eau et 10% de substances diverses dont environ une
soixantaine ont pu étre identifiées. La composition dépend des familles, des genres et de 1’age
de I’insecte. On retrouve des mélanges complexes d’amines vaso-actives (histamine, dopamine,
noradrénaline, ¢éphédrine, sérotonine), d’enzymes (phospholipases, hyaluronidase,
phosphastase acide, cholinestérase) et de protéines (mélittine, antigene 5, bradykinine). La dose
de venin injectée lors d’une piqire et le contenu du sac a venin varie selon I’espéce (14) (Figure
7). En comparaison une piqdre d’abeille libére en moyenne 50 pg de venin, tandis qu’une piqire
de guépe en libére 2 a 3 pg. Les principaux déclencheurs d'allergies aux venins d'hyménopteres

sont les protéines.

par sac par pigiire par sac par pigiire

PRI P nEea .
Abeille O'Connor 0.6-3 70+30

Figure 7 : variations en volume et contenu du venin de différents hyménopteres (source E-Allergie)

@ Principaux allergenes des Vespidés

Les vespidés ont 4 allergenes communs bien identifiés (15) :

e l’antigene 5 (Ves v 5, Pol d 5) qui est une protéine absente du venin des Apidés. Son
réle est peu connu, elle pourrait étre une neurotoxine. Elle représente 12 a 15 % du poids
sec du venin. C’est une protéine qui n’est pas glycosylée donc élimine le risque de faux
positifs par réactivité aux déterminants carbohydrates. Entre Vespula, Vespa et Poliste,
son homologie de structure est semblable a 70% (16).

e La phospholipase Al (Ves v 1) est une enzyme capable de digérer les membranes
cellulaires. Elle représente 8 & 14% du poids sec. Elle est de structure différente de la

phospholipase Al des apidés, donc pas de réactivité croisée possible. Elle est glycosylée
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uniquement pour Vespula squamosa. Les réactivités croisées sont importantes entres les
espéces de Vespula mais bien moindre avec les Polistes.

e La hyaluronidase (Ves v 2) est un allergéne mineur qui comporte des homologies de
séquences importantes avec Api m 2, et la présence en plus d’une glycosylation, ce qui
entraine des réactivités croisées importantes entre les Vespides et les apidés.

e La dipeptidylpeptidase IV (Ves v 3) est également glycosylée et croise partiellement

avec Api m 5. Elle croise également avec la dipeptidyl peptidase-4 humaine.

Les réactions croisées entre les différents membres de la famille des Vespinae (Vespula,
Dolichovespula, Vespa), entre la guépe commune et le frelon par exemple, sont donc majeures.
Elles sont par contre moins importantes entre la famille des Vespidae et celle des Polistinae.
On peut apprécier les similitudes de conformations spatiales entres ces allergénes sur la Figure
8.

Figure 8 : structures des principaux allergénes des Vespidae, obtenus par modélisation selon (17).

(2)  Principaux allergénes des Apidés

e la phospholipase A2 (Api m 1) (10 a 15 % des proteines) est 1’allergene majeur du
venin d’abeille, jouant un réle dans les phénomeénes inflammatoires. Elle induit
¢galement une libération non spécifique d’histamine par les basophiles, ce qui pourrait
expliquer parfois des réactions généralisées lors de multiples piqdres. Sa particularité
est d’étre fortement glycosylée donc a risque d’induire des faux positifs par réactions
croisées avec d’autres CCD (pollens, latex, aliments..). La forme recombinante
produite a partir d’Escherishia Coli ne contient pas de CCD.

e La hyaluronidase (Api m 2), 1% du poids sec du venin, joue un role majeur dans la

diffusion du venin car elle potentialise 1’activité des autres constituants.
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e La melitine (Api m 4) représente 50% du poids sec du venin. En plus de son réle

cytotoxique et d’activité hémolytique, eclle possede également une propriété

d’histaminolibération non spécifique. C’est un allergéne mineur, reconnu par 30 % des

patients sensibilisés au venin d’abeille.

e D’autres allergenes sont de découverte plus récente : la dipeptidyl peptidase (Api m 5,

carboxyesterase (Api m 8), la carboxypeptidase (Api m 9) et derniérement ’icarapine

(Api m 10) qui pourrait étre un allergéne majeur.

Les réactions croisées sont importantes entre 1’abeille et le bourdon, mais tres faibles entre

I’abeille et Vespula.

Nom/fonction

Fréquence de
sensibilisation

Allergénes d'abeille
Apim 1
Apim 2
Apim 3
Apim 5
Apim 4%
Apim 10
Allergénes de guépe vespula
Vesv 1
Vesv 5
Allergénes de guépe polistes
Pold 5

Phospholipase A2
Hyaluronidase
Phosphatase acide
Allergéne C
Melitine
CRP/icarapine

Phospholipase A1
Antigéne 5

Antigéne 5

57-97 %
46-52 %
50 %
58-60 %
23%
52-627%

33-54%
84-100 %

69-72 %

4 Non disponible en routine.

Tableau | : Principaux allergénes moléculaires des venins d’hyménopteéres avec leur fréquence de sensibilisation selon

E.Popin et al. (18)

B. Prise en charge diagnostique et thérapeutique de 1’allergie aux

hyménoptéres

1.

Moyens diagnostiques et de suivi

a) Aspects cliniques

Q) Reéactions physiologiques

Chez tout individu non sensibilisé, une piglre d’hyménoptere entraine des réactions locales

érythémateuses d’un diamétre souvent inférieur @ 2 cm, douloureuses ou non au point

d’inoculation avec une induration également inconstante. La résolution se fait en quelques

heures.
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2 Manifestations allergiques

e Réaction loco-régionale étendue : elle apparait dans les 30 minutes qui suivent la pigdre.

C’est une réaction d’un diameétre supérieur a 10 cm, s’étendant a la région de voisinage,
touchant parfois deux articulations. L’cedéme est souvent important, s’accompagnant
de prurit et de douleur. Sa résolution est supérieure a 24 heures avec parfois des
réactivations dans les jours suivants. Cette réaction est en elle-méme bénigne sauf si la
localisation est intrabuccale, pouvant étre responsable d’un syndrome asphyxique.

e Réactions systémiques immediates : elles sont classées en 4 stades de gravité. La

classification de Mueller est la plus utilisée a ce jour pour 1’allergie aux hyménopteres
(Tableau I1). Les stades | et Il sont des réactions généralisées modérées sans atteinte
cardiorespiratoire. Les stades Il et IV sont les plus séveres, ils mettent le pronostic vital

en jeu et nécessitent un traitement immédiat par adrénaline.

Stades Manifestations cliniques

e  Urticaire aigué banale locale persistant 2 a 3 heures
Loco-régional e  Oedéme atteignant au moins 2 articulations de durée > & 24 heures

e  Urticaire aigué généralisée, prurit
I (léger) e  Sensation de malaise, anxiété

Un ou plusieurs signes de stade I, associés a au moins 2 signes suivants :
Il (modéré) ~ ©  Oedéme

e Oppression thoracique

e  Douleurs abdominales, nausées, diarrhée

e  Vertiges

Un ou plusieurs signes de stade Il, associés & au moins 2 signes suivants :
Il (grave) ® Dyspnée

e Dysphagie

e Dysphonie

e Confusion, impression de mort imminente

Un ou plusieurs signes de stade 111, associés a au moins 2 signes suivants :
IV (grave) ® Cyanose

e Hypotension

e  Collapsus

e Perte de connaissance

e  Syncope

e Incontinence

Tableau Il : Classification des manifestations anaphylactiques aprés piqiire d’hyménoptéres, d’aprés Mueller.
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3 Réactions retardées ou semi retardées

Elles peuvent toucher plusieurs organes différents (cutané, neurologique, rénal,
hématologique), leur mécanisme physiopathologique est mal connu. On peut citer de fagon non
exhaustive le phénoméne d’Arthus, le syndrome de Guillain-Barré, des neuropathies
périphériques, des glomérulonéphrites, un purpura thrombopénique ou une anémie

hémolytique.

(4)  Autres manifestations

Des manifestations toxiques peuvent apparaitre suite a la survenue de piglres multiples en
présence ou non d’un syndrome d’activation mastocytaire. Les amines vaso-actives contenues
dans cette grande quantité de venin injectée peuvent déclencher un choc d’allure anaphylactique

non allergique. La résolution se fait le plus souvent en quelques heures.

b) Explorations paracliniques

@ Les tests cutanés

Au décours d’une anamnése évocatrice d’allergie suite a une piqlre d’hyménoptere, les tests
cutanés constituent un des éléments essentiels du diagnostic. Ils ont pour objectifs de préciser
I’hyménoptere responsable de la manifestation clinique, d’en argumenter le mécanisme IgE
dépendant ou non et d’apprécier I’existence de réactions croisées a prendre en compte dans la
décision thérapeutique. IIs sont indiqués lorsqu’une immunothérapie est envisagée. En cas de
doute sur I’insecte piqueur, il est utile de tester le patient avec I’ensemble des extraits
allergeniques disponibles (Apis mellifera, Vespula et Poliste). A noter que pour un hymeénoptére
donné, les extraits peuvent correspondre a un mélange de plusieurs especes différentes. Par
exemple, le venin de guépe Vespula est obtenu par un mélange de Vespula vulgaris, V.
flavopilosa, V. germanica,V. maculifrons, V. pennsylvania et V. squamosa (19). Pour les
especes de guépes Polistes, les extraits pour les tests cutanés et pour la désensibilisation
proviennent de guépes polistes américaines (Polistes annularis, P.exclamans, P.fuscatus,
P.metricus). Il n’y a actuellement pas d’extraits commerciaux disponibles pour tester les frelons

et les bourdons. Les tests doivent étre effectués dans 1’idéal 4 a 6 semaines apres la réaction
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anaphylactique, sinon le seuil de réactivité peut en étre temporairement modifié (20,21). Ces
tests sont donc soumis aux conditions de réalisation et de conservation des extraits. Ils
possedent une sensibilité proche de 90% (21-23). Afin que les tests soient valides, la réactivité
cutanée doit étre appréciée a 1’aide de tests témoins négatif (solvant) et positif (phosphate de
codeine ou chlorhydrate d’histamine) réalisés en pricks. Les pricks tests utilisant les extraits de
venins ne sont pas validés dans ce type d’allergie. Les intradermo réactions (IDR) sont
preférées, pratiquées par un opérateur entraing, dans des conditions de sécurité optimales. En
effet, il existe un risque de réaction anaphylactique secondaire si I’injection dépasse le derme
ou si le sujet est trés sensible a 1’allergene. En pratique, le volume injecté de venin reconstitué
est de 0,05 mL et la lecture se fait 20 minutes aprés. Une IDR est considérée comme positive si
I’augmentation de la papule aprés 20 min dépasse 3 mm de diametre, et si elle est associée & un
érythéme périphérique (19). Il n’y a aucune corrélation entre la sévérité de la réaction clinique
initiale et la réactivité cutanée (24). On débute par une concentration usuelle de 0,001 pg/L
mais elle peut varier si le patient a présenté dans son histoire une réaction tres séveére, ou s’il
présente des facteurs de risque de sévérité. Une concentration inférieure (par exemple 0,0001
Mg/L) peut alors étre préférée par prudence. Si la premiére concentration est négative, une
concentration dix fois supérieure est testée jusqu’a obtenir un test positif. La limite supérieure

de spécificité est de 1 pg/L, au-dela de laquelle le risque de faux positifs est important (18,25).

(2 Les IgE specifiques

Avec une clinique évocatrice, et en complément des tests cutanés, les IgEs permettent
d’orienter I’identification de I’insecte en cause et d’affirmer le mécanisme IgE dépendant. lls
sont synthétisés par les plasmocytes lors du premier contact avec 1’allergéne. lls permettent de
donner une valeur quantitative pour le diagnostic et le suivi, mais peuvent étre sous-estimeés si
le dosage est effectué trop précocement apres une réaction sévere (moins de 4 semaines apres
I’anaphylaxie). Le dosage des IgE spécifiques posséde une sensibilité estimée a 94% pour le
venin d’abeille et entre 83 a 91% pour la guépe Vespula (26-28). 11 n’a pas de valeur
pronostique sur le risque anaphylactique (28). Des tests unitaires sont actuellement disponibles
vis-a-vis des extraits de venins naturels qui sont constitués d’un ensemble indifférencié de
multiples familles protéiques (Figure 9). Pour les guépes vespula et poliste, 1’enrichissement
des extraits complets en allergene majeur du groupe 5 ameliore la sensibilité de ce test. En

effet, une sous-représentation de ce composant a été rapidement suspectée devant des niveaux
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de sensibilisations a I’Ag 5 souvent supérieurs au niveau de sensibilisation de 1’extrait complet
(29). Le prescripteur doit prendre en compte la localisation géographique du patient : un dosage
des IgEs vis-a-vis de Polistes dominulus (i77), plutét que Polistes spp (i4) qui est un mélange
de polistes américaines, est plus pertinent a doser en Europe (18). D’autres tests unitaires sont
tournés vis-a-vis de composants allergéniques spécifiques contenus dans les venins (Figure 10).
Ces allergénes moléculaires sont préparés par purification (allergénes naturels) ou par génie
génétique (allergénes recombinants). Les recombinants sont dépourvus de résidus
carbohydrates (CCD) et donc n’induisent pas de faux positifs. Leur dosage a une sensibilité

plus importante, surtout lorsque 1’allergéne est minoritaire dans 1’extrait global.

L’utilité de ces IgE moléculaires en pratique clinique est discutée. En effet ces derniers sont
dirigés spécifiqguement envers une famille protéique allergisante qui constitue le venin : tel que
les phospholipase Al, A2 ou les antigénes 5 comme vu précedemment. Ces allergenes
recombinants ont pour réle d’aider a identifier I’insecte responsable, notamment en cas de
double positivité pour les extraits globaux, ou d’éliminer une sensibilisation par réactivité
croisée par exemple due aux CCD. Cependant, les fortes homologies de structure entre
I’antigeéne 5 des deux especes de guépes (Ves v 5 et Pol d 5) ne facilitent pas la discrimination
si ces taux ne différent pas d’au moins un facteur 2 (30,31). Jusqu’a présent, des marqueurs
allergéniques spécifiques a une espéce, qui permettent une discrimination sans équivoque, font
défaut (32). Pour cela, de nouveaux allergénes moléculaires, tel que r Pol d 1 ou de rPol d 4
(protéine qui n’est pas identifiée dans le venin de vespula), pourraient étre amenes a une
utilisation en pratique courante (32). L’apport de ces allergénes moléculaires permettrait donc
de distinguer des profils de sensibilisation pour chaque patient et ainsi faire la distinction entre
réactivité croisée et sensibilisation primaire (31). Ces profils pourraient étre affinés sur la
« qualité » méme de ’allergie: par exemple chez les patients allergiques a I’abeille, une
sensibilisation & Api m 3 ou Api m 10 serait lié a une clinique plus sévére, une sensibilisation
a Api m 4 est également associée a des effets indésirables plus fréquents lors de la
désensibilisation (6,28,33,34).
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Dosages d’IgEs disponibles vis-a-vis d’extraits complets de venins naturels.

Abeille : Apis mellifera i1

Guépe commune : Vespula sp. i3

Guépe poliste : Polistes sp. i4

Guépe poliste européenne : Polistes dominulus i77

Bourdon : Bombus terrestris i205

Frelon européen : Vespa crabro i75

Frelon asiatique : Vespa velutina u1223 (dosage d’exception)
Frelon a téte jaune : Dolichovespula maculata i2

Frelon a téte blanche : Dolichovespula arenaria i5

Fourmi rouge : Solenopsis invicta i70

Figure 9 : nomenclature des IgEs d’extraits complets de venins, selon E.Popin et al. (18)

Dosages d’IgEs disponibles vis-a-vis d'allergénes recombinants de venin et de déter-
minants carbohydrates (CDD).

Abeille
rApi m1 Phospholipase A2 i208
rApi m2 Hyaluronidase i214
rApi m3 Phosphatase acide i215
rApi m5 Allergéne C i216
rApi m10 Icarapine i217
Guépe Vespula
Vesv1 Phospholipase Al i211
rVesv5 Antigéne 5 i209
Guépe poliste
rPold5 Antigéne 5 i210
Déterminants carbohydrates
Broméline k202
MUXF3CCD 0214

Figure 10 : nomenclature des IgEs vis-a-vis d’allergénes recombinants de venins, selon E.Popin et al. (18)

(3)  LeslgG4

Cette sous classe d’IgG est la moins abondante de 1’organisme (moins de 5% des IgG
totales). Leur role est moins connu que les IgE et leur utilisation en pratique quotidienne
notamment pour le suivi de la désensibilisation reste sujette a discussion pour I’instant. En effet,
il a été démontré qu’au cours de I’'immunothérapie allergénique (ITA), qui consiste en
I’administration réguliére de 1’allergéne en cause, on observe une baisse des IgE spécifiques
avec une augmentation progressive des IgG4 spécifiques de 1’allergéne. Cela peut s’expliquer
par le fait que les IgG4 entrent en compétition avec les IgE, neutralisent 1’allergene et
potentiellement induisent un signal inhibiteur sur les cellules effectrices de 1’allergie
(mastocytes et basophiles) (35). La corrélation entre I’efficacité de I’'ITA et 1’augmentation des
IgG spécifiques est connue lors des désensibilisations alimentaires et aux pneumallergénes

(36,37). Cependant elle n’a pas encore été démontrée pour I’ITA aux venins d’hyménopteéres.
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En routine, le dosage des 1gG4 comme suivi de la désensibilisation n’est pas recommandé
actuellement. En effet, il est décrit que la plupart des patients sont protégés contre les piqdres
d’hyménopteres en début de désensibilisation avant méme la formation d’anticorps, et que les
taux d’IgG4 diminuent plutdt rapidement alors que les patients conservent une protection
efficace (35,38). Mais de récentes publications portant sur ces régulations immunitaires,
notamment du réle prépondérant des cellules régulatrices Treg appuient le fait que le dosage
des 1gG4, notamment spécifiques de Ves v 5, peut étre pertinent pour apprécier 1’efficacité de

I’immunothérapie (39,40).

(@)) Le test d’activation des basophiles

Contrairement aux autres allergenes, I’allergie au venin d’hyménoptére ne posséde pas
de test provocation in vivo en France, qui expose & un risque important d’anaphylaxie et souléve
des questions logistiques et éthiques. De plus, la probabilité d’étre de nouveau piqué par le
méme insecte est globalement inconstante. Une des meilleures alternatives a ce jour est le Test
d’activation aux basophiles (TAB) qui est une provocation in vitro, en mettant en contact les
basophiles du patient avec les allergénes suspectés. Ce test fonctionnel, utilisé maintenant
depuis de nombreuses années en recherche (plus de 120 publications en une dizaine d’années),
permet d’apprécier 1’activation et la dégranulation des basophiles (Figure 11). Il a donc le
principal avantage de ne pas engendrer d’anaphylaxie au patient. Il a une sensibilité globale
équivalente aux IgE spécifiques et aux tests cutanés mais avec une spécificité supérieure (41—
45).

Figure 11 : Représentation schématique du TAB

Les basophiles du patient sont incubés en présence de 1’allergene. Ils présentent a leur surface une faible expression
constitutive en CD203c¢ (1). S’ils portent a leur surface des IgE spécifiques de cet allergéne, celui-ci va provoquer un pontage
des IgE ainsi que le rapprochement de leurs récepteurs : les FceRI (2). 11 s’en suit, la libération des médiateurs préformés, la
surexpression de CD203c¢ a la surface des basophiles et I’expression de CD63 (3).
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Plusieurs dilutions d’allergénes peuvent étre testées, on peut donc définir des seuils
d’activation en fonction de la positivité. Les réponses cellulaires sont linéaires jusqu’a une
certaine concentration d’allergéne, qui reste variable suivant les patients. Malheureusement ces
seuils de sensibilité, les doses d’allergenes et la mise en ceuvre de cette technique ne sont pas
encore standardisés entre les centres. Leur temps de réalisation de la technique est également a
prendre en compte (en moyenne 3 heures). Les extraits utilisés sont des extraits globaux de
guépes, d’abeille ou de frelon; il n’y a actuellement pas de composants moléculaires disponibles
bien que leurs intéréts soient maintenant démontrés, notamment pour la discrimination entre les

différentes guépes (46).

C’est donc un outil quantitatif, objectif, de la réactivité cellulaire qui vient compléter les
outils diagnostiques déja mentionnés. 1l est surtout utilisé en seconde intention pour les doutes
diagnostiques lorsque les tests cutanés et les IgE ne permettent pas de trancher sur 1’allergéne
en cause (réelle double sensibilisation ou allergie croisée) (Figure 12 : Algorithme diagnostique
afin de différencier une allergie vraie au venin d’abeille de celle au venin de vespidé selon Matricardi et
al (51) et Figure 13). Le TAB est donc le reflet des réactivités cellulaires : on commence a
envisager son utilité dans le suivi cellulaire d’une désensibilisation (47-49). Cependant, il n’a
aucune valeur pronostique et ne peut en aucun cas prédire de réactions cliniques futures chez
un patient (43,50).
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2. Moyens thérapeutiques

En cas de réaction sévere apres une piqlre d’hyménoptére, 1’anamnese, la confirmation
du mécanisme immunologique et I’identification précise de 1’allergene sont essentiels pour la
mise en place d’une immunothérapie spécifique adaptée. En effet, le seul traitement étiologique
a ce jour reste 1‘immunothérapie spécifique qui est efficace chez 77 a 84% des patients traités
par des extraits d’abeille, et chez 91-96% des patients traités par des extraits de guépes (52,53).
La désensibilisation spécifique modifie le systéme immunitaire afin d’induire une tolérance vis-
a-vis des allergenes de venins en cas de nouvelle piqlre par un hyménoptére. On observe une
diminution de la réponse des lymphocytes Th2 avec augmentation du nombre de lymphocytes
Th1 et du nombre de Treg circulants. Ces derniers ont un role essentiel dans cette régulation
immunologique (Figure 10): ils sécrétent des médiateurs solubles tolérogenes (interleukines),
qui vont permettent de freiner les cellules effectrices de I’inflammation allergique telle que les
mastocytes, basophiles et éosinophiles. lls induisent également, par leur action sur les
lymphocytes B, une diminution des IgE spécifiques et une augmentation d’anticorps bloquants
IgG4 dirigés contre les allergenes (38,40,54,55). Les injections sous cutanées de venins sont
effectuées toutes les 4 semaines aprés une montée de dose progressive sur trois jours espacées
de 15 jours en milieu hospitalier. Un espacement des rappels lors du suivi est possible au cas
par cas. Plusieurs études démontrent qu’une durée de désensibilisation de 3 ans est suffisante
chez les patients présentant des réactions initiales modérées (6,56). Il est constaté également
qu’une durée minimale de 5 ans d’immunothérapie est autant efficace qu’une désensibilisation
a vie (57). Cette derniére est réservée pour les patients présentant une réaction initiale tres
sévére, et les patients allergiques au venin d’abeille ayant un haut risque de nouvelle pigdre. La
désensibilisation est indiquée pour les patients présentant une sensibilisation et une réaction
initiale cotée au moins Mueller 2 ou Mueller 1 avec qualité de vie altérée (9,58). La
désensibilisation n’est pas recommandée en cas de réaction loco régionale isolée, ou de
sensibilisation (biologique et cutanée) isolée, cette derniére étant fréquente dans la population

générale (9).
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Figure 14 : role majeur du lymphocyte T régulateur dans I’immunothérapie spécifique selon Jutel et al (40)

Un traitement d’urgence, qui comporte adrénaline auto injectable, antihistaminique,
corticoide et bronchodilatateur, est évidemment a conserver tout au long du suivi du patient.
Son utilisation, en fonction de la gravité clinique, doit impérativement étre expliqué et montré

a chaque prescription au patient.

C. Problématiques posées lors de la prise en charge

L’immunothérapie spécifique est le traitement étiologique de [D’allergie sévere aux
hyménoptéres, dont I’efficacité, la tolérance et une nette amélioration de la qualité de vie ont
été démontrées depuis plusieurs années. Une bonne caractérisation des profils a désensibiliser
ainsi qu’un suivi clinique et biologique adaptés sont au cceur de la bonne prise en charge de ces

patients.

L’identification précise de I’hyménopteére responsable, voire méme de 1’allergene
moléculaire, doit étre mis en ceuvre avec I’anamnése et les techniques biologiques. Les
méthodes actuellement disponibles sont mises en difficultés aujourd’hui par les réactivités
croisées entre les familles protéiques. Un ciblage de I’allergene responsable permettrait
d’adapter au mieux I’immunothérapie spécifique et éviter d’induire une potentielle

sensibilisation aux autres composants.

La désensibilisation est un traitement long et fastidieux pour le patient. Nous n’avons que
peu de recul sur I'utilité du bilan biologique au cours du suivi. Le gold standard pour évaluer
I’efficacité est la re-piqdre, qui est en général rare. Il n’y a donc peu d’outil objectif a la

disposition du praticien pour apprécier 1’efficacité du traitement.
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Enfin, les produits de désensibilisation sont des extraits de venins complets, donc contenant
des allergénes en quantité variable. Les guépes vespula et poliste sont taxonomiquement trés
proches, donc les allergenes qui en composent leurs venins respectifs le sont également. On ne
sait pas a I’heure actuelle si une double désensibilisation est réellement nécessaire chez les
patients ayant une double sensibilisation a ces deux guépes. Il serait théoriqguement possible

qu’une seule désensibilisation a I’une des deux guépes suffise a protéger le patient.

D.Objectifs de 1’étude

L’objectif principal de cette étude rétrospective est de faire un état des lieux des parametres
biologiques de suivi lors de la désensibilisation aux venins de guépes. Pour cela, nous avons
étudié 1’évolution des marqueurs biologiques que sont les IgE, 1gG4 spécifiques et du Test
d’activation des basophiles au cours de ce traitement.

Les objectifs secondaires sont d’apprécier la place du TAB dans le diagnostic initial et le
suivi du traitement, et d’étudier les conséquences biologiques d’une désensibilisation a une

guépe sur les marqueurs de 1’autre espéce de guépe.
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Il. MATERIELS ET METHODE

A.Population étudiee

Nous avons sélectionné rétrospectivement dans [’unité d’Allergologie du service de
Pneumologie du CHU de Clermont Ferrand 32 patients entre 2019 et 2022, 4gés d’au moins 18
ans, ayant bénéficiés d’au moins un TAB, quelle que soit la désensibilisation réalisée. Ces
patients ont tous au moins une désensibilisation en cours a un, deux ou trois insectes. Le seul

critere d’exclusion a été le refus des patients de participer a 1’étude.

B. Recueil des données

Nous avons recueilli les données contenues dans les dossiers médicaux, a I’aide du logiciel
Redcap. Nous avons colligé les principaux antécédents, ainsi que les facteurs de risque
d’exposition et d’anaphylaxie sévére décrits dans la littérature (13,20). L’identification de
I’insecte a été recueillie sur les dires du patient et le stade clinique de la réaction initiale a été
cotée par le praticien d’aprés la classification de Mueller (Erreur! Source du renvoi

introuvable.), lors des consultations de suivi.

> Tests cutanes

Les tests cutanés sont réalisés par tests intradermiques (IDR) avec les différents extraits
disponibles d’abeille (apis mellifera), de guépes Vespula (mélange) et de Polistes (mélange de
polistes américaines) (Alyostal®, Stallergenes). Il n’y a pas de pricks tests effectués. Les IDR
sont débutées d’emblée a 0.001 pg/mL, puis répétées toutes les 20 min, en passant a une
concentration 10 fois supérieure jusqu’a obtenir une réaction positive (augmentation de la
papule d’au moins 3 mm par rapport a la papule d’injection) ou jusqu’a la concentration de 1
pg/mL maximum (limite de positivité avec bonne sensibilité et bonne spécificité). Si la réaction
clinique initiale est sévére, par prudence nous débutons a des dilutions plus importantes (jusqu’a
0.000001 pg/mL dans cette étude). Pour valider I’interprétation, des témoins positifs
(histamine) et negatifs (chlorure de sodium) sont systématiquement réalisés en pricks. Les
résultats sont inscrits dans Redcap® par positivité suivant la dilution, avant le début de la

désensibilisation et pendant le suivi.
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> IgE et 1gG4

Les IgE et IgG4 ont été analysés dans le laboratoire d’immunologie de Clermont Ferrand,
par la méme méthode d’immunofluorescence ImmunoCAP® (FEIA (Fluorometric enzyme-
linked immunoassay)) (ThermoFisherScientific, Norvége). Les niveaux d’IgEs sont exprimés
en unité arbitraire (kUa/l) et considérés comme biologiquement positifs a partir de 0.10 kUa/L.
Le dosage est linéaire pour les valeurs comprises entre 0.10 et 100 kU/L. Les 1gG4 sont eux
exprimés en mg/L, il n’y a pas de seuil de positivité. Des rajouts d’analyse sur les sérothéques

conserveées (-80°C) ont été effectués afin de combler les données manquantes.

» Test d’activation des basophiles (TAB)

Le TAB est effectué sur sang total (tube EDTA) et utilise les kits Flow CAST et B-CCR
(Laboratoires Buhlmann, Suisse). Les allergénes testés, a une concentration de 11,5 ng/mL,
sont les suivants (BUHLMANN CAST Allergens): BAG2-13 Venin de guépe Vespula, BAG2-
177 Venin de guépe Poliste européenne, BAG2-175 Venin de frelon européen et BAG2-11
Venin d’abeille domestique.

50 uL de sang sont stimulés pendant 15 min a 37°C avec 100 pL d’extrait allergénique
a concentration croissante. Six concentrations d’allergenes ont été testées par un facteur de
dilution de 5 de 11.5 ng/mL a 3.7 pg/mL pour les extraits de guépes et de frelon, et par un
facteur 2 de 11.5 ng/mL a 0.36 ng/mL. Des anticorps monoclonaux qui reconnaissent le
récepteur de haute affinité des IgE (FceRI) et le N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
(FMLP) ont été utilisés comme contrbles positifs. Pour le contréle négatif, la solution
d’allergéne est mise en contact avec le méme volume de tampon de stimulation. Avant la lyse
cellulaire, un marquage est effectué avec CD63-FITC, CD203c-PEcy5.5 et CCR3-PE. Les
basophiles ont été sélectionnés en fonction de la fenétre SSClow/CCR3+ sur le contr6le négatif,
et les basophiles activés en fonction de la fenétre CDR3/CD63+ sur le contrdle positif. Les
cellules ont été acquises sur le cytometre en flux BD FACSCanto Il (Becton Dickonson
Bioscience, Californie, USA). Au moins 500 basophiles ont été analysés en utilisant le logiciel
Flowlogic software (version 7.3, Miltenyi Biotec, Allemagne). Les cellules mortes et les
cellules doublons ont été exclus respectivement par un ciblage FSC/SSC et SSC-A/SSC-H.
L’activation des basophiles est exprimé en pourcentage d’expression de CD63 (%CD63+) sur
les cellules ciblés sur SSClow/CCR3+. Le seuil de positivité est défini a 15% pour les venins
de guépe et a 10% pour 1’abeille. Les patients présentant une activité basophilique basale de

plus de 5 % dans le contréle négatif sont exclus.
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Les résultats des TAB sont exprimeés dans cette étude par le CD Max, le CD sens et
I’AUC (Figure 3). Le CDmax est défini par le pourcentage maximal de basophiles activés (CD
63 ou CD203) quel que soit la concentration de 1’allergene.

Pour apprécier le seuil de sensibilité des basophiles aux allergénes, nous avons utilisé

trois parameétres décrits dans la littérature : CDmax, CDsens et AUC. CDmax correspond a la
proportion de basophiles activés (exprimant CD63 ou CD203) et ce quel que soit la
concentration d’allergene.
Le CDsens est la concentration d’allergéne qui permet d’activer la moitié des basophiles totaux.
Le CD sens est obtenu en multipliant par 100 I’inverse d’EC50 (CDsens = 1 / EC50 * 100).
EC50 correspondant a la concentration d’allergéne minimale entrainant la dégranulation de
50% des basophiles totaux. Enfin, I’aire sous la courbe (AUC) représente la surface présente
entre la courbe et 1’axe des abscisses et permet d’apprécier la réponse des basophiles au fil des
concentrations.

Un test d’activation basophile pour les insectes suspectés a ét¢ effectué pour chaque

patient a maxima dans les 6 mois apres le début de la désensibilisation puis de fagon annuelle.
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Figure 15 : (a) La réactivité des basophiles est la dose a partir de laquelle la réponse maximale se produit (CDmax). (b) La
sensibilité des basophiles est la concentration d’allergéne a laquelle la moitié de la réponse maximale se produit (EC50). (c)
L’aire sous la courbe (AUC) dose-réponse correspond a la surface présente entre la courbe et I'axe des abscisses
(concentration d’allergéne). Cette valeur permet de mesurer la réponse des basophiles en combinant la réactivité et la
sensibilité des basophiles. D’apres Hoffman et al (59).

Afin d’apprécier la positivité globale du TAB et de pouvoir comparer ces résultats au
cours du temps pour un méme patient, nous avons introduit une échelle numerique du TAB qui
prend en compte la derniére dilution d’allergéne permettant une activation des basophiles au-
dessus du seuil de positivité (i.e. 15 %) quel que soit le marqueur considéré (CD63 ou CD203c)
(Tableau I11). La cotation se fait entre 0 et 6. Un TAB négatif est donc coté 0/6, un TAB positif
jusqu’a la derniere dilution est cotée 6/6. Ainsi cette cotation, a I’instar de I’AUC et du CDsens,

associe en plus du niveau d’activation des basophiles (% de CD63 ou % de CD203c), la derniere
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dilution d’allergéne considérée comme positive, permettant une meilleure appréhension de la
sensibilité des basophiles que le seul CDmax. L’intitulé actuel est le commentaire mentionné

par le biologiste sur le compte rendu final de 1I’examen.

Pas d'activation TAB négatif 0/6

Positif a la solution non diluée TAB trés faiblement positif 1/6
Positif jusqu’au 1/5e TAB faiblement positif 2/6
Positif jusqu’au 1/25e TAB positif 3/6
Positif jusqu’au 1/125e TAB fortement positif 4/6
Positif jusqu’au 1/625e TAB trés fortement positif 5/6
Positif jusqu’au 1/3125e TAB trés trés fortement positif 6/6

Tableau 111 : Basophil’s patient activation scale (BP scale)

C. Immunothérapie spécifique

Nous effectuons en Hopital de jour d’allergologie un protocole ultra rush J1 - J15 - J45
afin d’atteindre la dose d’entretien trés rapidement. Le J1 est effectué en 6 injections sous
cutanées, le J15 en 2 injections et le J45 en 1 injection. La dose totale cumulée par séance
correspond a la dose d’entretien : 100 g pour les guépes et abeille, et 200 g pour les frelons,
les patients a haut risque, ou pour les échecs a 100 pg (réaction aux injections de
I’immunothérapie ou lors d’une nouvelle piqire pendant I’immunothérapie) qu’on administre

toutes les 4 semaines en entretien.

D. Analyse statistique

Les analyses statistiques et les présentations graphiques ont été réalisées avec le logiciel
GraphPad Prism version 8.0 (Graph-Pad Software). La population a été exprimée en nombres
et en pourcentages pour les variables catégorielles. Pour les variables quantitatives, les résultats
ont été exprimés en termes de médiane + intervalle interquantile (IQR) dans les tableaux et les
figures. Afin de suivre 1’évolution des marqueurs biologiques depuis le début de la mise en
place de I’immunothérapie, nous avons rassemblé les données en deux groupes comparatifs :
les données générées la méme année que le début de ’ultrarush et avant ont été regroupées sous
le terme année 0. Les données générées apres le début de la désensibilisation ont été regroupées
sous le terme année +1. Afin de comparer les groupes Année 0 et année + 1 deux types
d’analyses ont été effectués : une analyse appariée individuelle, par patient, représentant 1’effet

de la désensibilisation sur les parameétres biologiques considérés en fonction du temps.
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Cependant un certain nombre de données manquantes les années suivant le début de I’ITS ne
nous autorise pas a faire des tests statistiques. C’est pourquoi, une deuxiéme analyse non
appariée mesure 1’effet de la désensibilisation sur I’ensemble du groupe considéré. L'analyse
statistique des variables continues, c'est-a-dire les données non appariées avant/apres la
désensibilisation, a été réalisée avec un test t de student non apparié. Tous les tests étaient
bilatéraux, avec une erreur de type | fixée a 0,05. Aucune correction pour les tests multiples n'a

été appliquée dans I'analyse des résultats secondaires (60).

I1l. RESULTATS

A.Population générale

La cohorte est constituée de 24 hommes (75%) et de 8 femmes, de 36 a 76 ans (age
médian 55.5 ans) (Tableau 1V4). La moyenne d’age est de 55,5 ans, 84,4 % ont plus de 40 ans,
ce qui est en soi un facteur de risque d’anaphylaxie sévere.

Parmi les autres facteurs, 31,2 % des patients ont des antécédents de maladie cardiovasculaire
et certains (25%) sont traités par bétabloquant et/ou IEC/ARAZ2 .

Aucun de nos patients ne présente de mastocytose ou de tryptasémie basale augmentée. Aucun
patient ne présente de contre-indication a la désensibilisation.

Une réaction initiale cotée au moins Mueller 2 est présente chez 90,6% des patients.

L’insecte piqueur le plus représenté est la guépe dont 1’espece est non identifiee (53,1%).
L’identification exacte reste toujours délicate pour les patients : 31,25 % n’ont pas reconnu la

nature méme de 1’insecte.

Les tests cutanés effectués lors de la consultation initiale sont exposés dans le Tableau
V. Des tests cutanés positifs supérieurs a 1/10000°™ sont présents chez 6 patients. On retrouve
chez 16 patients sur 32 des tests cutanés positifs au 1/10eme et moins pour les deux guépes. Les
IDR pour les abeilles sont négatives chez 14 patients.
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Caractéristiques

N (%)

Patients
Hommes
Age médian
Facteurs de risque
Exposition fréquente
Apiculture
Meétier d’extérieur
Activités d’extérieurs
Anaphylaxie sévére
ATCD réaction sévére Mueller 3/4 ou 2 avec obstruction
VAS
Age > 40 ans
maladie cardiovasculaire
asthme
Traitement Beta bloguant
IEC/ARA2
Stress physique ou psychologique
Tryptase basale > 11.4 pg/L
Mastocytose
Autres antécédents
Maladie auto immune
Immunodéficience primaire ou acquise
cancer
Grossesse en cours
Insecte piqueur
Guépe indifférenciée
Guépe Vespula
Guépe Poliste
Abeille
Frelon
Insecte inconnu
Mueller Pré ITS
Mueller 1
Mueller 2
Mueller 3
Mueller 4

32 (100)
24 (75)
55.5

4 (12,5)
7 (21,9)
3(9,4)

18 (56,2)

27 (84,4)
10 (31,2)
1(3,1)
1(3,1)
7 (21,9)
nr
0
0

o O oo

17 (53,1)
2 (6,2)
2(6,2)
1(3,1)
2(6,2)

10 (31,25)

3(9,4)
10 (31,2)
8 (25)
11 (34,4)

Tableau 1V : caractéristiques de la population. Nr : Non renseigné
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Nature Mueller IDR IDR IDR

Patient ITS VESPULA POLISTE ABEILLE o 4] 121 1209 | 1210
9 Vespula 1 1/10 1/10 négatif 284 214 128 01 771 26,6
11 Vespula 1 1/10 1/10 négatif 15 197 116 389 834 8,07
21 Vespula + Poliste 1 1/10 1/10 769 992 143 01 766 101
2 Vespula +-Poliste " 2 1/10 1/10 1/10 1,717 01 093 01 146 1,16

abeille

5 Vespula 2 1/10 1/10 1/10 32 6 5 2 416 10,2
8 Vespula 2 1/10 1/10 négatif 12,7 0,1 16,3 16
12 Vespula 2 1/10 1/10 178 144 1,15 249 194
20 Vespula 2 1/10 1/10 1 o712 017 021 01 067 0,27
26 Vespula 2 1/1000 1/1000 négatif 5,05 201 01 574 42
32 Poliste 2 négatif 1/100 négatif 108 181 82 09 07 171
33 Vespula + Poliste 2 1/10 1/10 négatif 12,6 956 0,1 134 9.65
34 Vespula 2 1/10000 1/10000 6,88 4,04 381 22 445 24
36 Vespula 2 1/1000 1/10 368 33 292 446 01 0,23
3 Vespula + Poliste 3 1/10 1/10 7,46 6.79 01 7,07 6,79
4 Vespula + Poliste 3 1/10 1/10 53 278 254 384 484 373
10 Vespula 3 1/10 négatif négatif 5 152 01 3,66 247
14 Vespula 3 1/10 1/10 négatif 33,8 11,7 387 141 03
22 Vespula 3 1/100 1/100 1 0,98 094 01 06 0,69
27 Vespula 3 1/10 négatif négatif 0,24 067 01 051 1,56
30 frelon 3 1/1000 1/1000 1/10 412 3,27 0,23 4 3,59
31 Poliste 3 1/100 1/100 0,37 041 01 051 061
1 Poliste 4 1/100 1/10 négatif 311 194 147 01 471 219
7 Vespula + Poliste 4 1/1000 1/1000 1/1000 356 2,72 504 492 118 435
13 Vespula 4 1/10000 1/10 172 206 148 01 199 4,02
15 frelon 4 1/10000 1/10000 négatif 7,27 7,82 01 6,99 935
16 Vespula 4 1 1 négatif 4,79 2,61 012 291 3,66
17 Vespula 4 1/10 1/10 1/10 413 4,82 184 272 114
23 Vespula + Poliste 4 1/1000000 1/1000000 100 100 100 100 100 100
28 Frelon 4 1/10000 1/10000 négatif 6,77 165 18 188 438 265
29 Vespula 4 1/10 1/10 1/10 16 2 816 75 434
35 Vespula 4 1/1000 1/1000 négatif 15,7 4,12 3,88 136 361 241
37 Vespula 4 1/100000 négatif 1 2,26 0,36 01 251 084

Tableau V : tests cutanés et IgE spécifiques de venins totaux et recombinants avant le début de la désensibilisation.

13 : Guépe Vespula enrichie en rVes V 5. 177 : Guépe Poliste européenne enrichie en rPol d 5. 14 : Guépe Poliste enrichie en rPol d 5. 1211:

allergene recombinant rVVes V 1. 1209 : allergéne recombinant rVes V 5. 1210: allergéne recombinant rPol d 5
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Le Tableau VI répertorie les patients qui présentent plusieurs TAB au cours de leur
suivi, dont la cotation générale (BP scale) a été effectuée en utilisant les mémes dilutions. Les
résultats des TAB sont exprimés avec les CDmax, AUC, CDsens pour les deux récepteurs et la
BP scale. L’an 0 correspond a 1’année de désensibilisation.

Concernant les 7 patients désensibilisés a la vespula : 5 patients (patients 11, 26, 10, 22
et 17) ont bénéficié d’un TAB I’année de leur désensibilisation. Tous, hormis le patient 17, ont
vu leurs résultats de TAB diminuer I’année suivante pour la guépe vespula mais également pour
la guépe poliste. Les patients 5 et 16 quant a eux ont bénéficié d’un test plus tard dans leur suivi.
Les résultats pour ces patients sont plus mitigés, on n’observe pas de diminution franche de
leurs résultats au cours du temps que ce soit pour la vespula ou pour la poliste, hormis pour le
TAB vespula du patient 5.

Les patients 31 et 1 sont les patients désensibilisés a la poliste seule. Pour le patient 31,
le premier TAB a été effectué 1’année de désensibilisation. On n’observe pas de différence de
résultats sur le TAB de I’année suivante, sur la poliste et la vespula. Pour le patient 1 on observe
également une constance dans les résultats des deux TAB.

Parmi les patients doublement désensibilisés (patients 21, 4, et 23) a la vespula et a la
poliste, seuls les patients 4 et 23 présentent un TAB initial 4 ’an 0. On observe une diminution
des parametres pour les deux guépes au cours du temps pour ces deux patients. Pour le patient

21, le TAB reste globalement stable d’une année sur 1’autre.
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B. Groupe de patients en cours de désensibilisation a la guépe vespula

1. Description de I’ensemble du groupe
Mueller 1 Mueller 2 Mueller 3 Mueller 4
n 2 7 4 6
IDR Vespula 0.1[0,1;0,1] n=2 0,1 [0,001;0,1] n=7 01[008:01]n=4 0,05 [0,0003;0,1] n=6
(Hg/mL) poliste 0.1[0,1,0,1] n=2 0.1[0,05:0,1] n=7 0.1 [0,03;0,08] n=4 0.1[0,1,0,1] n=6
abeille Négatif négatif négatif 0,1[0,1;0,5] n=6
IgE i3 21,7[183;250] n=2 12,76,0;25,0] n=7 3,0[0,8;12,2] n=4 15,7 [4,8;17,2] n=5
(Kufl) i77 20,5 [20,1:21,0] n=2 6,0 [4,0;14,4] n=5 pas de données 2,6 [2,1;4,1] n=5
i4 122[119;12,5] n=2 3,8 [12,0:5,0] n=5 1,2[0,9:4,1] n=4 2,7 [2.1;3.3] n=2
i211 2,0 [1,0;2,9] n=2 1,1[0,1;2,1] n=7 0,1[0,1,9,7] n=4 0,1[0,1:13,6] n=5
i209 42,7 [25,5:59,9] n=2 5,7 [2,5;20,6] n=7 1,0 [0,6:2,0] n=4 3,6 [2,9;19,9] n=5
i210 17,3 [12,7;22,0] n=2 4,2 [1,3;13,1] n=7 1,1[0,6;1,8] n=4 2,4[1,1;3,71 n=5
TAB CD Max 63 90 n=1 79,5 [60,7:95,2] n=4 50 [53;73,5] =3 74,5 [72;77,2] n=2
VESPULA AUC 63 653 n=1 613[332,7:880,5]n=4  443[436:5385]n=3  464,5 [459,7:469,2] n=2
CD Sens 63 57 n=1 107,5 [87,2:115,2] n=4 56 [56;157] n=3 36,6 [29,2:43,7] n=2
CD Max 203 85 n=1 80,5[72,2;88,2] n=4 67 [62;75] n=3 88 [85,5;90,5] n=2
AUC 203 797 n=1 7005 [494,2;890,2] n=4 630 [591;668,5] n=3  786,5 [780,2;792,7] n=2
CD Sens 203 57 n=1 318[112,5:811,5]n=4 117 [103,5:352,5] n=3 1435 [124,2:162,7] n=2
TAB CD Max 63 82 n=1 63 [48;70,7] n=4 8 [5,5;31,5] n=3 13,5[7,7;19,2] n=2
POLISTE AUC 63 626 n=1 4185 [2355:503] n=4 282 [160,5;458] n=3 67,5 [39;95,5] n=2
CD Sens 63 63 n=1 79,5 [60;134] n=4 18 [17,7;37] n=3 1763 [891;2637] n=2
CD Max 203 88 n=1 77,5 [67,2:83,2] n=4 29 [20:51] n=3 45 [26,5:63,5] n=2
AUC 203 829 n=1 602 [419,7;768,21n=4  179[123,5;303] n=3  301,5 [181,7;421,2] n=2
CD Sens 203 202 n=1 186 [85,5;280,5] n=4 25[24;25,5] n=3 118,5 [77,2;159,7] n=2

Tableau VII : ensemble des données initiales du groupe de patients désensibilisés & la guépe vespula seule.

Ce groupe est constitué de 19 patients en cours de désensibilisation vis-a-vis de la guépe

vespula seule. Parmi eux, deux patients sont cotés Mueller 1 (patients 9 et 11) : les tests cutanés
sont positifs a 1/10 seulement et les IgE sont augmentés a des taux assez élevés (pour 13 28,4
KU/L et 15 kU/L respectivement). Ces deux patients présentent un profil de sensibilisation
global pour I’antigéne 5. Leur sensibilisation biologique est d’ailleurs globalement supérieure
aux patients qui ont présenté une réaction Mueller 4, hormis pour le patient 17 (13 a 41,3 KU/L).
Le TAB pour le patient 9 est globalement fortement positif (1/125°) vis-a-vis de la guépe
vespula et tres faiblement positif a la guépe poliste (positif en pur), celui du patient 11 est positif
au 1/25° pour la guépe vespula mais fortement positif (1/125€) pour la guépe poliste.

De la méme fagon, 7 patients dans ce groupe ont eu une réaction princeps cotée Mueller
2, 4 patients ont décrit une réaction initiale compatible avec une cotation Mueller 3 et enfin 6
patients ont développé des symptomes sévéres cotés Mueller 4 a la suite d’une piqdre de guépe

(Tableau VII). De fagon étonnante, on ne remarque pas de lien entre la séverité de la réaction
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clinique initiale d’une part, et les taux d’IgEs i3, les résultats des IDR ou encore les résultats
des TAB d’autre part (Tableau VII). En effet, le groupe Mueller 4 présente un taux médian
d’IgEs 13 supérieur aux autres groupes mais un taux d’IgEs 1209 inférieur au groupe Mueller 2,
les valeurs du groupe Mueller 3 sont quant a elles inférieurs a celle des deux autres groupes. Il
en est de méme pour les résultats des TAB vespula : le groupe Mueller 4 présente un CDmax,
AUC et CDsens supérieurs aux autres groupes uniquement pour lors de 1’expression du CD
203. Les résultats du groupe Mueller 3 sont la encore en dessous des deux autres groupes. A
noter que le groupe Mueller 4 présente un seuil de positivité cutané plus bas que les autres
groupes.

Néanmoins, certains profils de sensibilisation méritent d’étre soulignés (Tableau V).

Sur I’ensemble du groupe on remarque deux patients (36 et 14), respectivement
appartenant au groupe Mueller 2 et 3, qui présentent un profil de sensibilisation clair envers la
phospholipase Al : le recombinant Ves V 1 (i211) est majoritaire par rapport aux autres
recombinants (respectivement 44,6 et 38,7 KU/L). Les TAB correspondants sont en accord avec
ces profils. Pour le patient 36, le TAB a une positivité globale pour la guépe vespula a la dilution
1/125e contre 1/25e pour la guépe poliste. Le TAB du patient 14 a une positivité globale pour
vespula a la dilution 1/25e alors que le TAB pour la poliste est retrouvé négatif.

Le patient 17 (groupe Mueller 4) quant a lui présente un profil de sensibilisation
prédominant au venin vespula, les recombinants i3 i209 et i211 étant largement majoritaires :
son TAB initial présente une positivité globale a la guépe vespula jusqu’a la dilution 1/25e et
une positivité, non négligeable, a la poliste jusqu’au 1/5e.

Enfin, le patient 13 (groupe Mueller 4) est un profil de sensibilisation largement
majoritaire a ves v 5 (i209) (19.9 kU/L) : son TAB global est positif jusqu’a la dilution 1/25°

pour la guépe vespula mais retrouve négatif pour la guépe poliste.

2. Evolution avant et pendant le début de la désensibilisation

L’analyse de I’effet de I’immunothérapie simple vis-a-vis de la guépe Vespula en
distinguant les patients selon la gravité de la réaction initiale n’a pas été possible en raison du
faible effectif de patients dans chaque groupe Mueller (Tableau VI1). C’est pourquoi nous avons
pris le parti d’analyser les données de facon globale en s’affranchissant de la sévérité de la
réaction. De plus, afin de suivre I’évolution biologique des différents marqueurs nous avons
rassemblé les données en deux groupes : le premier «an 0 » regroupe les données initiales

recueillis dans 1’année ou la désensibilisation a débuté et le second « an >1 » regroupe les
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données collectées dans les années de suivi aprés 1 an de desensibilisation. Les patients ne
possédant pas le méme nombre d’années de suivi, nous avons rentré dans ce groupe «an > 1 »
de facon arbitraire la donnée la plus élevée sur I’ensemble des années disponibles.

Aussi, deux types d’analyses ont été effectués : une analyse appariée individuelle, par
patient, représentant I’effet de la désensibilisation sur les paramétres biologiques considérés
(panel de gauche sur les figures 16 17 18 19 20 21 22) en fonction du temps. Cependant un
certain nombre de données manquantes les années suivant le début de I’ITS ne nous autorise
pas a faire des tests statistiques. C’est pourquoi, une deuxiéme analyse non appariée mesure
I’effet de la désensibilisation sur I’ensemble du groupe considéré (panel de droite sur les figures
16 17 18 19 20 21 22).

= TAB
L’analyse appariée des données du TAB montre que I’'ITS permet une diminution du
CDmax CD63 et de ’AUC CD63 vis-a-vis d’i3 chez 67% des patients au moins un an apres le
début de la désensibilisation (Figure 16A, panel de gauche). L’analyse de ces mémes marqueurs
en considérant cette fois ci 1’expression de CD203c permet d’apprécier I'effet de la
désensibilisation chez 67% a 83 % des patients (67 % des patients sont répondeurs selon le
CDmax CD203c, 80% selon I’AUC CD203c, Figure 16B, panel de gauche). De la méme facon,
’analyse appariée des données du TAB montre que I’ITS permet une diminution du CDmax
CD63 et de I’AUC CD63 vis-a-vis d’i77 chez 67% des patients (Figure 16A, panel de gauche).
Néanmoins D’effet de ’'ITS est moins probant si I’on consideére le marqueur CD203¢ ou
seulement 20 % (CDmax CD203c) et 50 % (AUC CD203c) sont répondeurs (Figure 16B, panel

de gauche).

L’analyse non appariée de la globalit¢ du groupe montre une tendance franche a la
diminution du CDmax au cours de la désensibilisation pour les deux insectes. Cette
décroissance est plutét marquée pour la guépe Vespula i3 car la différence est significative pour
les CDmax CD63 (p < 0,05 ; Figure 16A), et quasi significative pour le CDmax CD203 (p =
0,08 ; Figure 16B). Bien que I’on observe une diminution du CDmax vis-a-vis de la guépe
poliste 177, la différence n’est cependant pas significative que ce soit via I’analyse du marqueur
CD63 (p=0.16, Figure 16A panel de droite) ou via I’analyse du marqueur CD203c (p=0.34,
Figure 16B, panel de droite). Cela corrobore les données de ’AUC qui tend a diminuer
globalement pour les deux insectes et sur les deux récepteurs (Figure 16) avec globalement une
diminution plus franche vis-a-vis de la guépe Vespula i3 (p = 0,07 pour CD63 ; p = 0,10 pour
CD203 ; Figure 16) que pour la poliste (p = 0,11 pour CD63 ; p = 0,35 pour CD203 ; Figure
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16). Concernant les CD sens, on ne retrouve pas de différence significative au cours du temps,
quelque soit le récepteur étudié et quelque soit 1’insecte considéré (guépe Vespula ou guépe

Poliste). A noter que 1I’on observe une tendance a la baisse uniquement pour la guépe vespula.
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Figure 16 : Analyse des paramétres du TAB (CDmax, AUC et CDsens) vis-a-vis des extraits globaux de vespula et de poliste
en fonction des récepteurs CD63 (A) et CD203c (B) avant et pendant le début de la désensibilisation.

=>» IgE spécifiques

L’analyse appariée montre que I’ITS permet une diminution des valeurs des IgEs envers les
extraits globaux et des recombinants pour la guépe Vespula. En effet, cette diminution au cours
du temps est constatée chez 54% patients pour i3 et i211, chez 50% du groupe pour i209 (Figure
17Erreur ! Source du renvoi introuvable.A, panel gauche). Il en est de méme pour les IgE
specifiques de la guépe poliste : on constate chez 57 % des patients une diminution d’i4, i77 et

1210 (Figure 17A, panel gauche).

L’analyse non appariée des taux d’IgEs vis-a-vis des extraits globaux des deux guépes (i3,
i4 et i77) ne montre pas de différence significative au cours de la désensibilisation. Pour les
IgESs vis-a-vis d’i4, une trés 1égere diminution est observée bien qu’elle soit non significative

(p=0.09) (Figure 17A, panel de droite). De la méme facon, les taux d’IgEs recombinants des
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deux guépes (i211, i209 et i210) semblent quant a eux plut6t constants au cours du temps

(Figure 17A, panel de droite).

= 1gG4

L’analyse appariée permet de constater une augmentation franche des IgG4 spécifiques des
extraits globaux et des recombinants pour les deux guépes. En effet, 75 a 85% des patients de
ce groupe voient leurs taux d’IgG4 envers 13, 1211 et 1210 augmenter (respectivement 80%,
75% et 85%) (Figure 17B, panel de gauche). Il en est de méme pour la guépe poliste, entre 67
et 83% des patients présentent une augmentation des IgG4 spécifiques de cette guépe (67%
pour i4, 83% pour i77 et 75% pour i210) (Figure 17D, panel de gauche).

Concernant I’analyse non appariée : les taux des 1gG4 spécifiques pour la guépe vespula,
qu’ils soient envers I’extrait global que vis a vis des recombinants, augmentent de fagcon
significative (p <0.05 pour i3 et i211, p = 0.06 pour i209) (Figure 17B, panel de droite). Pour
la poliste, cette augmentation est également constatée bien qu’elle soit non significative pour
177 et 1210 (respectivement p = 0.11 et p = 0.20, figure 17B panel de droite). En revanche, les
1gG4s vis-a-vis de la guépe poliste i4 ne varient pas au cours de la désensibilisation (p = 0.75 ;

Figure 17B, panel de droite).
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Figure 17 : Dosage des IgEs (A) et des 1gG4s (B) des extraits globaux (13, 14 et 170) et des recombinants (1211, 14 et 1210)
avant et pendant le début de la désensibilisation.
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=>» Rapport IgE/1gG4

Pour ce rapport, 1’analyse appariée (Figure 18, panel de gauche) montre une nette
diminution quel que soit 1’extrait global ou les recombinants et quelle que soit la guépe (92%
et 85% des patients ont un rapport IgEs/IgG4s vis-a-vis d’i3 et d’i209 respectivement qui
diminuent au cours de la désensibilisation) (Figure 18, panel de gauche).

Enfin, I’analyse non appariée montre une diminution globale de ce rapport pour les 3
allergénes de la guépe vespula au cours du traitement, avec une prédominance pour rVes V 5
(i209) (p=0.07) (Figure 18, panel de droite). On constate egalement une diminution globale
concernant les allergénes de la guépe poliste, avec une différence plus marquée pour i77 (p =
0.08) (Figure 18, panel de droite).
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Figure 18 : rapports IgE/IgG4 des extraits globaux et des recombinants, avant et pendant le début de la désensibilisation.
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C. Groupe de patients en cours de désensibilisation a la guépe Vespula et a

la guépe Poliste

1. Description de I’ensemble du groupe
Mueller 1 Mueller 2 Mueller 3 Mueller 4
N 1 2 2 2
Vespula 0,1 0,1[0,1;0,1] n=2 0,1[0,1;,0,1] n=2 0,0005 [0,0002;0,0007] n=2
IDR (ug/mL) poliste 0,1 0,1[0,1;0,1] n=2 0,1[0,1;0,1] n=2 0,0005 [0,0002;0,0007] n=2
Abeille 0,05 [0,02;0,07] n=2 négatif 0,001 n=1
i3 77 7,2 [4,4,9,9] n=2 30,2 [18,8;41,6] n=2 67,8 [51,8;83,9] n=2
1gE (KU/) ]
i77 9,9 0,1 [0,8;28,8] n=2 27,8 [27,8;28,8] n=2 51,4 [27;75,7] n=2
i4 14,3 25,4 [25,4;25,4] n=1 25,4 [25,4;25,4] n=1 52,5 [28,8;76,3] n=2
i211 0,1 0,1[0,1;0,1] n=2 1,97 [1,0;2,9] n=2 53 [28,1,76,2] n=2
i209 7,7 74 [4,4,10,1] n=2 27,4 [17,4;38,1] n=2 55,9 [33,8;77,9] n=2
i210 10,1 22 [14,4;29,7 n=2 1,2[1,2;1,2] n=2 52,2 [28,3;76,1] n=2
CD Max 63 Ne 60 [51,5;68,5] n=2 47,5 [27,7;,67,2] n=2 81 [74,5;87,2] n=2
TAB AUC 63 Ne 432 [414,5;449,5] n=2 4535 [245,7;661,2] n=2 858 [816;900] n=2
VESPULA CD Sens 63 Ne 1050,5 [538,5;1562,7] n=2 2171 [1094;3248] n=2 284 [179,5;389,2] n=2
CD Max 203 Ne 72,5 [68,2;76,7,] n=2 51 [37;65] n=2 86 [84,88] n=2
AUC 203 Ne 658 [623,5;692,5] n=2 436 [284,628] n=2 822 [819,2;824,5] n=2
CD Sens 203 Ne 3554 [1840,2;5268,7] n=2 4507 [2262;6751] n=2 1445 [762,5;2127,5] n=2
CD Max 63 12 51 50 [28;72] n=2 48,5 [27,7;69,2] n=2
TAB AUC 63 57 512 4625 [243,7;681,2] n=2 387,5 [219,2;555,7] n=2
POLISTE CD Sens 63 18 2118 4062,5 [2039,2;6085,2] n=2 185,5 [128,2;242,7] n=2
CD Max 203 33 60 44 [26,5;61,5] n=2 56,5 [44,2;68,7] n=2
AUC 203 156 590 408 [226,5;589,5] n=2 500 [352;648] n=2
CD Sens 203 17 7102 5224 [2621;7827] n=2 162,5 [96,7;228,2] n=2

Tableau VIII : ensemble des données initiales du groupe de patients doublement désensibilisés & la guépe vespula et a la
guépe poliste. Ne = non effectué

Ce groupe est constitué de 7 patients en cours de désensibilisation a la guépe vespula et

a la guépe poliste. Chaque groupe comporte un faible effectif de 2 patients (Tableau VIII).
Néanmoins on remarque que le seuil cutané dans le groupe de sévérité Mueller 4 est plus bas
que les autres groupes, pour les deux insectes (0.0005 pour vespula et poliste, (Tableau VIII).
La majorité¢ des patients de ce groupe présentent des taux d’extraits globaux pour les deux
guépes elevés, et des recombinants en antigéne 5 (rVes v 5- Pold 5) peu discriminants. Les taux
d’IgE spécifiques, que ce soit pour la guépe vespula ou pour la guépe poliste, sont tous plus
élevés dans le groupe Mueller 4 que dans les autres groupes. On peut méme noter une
corrélation entre le taux d’IgE et la sévérité clinique (hormis pour i210 du groupe Mueller 3 qui
est le taux le plus bas, 1.2 Ku/L) : les IgEs vis-a-vis d’i3 par exemple sont a 67.8 Ku/L dans le
groupe Mueller 4 puis respectivement a 30.2 et 7.2 dans les groupes Mueller 3 et 2 (Tableau
VIII). On observe une corrélation similaire en ce qui concerne les CDmax et AUC (que ce soit

via I’analyse de 1’expression de CD63 ou de CD203) pour la guépe vespula (CDmax 63 et AUC
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63 respectivement a 81% et 858 dans le groupe Mueller 4, respectivement a 60% et 432 dans
le groupe Mueller 2) (Tableau VIII). Les CDsens, quel que soit le récepteur exprimé, ne sont
quant a eux pas corrélés avec le stade de sévérite. En effet, les CDsens 63 et 203 du groupe
Mueller 4, respectivement a 284 et 1445, sont les plus bas comparativement aux autres stades
cliniques (Tableau VIII). A I’inverse, pour la guépe poliste, on ne retrouve pas de corrélation
entre les CDmax et AUC d’une part et la sévérité clinique d’autre part. En effet, ces marqueurs
sont les plus €levés dans le groupe Mueller 2 (CDmax et AUC lors de 1’expression de CD 63
respectivement a 51% et 512 dans le groupe Mueller 2, respectivement a 48.5% et 387.5 dans

le groupe Mueller 4 pour le méme récepteur) (Tableau VI1II).

Les patients 1 et 7 présentent des profils clairs de sensibilisation pour chaque guépe
(Tableau V) : le patient 1 a un taux d’i77 a 19.4 KU/L contre 3.11 kU/L de guépe vespula i3,
avec 1210 (21.9 kU/L) qui différe de plus d’un facteur 2 par rapport a i209 (4.71 kU/L), signant
un profil de sensibilisation majoritaire vis-a-vis de la poliste. Le patient 7 présente quant a lui
un taux d’i3 prédominant (35.6 kU/L contre 2.72 kU/L d’i77), prédominance retrouvée
également en recombinant (209 a 11.8 kU/L contre 4.35 kU/L d’i210). Les tests cutanés ne
sont pas discriminants pour ces profils : positifs pour la concentration 0.001 pg/L pour les deux
guépes pour le patient 7, et positif a 0.01 pg/l en vespula pour le patient 1. Si on analyse les
seuils de positivite des TAB chez ces deux patients: pour le patient 1 le TAB est peu
discriminant entre les deux guépes car ils sont tous deux positifs a la dilution 1/5eme, alors que
pour le patient 7 le TAB est concordant avec les IgE spécifiques car il signe une positivité
globale prédominante a la vespula (positif au 1/125eme pour la vespula, positif au 1/5eme pour

la poliste).

2. Evolution avant et pendant le début de la désensibilisation

= TAB

L’analyse appariée des données du TAB montre que la désensibilisation engendre une
augmentation du CD max et de I’AUC, quel que soit le récepteur exprimé hormis pour I’AUC
63, pour la guépe vespula i3 (les CDmax 63 et 203 augmentent chez tous les patients, AUC 203
chez 60% des patients et AUC 63 seulement chez 20%) (Figure 19A et Figure 19B panel de
gauche). Cette augmentation est également constatée pour la guépe poliste : les CDmax en
CD63 et en CD203 augmentent chez 80% des patients, les AUC en CD63 et en CD203
augmentent chez 60% des patients) (Figure 19A et Figure 19B panel de gauche). On note une

tendance inverse pour les CD sens quel que soit I’insecte et le récepteur exprimé (les CD sens
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63 et 203 diminuent lors de la desensibilisation pour la guépe vespula chez 60% des patients,
ils diminuent respectivement chez 60 et 75% pour la guépe poliste) (Figure 19A et Figure 19B

panel de gauche).

L’analyse non appariée pour la guépe vespula ne montre pas de différence significative
au cours du traitement pour CDmax et I’AUC quel que soit le récepteur exprimé. 1l est & noter
que seul le CDmax lors de I’expression de CD63 est a la limite de la significativité (p=0.05)
(Figure 19A et Figure 19B panel de droite). Pour la guépe Poliste, on constate également une
tendance a I’augmentation des CD max et AUC mais encore sans significativité retrouvée. La
différence est plus marquée pour le CDmax lors de I’expression de CD203 (p=0.05) (Figure
19A et Figure 19B panel de droite). La tendance a la diminution est également constatée dans
cette analyse pour les CD sens 63 et 203, que ce soit pour la guépe vespula que pour la guépe
poliste, mais la encore sans significativité retrouvée (p=0,18 pour CDsens 63 et p= 0,12 pour
CDsens 203 pour la guépe vespula) (Figure 19A et Figure 19B panel de droite).
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Figure 19 : Paramétres du TAB chez vespula et poliste en fonction des récepteurs avant et pendant le début de la
désensibilisation. CDmax, AUC et CD sens lors de I’expression de CD63 (A), CDmax, AUC et CDsens lors de 1’expression
de CD203 (B).
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=> IgE spécifiques
L’analyse appariée montre globalement une stagnation des taux d’IgEs au cours de la
désensibilisation pour la guépe vespula. En effet, 55 % a 80% des patients voient
respectivement leur taux d’IgEs envers I’extrait global i3 et la fraction recombinante i209 rester
stable au cours du temps, contrairement au taux d’IgEs envers le recombinant i211 qui
augmente chez 67% des patients (Figure 20A panel de gauche). Une tendance similaire de
stagnation des taux d’IgE spécifiques, que soit envers les extraits globaux i4 et i77 que vis a vis

le recombinant i210, est observée chez la guépe Poliste (Figure 20A panel de gauche).

L’analyse non appariée des taux d’IgEs vis-a-vis des extraits globaux des deux guépes
(i3, i4 et i77) ne montre pas de différence significative au cours de la désensibilisation (Figure
20A panel de droite). De la méme fagon, les taux d’IgEs recombinants des deux guépes (i211,
1209 et i210) semblent globalement plutdt constants au cours du traitement (Figure 20A panel
de droite).

=> 1gG4 spécifiques
L’analyse appariée nous permet de constater une augmentation nette des taux d’IgG4
specifiques des extraits globaux et des recombinants pour les deux guépes. L’analyse du taux
des 1gG4 specifiques envers le recombinant i4 n’est pas exploitable par manque de données.
Pour la guépe vespula, les IgG4 envers i3 et i211 augmentent pour la totalité des patients. 83 %
des patients voient également leur taux d’IgG4 spécifiques envers i209 augmenter (Figure 20B
panel de gauche). Les taux d’IgG4 spécifiques envers la guépe poliste, envers 1’extrait global

i77 et le recombinant i210, augmentent également pour I’ensemble des patients.

L’analyse non appariée confirme nettement ces tendances : les IgG4 spécifiques envers
la guépe vespula augmentent de facon significative (p< 0,05 pour i3 et i209, p = 0,07 pour i211)
(Figure 20B panel de droite). Cette augmentation est également constatée pour la poliste avec

une différence significative (p < 0,05 pour i77 et i210) (Figure 20B panel de gauche).
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Figure 20 : Immunoglobulines des extraits globaux (13, 14 et 170) et des recombinants (1211, 14 et 1210) avant et pendant le
début de la désensibilisation. IgE spécifiques en (A) et 1gG4 spécifiques en (B).

=> Rapport IgE/1gG4

Pour ce rapport, I’analyse appariée (Figure 21, panel de gauche) montre une nette

diminution que ce soit pour les extraits globaux que pour les recombinants, pour les guépes

vespula et poliste, dans I’ensemble du groupe étudié.

L’analyse non appariée confirme nettement cette tendance pour la guépe vespula (p =

0,08 pour i211 et p = 0,07 pour i209) avec une significativité pour I’extrait global i3 (p < 0,05)

(Figure 21, panel de droite). 1l est retrouvé également une franche diminution de ce rapport au

cours du traitement concernant la guépe poliste (p = 0,13 pour i77, p < 0,05 pour i210) (Figure

21, panel de droite).
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Figure 21 : rapports IgE/IgG4 des extraits globaux et des recombinants, avant et pendant le début de la désensibilisation.
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D.Revue de patients

Nous avons sélectionné dans notre cohorte 5 patients présentant des profils variés afin

d’apprécier en détail I’évolution biologique au cours de la désensibilisation.

1. Patients 5 et 16 : les patients qui ont bénéficié du plus grand nombre de
TAB dans leur suivi

Le patient 5, dont les caractéristiques sont exposées dans le Tableau IX, a présenté en
2018 une réaction Mueller 2 suite a une piqlre par un insecte non identifi¢. L immunothérapie
envers la guépe vespula a débuté en ao(t 2019. On note une positivité décroissante entre 2018
et 2021 des IgEs extraits globaux et des recombinants pour les deux guépes avec un profil de
sensibilisation plutot tourné vers I’antigéne 5. Les rapports IgE/IgG4 diminuent nettement entre
2018 et 2021. Un TAB a été effectué chaque année pour ce patient depuis la mise en place de

la désensibilisation.

Sur le TAB alavespula : les CDmax CD63 et CD203 restent constants voire augmentent
sur la derniére année (CDmax 63 de 64 a 79%, CDmax 203 de 67 a 82%), idem pour les AUC
notamment lorsqu’est exprimé le CD203 (de 360 en 2019 a 648 en 2021). Le CD sens quant a
lui ne fait que décroitre sur les 3 années quel que soit le récepteur exprimé. La BP scale diminue
d’une dilution notamment lors de la mise en place de la désensibilisation (4/6 en 2019, 3/6 en
2020).

Pour le TAB utilisant 1’extrait de poliste : le CDmax décroit uniquement lors de
I’expression du récepteur CD63 (pour CD203, il passe de 44% en 2019 a 54% en 2021), tout
comme I’AUC 63 (en CD203 le CDmax passe quant a lui de 44% en 2019 a 54% en 2022). Le
CDsens décroit sur les deux récepteurs de facon importante depuis le début de la
désensibilisation a la vespula (de 318 en 2019 a 20 en 2021). La BP scale pour la poliste reste

inchangée a 1/6 sur les 3 années de suivi.
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Patlent 5 2018 2019 (ITS Vespula) 2020 2021
i3 (Vespula) 32 10,4
i211(rVesv 1) 2 1,15
o€ 1209 (rVes v 5) 41,6 11,4
i4 (Poliste ) 5 1,33
i77 (Poliste europ) 6 1,59
i210 (rPol d 5) 10,2 0,04
i3 (Vespula) 10,3 7,24
i211(rVesv1) 0,05 2,78
1G4 i2.09 (rVgs v 5) 10,2 3,89
i4 (Poliste ) 0,22 0,1
i77 (Poliste europ) 0,12 0,12
1210 (rPol d 5) 0,12 0,04
i3 (Vespula) 3,11 1,44
i211(rVesv1) 40,00 0,41
i209 (rVes v 5) 4,08 2,93
lge/1gG4 i4 (Poliste ) 2,73 13,30
i77 (Poliste europ) 50,00 13,25
i210 (rPol d 5) 85,00 1,00
Cdmax 63 64 59 79
AUC 63 338 339 425
Cdsens 63 108 23 20
TAB Vespula Cdmax 203 67 71 82
AUC 203 360 548 648
Cdsens 203 131 67 71
BP SCALE 4/6 3/6 3/6
Cdmax 63 21 11 16
AUC 63 117 62 84
Cdsens 63 281 20 19
TAB Poliste Cdmax 203 44 46 54
AUC 203 251 258 290
Cdsens 203 318 21 20
BP SCALE 1/6 1/6 1/6

Tableau IX : caractéristiques biologiques du patient 5 au cours de sa désensibilisation au venin de Vespula. Les IgE sont

exprimés en Ku/L, les IgG4 en mg/L et les CDmax en %. ITS : immunothérapie spécifique
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Le patient 16 (Tableau X) est suivi sur 6 ans. Il a été piqué initialement par une guépe
vespula, insecte bien identifié par le patient, et a présenté une réaction Mueller 4. On note chez
ce patient un pic d’augmentation brutal en 2020 des taux d’IgE spécifiques quel que soit
I’insecte puis une diminution progressive sur les 2 ans qui suivent. Les 1gG4 augmentent de
facon importante sur les 6 ans (multiplié par 100 pour rVes v 1 entre 2018 et 2022), notamment
depuis le début du traitement en 2018. A noter que ce patient présente en 2017 lors de la
consultation initiale des 1gG4 spécifiques de la vespula plus élevés que pour la poliste. Les

rapports IgE/IgG4 qui en résultent montrent naturellement une décroissance sur tout le suivi.

Nous n’avons malheureusement pas de TAB initial pour ce patient, effectué dans
I’année ou avant le début de la désensibilisation. Pour le TAB effectué avec 1’extrait de vespula,
le CD max 63 diminue sur un an contrairement au CD max 203 qui augmente de 56 en 2021 a
86 % en 2022. On retrouve cette méme tendance pour I’AUC 63 qui passe de 750 en 2021 a
345 en 2022 contrairement a I’AUC 203 qui augmente. Les CD sens des deux récepteurs quant
a eux diminuent tous deux fortement en une année. La BP scale également diminue de moitié
(de 6/6 a 3/6 en 2022).

Concernant le TAB effectué sur I’extrait de poliste, les CD max 63 et AUC 63 diminuent
contrairement aux CD max et AUC 203 qui eux augmentent entre 2021 et 2022. Les CD sens
63 et 203 quant a eux augmentent, de facon plus importante pour le CD 203 (de 66 a 105). La
BP scale tend a augmenter pour cette guépe lors de la désensibilisation a la vespula (de 2/6 en
2021 a 3/6 en 2022).
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Patle nt 1 6 2017 2018 (ITS Vi la) 2019 2020 2021 2022
i3 (Vespula) 4,79 3,04 46,4 15,4 9,91
i211(rVesv 1) 0,12 0,1 2,81 0,93 0,58
IeE i209 (rVes v 5) 5,07 2,91 46,4 15,2 9,86
g i4 (Poliste )
i77 (Poliste europ) 2,61 2,12 22,2 7,41 6,46
1210 (rPol d 5) 3,66 2,67 34,7 12,7 7,52
i3 (Vespula) 0,74 0,19 5,66 8,42 7,4
i211(rVesv 1) 0,04 0,05 2,84 4,26 4,84
18G4 i2_09 (rV‘es v 5) 0,69 0,16 3,66 2,34 2,79
i4 (Poliste )
i77 (Poliste europ) 0,04 0,05 0,2 0,27 0,27
i210 (rPol d 5) 0,06 0,05 0,17 0,16 0,14
i3 (Vespula) 6,47 16 8,20 1,83 1,34
i211(rVesv 1) 3,00 2 0,99 0,22 0,12
i209 (rVes v 5) 7,35 18,1875 12,68 6,50 3,53
IgE/IgG4 i4 (Poliste )
i77 (Poliste europ) 65,25 0,4 111,00 27,44 23,93
i210 (rPol d 5) 61,00 53,4 204,12 79,38 53,71
Cdmax 63 79 67
AUC 63 750 345
Cdsens 63 777 19
TAB Vespula Cdmax 203 56 86
AUC 203 562 685
Cdsens 203 3525 74
BP SCALE 6/6 3/6
Cdmax 63 80 16
AUC63 498 150
Cdsens 63 30 88
TAB Poliste Cdmax 203 61 64
AUC 203 468 547
Cdsens 203 66 105
BP SCALE 2/6 3/6

Tableau X : caractéristiques biologiques du patient 16 au cours de sa désensibilisation au venin de Vespula. Les IgE sont
exprimés en Ku/L, les IgG4 en mg/L et les CDmax en %. ITS : immunothérapie spécifique.

2. Patient 1 : le seul patient désensibilisé a la poliste qui a bénéficié de
plusieurs TAB

Ce patient a présenté en 2019 une réaction Mueller 4 responsable d’un arrét
cardiorespiratoire avec hospitalisation en réanimation pendant plusieurs jours, sur de multiples
piqlres d’insectes encore non identifiés. En 2020, une ITA aux venins de guépe poliste est
débutée. Sur le Tableau XI on observe un profil de sensibilisation plutdt orienté sur la poliste
(i77a14 kU/L eti210 a21.9 kU/L), ces taux d’IgE ne fluctuent que trés peu avec le temps. Les
taux d’IgG4 quant a eux augmentent encore de fagcon importante sur les 5 ans de suivi, hormis
pour i209 qui reste stable. A noter que ces taux se stabilisent voire diminuent depuis le début
de la désensibilisation en 2020. Les ratios IgE/IgG4 sont donc logiqguement modifiés avec une
baisse importante sur les 5 ans (ratio de i210 a 438 en 2018, a 35 en 2022).

Les TAB chez ce patient montrent une globale stabilité de la sensibilité des basophiles
vis-a-vis de la vespula et de la poliste. Pour la guépe vespula on peut noter une relative
augmentation des CD max et AUC quelle que soit I’expression de CD 63 ou de CD 203
étudiées. De la méme facon, les CD sens diminuent faiblement pour CD63 et CD203c. La BP
scale reste inchangée entre les deux années (2/6).
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Concernant le TAB a la poliste, on observe une stabilisation des valeurs pour le CDmax
CD63 et CD203c. Les AUC CD63 et CD203c quant a eux diminuent faiblement (pour CD63
I’AUC passe de 249,7 a 240). Le CDsens 203 tende a diminuer entre 2021 et 2022,
contrairement a CD sens 63 qui stagne. Comme pour la guépe vespula, la BP scale pour la
guépe poliste reste stable a 2/6. A noter que ce patient va débuter une désensibilisation envers
la guépe vespula en mars 2022.

Patient 1 2018 2010 [2020(iiSPoliste)] 2021 2022
i3 (Vespula) 3,11 3,63 9,04 5,87
i211 (rVesv 1) 0,1 0,1 0,1 0,1
IoE i209 (rVes v 5) 4,72 4,71 15,5 8,03
g i4 (Poliste ) 14,3 7,74 14,7 11,6
i77 (Poliste europ) 14 8,7 19,4 12,3
1210 (rPol d 5) 21,9 16,2 26,5 18,2
i3 (Vespula) 0,06 0,26 1,79 1,2
i211 (rVesv 1) 0,04 0,05 0,04 0,01
18G4 i209 (rVes v 5) 0,02 0,27 1,91 1,13
i4 (Poliste ) 0,04 0,13 0,74 0,55
i77 (Poliste europ) 0,04 0,12 0,67 0,49
i210 (rPol d 5) 0,05 0,14 0,81 0,52
i3 (Vespula) 51,83 13,96 5,05 4,89
i211 (rVesv 1) 2,50 2,00 2,50 10,00
i209 (rVes v 5) 236,00 17,44 8,12 7,11
IgE/1gG4 ; .
i4 (Poliste ) 357,50 59,54 19,86 21,09
i77 (Poliste europ) 350,00 72,50 28,96 25,10
i210 (rPol d 5) 438,00 115,71 32,72 35,00
Cdmax 63 16 26
AUC 63 101,26 133
Cdsens 63 27,15 18
TAB Vespula Cdmax 203 67 77
AUC 203 419,35 438
Cdsens 203 27,85 22
BP Scale 2/6 2/6
Cdmax 63 50 52
AUC 63 249,71 240
Cdsens 63 17,87 17
TAB Poliste Cdmax 203 87 87
AUC 203 584,62 538
Cdsens 203 41,59 27
BP Scale 2/6 2/6

Tableau XI : caractéristiques biologiques du patient 1 au cours de sa désensibilisation au venin de Poliste. Les IgE sont
exprimés en Ku/L, les 1gG4 en mg/L et les CDmax en %. ITS : immunothérapie spécifique
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3. Patient 23 : le patient qui présente les taux d’IgEs les plus élevés

Le patient 23 a présenté en 2019 une réaction anaphylactique Mueller 4, avec triplement
de son taux de tryptasémie basale, de résolution rapide apres injection intra musculaire
d’adrénaline puis a bénéficié d’une surveillance prolongée au service d’accueil des urgences.
L’insecte en question était une guépe, mais d’espéce non identifiée. A noter que le patient a
subi une nouvelle pigdre en octobre 2021 par une guépe, a priori vespula au niveau de la levre
inférieure, sans aucune réaction généralisée. Les tests cutanés sont pour les deux guépes
retrouvés positifs a 0,000001 pg/l. Les taux d’IgEs sont extrémement élevés méme apres une
dilution manuelle au 1/10éme, et ils décroissent rapidement I’année suivante du début de la
désensibilisation a la guépe vespula (de 830 a 298 kU/L pour i209). A I’inverse, les taux d’IgG4
augmentent en une année de fagon importante quel que soit 1’allergéne et la guépe (IgG4 envers
i3 passe de 5 & 26 KU/L et celui vis-a-vis d’i77 de 3 & 14 kU/L). Le rapport IgE/IgG4 évolue
dans la méme dynamique : on note une diminution de ce rapport quel que soit 1’allergéne

concerné, et la guépe concernée (celui d’i3 de 200 a 22.75, celui d’177 de 214 a 18).

Concernant le TAB effectué a partir de venin entier de vespula, on remarque une relative
diminution des CD max et AUC lors de I’expression de CD63 (de 94 a 89% pour le CD max,
de 942 a 903 pour ’AUC). A I’inverse on observe une augmentation la encore relative de ces
mémes marqueurs lorsque 1’analyse est faite via I’expression de CD203c. Les CD sens, que ce
soit pour CD63 et 203c, augmentent de fagon importante sur 1’année de traitement. La BP scale

n’est pas modifiée sur I’année de traitement.

Pour la poliste, alors que la désensibilisation pour cet insecte n’avait pas encore débuté,
la tendance des parameétres du TAB est la méme que pour le TAB vespula. En effet les CDmax
et AUC diminuent légerement lorsque 1’analyse est faite via I’expression de CD63, mais
augmentent lors de I’expression de CD203c. Les CDsens voient la encore leur valeur augmenter
sur I’année de traitement. Etonnamment, pour la poliste la BP scale est en augmentation (de 4/6

a 6/6), apres une annee de désensibilisation a la vespula.
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_ patient23 | onimsvesus  IGOA(SEOEEII

i3(Vespula) 1000 596
i211(rVesv1) 964 380
|gE i209(rVesv5) 830 298
i4 (Poliste ) 618 213
i77 (Poliste europ) 601 199
i210(rPol d 5) 573 168
i3(Vespula) 5 26,2
i211(rVes v 1) 1,67 18,3
1gG4 igog (Ngs v5) 3,2 6,93
i4 (Poliste ) 2,83 15,1
i77 (Poliste europ) 2,81 13,9
i210(rPol d 5) 2,56 9,18
i3(Vespula) 200,00 22,75
i211(rVesv1) 577,25 20,77
i209(rVesv5) 259,38 43,00
Ige/1gG4 i4 (Poliste ) 218,37 14,11
i77 (Poliste europ) 213,88 14,32
i210(rPol d 5) 223,83 18,30
Cdmax 63 94 89
AUC 63 942 903
Cdsens 63 494 3211
TAB Vespula Cdmax 203 8 94
AUC 203 827 966
Cdsens 203 2810 10271
BP SCALE 6/6 6/6
Cdmax 63 20 78
AUC63 724 670
Cdsens 63 71 131
TAB Poliste Cdmax 203 81 92
AUC 203 79% 920
Cdsens 203 294 2439
BP SCALE 4/6 6/6

Tableau XII : caractéristiques biologiques du patient 23 au cours de sa double désensibilisation. Les IgE sont exprimés en
Ku/L, les IgG4 en mg/L et les CDmax en %. ITS : immunothérapie spécifique.



V. DISCUSSION

Afin d’apprécier D’efficacité de 1’immunothérapie au venin, la seule méthode
cliniguement pertinente disponible est le test de provocation par piglre d’insecte vivant. En
effet, une nouvelle piglre en milieu naturel n’est pas si fréquente. Dans notre étude, sur les
quelques 16 patients ou il est précisé dans leur dossier que la question leur avait été posée, 7
patients se sont faits piquer de nouveau. Dans leur étude, Van Halteren et al (61) ont montré
que la provocation par piqlre avec un insecte a 1’hopital permettait de fournir une bonne
prédiction de 1’acquisition de la tolérance chez 123 de leur 129 patients (95%). Néanmoins de
nombreuses limites s’opposent a 1’utilisation de ces tests de provocation: le risque
d’anaphylaxie grave, méme si aucune provocation par piqlre d’insecte n’a été rapportée comme
létale dans la littérature, la sensibilisation a de nouveaux allergénes, et I’organisation en elle-
méme. Ainsi le but de notre étude a été de suivre différents marqueurs cliniques et biologiques
au cours de la désensibilisation et tenter de définir leur place respective.

Les tests cutanés, a condition d’étre effectués de fagon similaire au cours du traitement,
permettent de suivre la réactivité cutanée vis-a-vis de I’allergéne. En effet, Saulite et al montrent
dans leur étude (62) que la réactivité cutanée décline aprés au moins 3 ans de désensibilisation
et devient négative chez respectivement 8 et 25% des patients allergiques a la guépe vespula et
a I’abeille. D’autres études constatent la méme diminution de la réactivité cutanée au cours du
traitement, chez 2/3 de patients allergiques a la vespula et chez plus de la moitié de patients
allergiques a I’abeille (57,63). Néanmoins, une minorité de patients voit leurs tests cutanés
devenir complétement négatifs et une diminution de cette réactivité n’est pas nécessairement

corrélée a une absence de réaction anaphylactique apres nouvelle pigdre (64,65).

Il n’existe pas a ce jour de test in vitro permettant de prédire I’induction d’une tolérance
a long terme chez les patients traités par immunothérapie. L’utilité du dosage des IgE
spécifiques au cours du suivi est depuis longtemps sujet a discussion. Déja en 1987, Randolph
et al démontraient le fait que la chute du taux d’IgE spécifiques était un des critéres d’arrét de
la désensibilisation (66). En effet, on sait maintenant que les taux d’IgE augmentent initialement
puis stagnent et chutent lentement apres 3 a 5 ans d’immunothérapie. Cela concorde avec notre
étude ou les taux d’IgE spécifiques envers les extraits globaux et les recombinants restent
stables. Cette lente diminution est probablement expliquée par la modification de production
de certaines cytokines (diminution d’IL4, augmentation de I'INF gamma et de 1’[L10),

entrainant une bascule du profil Th2 vers Thl. A plus long terme, ce basculement
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immunologique se traduirait par un switch isotypique des IgE envers les 19G. Pravettoni et al
(67) ont observé, sur une cohorte de 232 patients allergiques a la guépe vespula, qu’une
désensibilisation de 5 ans n’a pas entrainé de taux d’IgE indétectables malgré une protection de
longue duree, celle-ci étant vérifiée par de nouvelles pigdres. Cependant, une diminution
moyenne des IgE de 58 a 70% a été observée, et était moins marquée chez les patients ageés et
les patients présentant un grade de Mueller initialement élevé. En effet, d’autres études (68,69)
portant sur des patients allergiques au venin d’hyménopteres et a des pollens ont montré des
niveaux persistants d’IgE sériques spécifiques de 1’allergene malgré 1’induction de la tolérance.
Ceci pourrait étre expliqué par la stimulation chronique des plasmocytes qui entrainerait une
sécrétion d’anticorps a longue durée de vie (plasmocytes mémoires). Ainsi, la tolérance aux
allergénes semble étre non corrélée aux taux d’IgE spécifiques, ce qui rend ce parametre

difficilement exploitable dans la pratique courante pour décider de 1’arrét ou non du traitement.

Les 1IgG4 quant a eux sont supposés étre protecteurs en bloquant la fixation de
I’allergene par les IgE. En effet, I’immunothérapie induit une sous population d’IgG spécifique
de I’allergéne avec une puissance inhibitrice envers les IgE qui semble persister aprés I’arrét du
traitement. Cela pourrait expliquer la tolérance clinique a long terme, comme le démontre James
et al dans la désensibilisation aux graminées (70). Le taux en lui-méme d’IgG4 est connu pour
augmenter tres rapidement des le début de la désensibilisation, comme nous 1’observons dans
notre étude, puis de diminuer progressivement dés I’arrét du traitement jusqu’a atteindre un
taux quasi équivalent au taux initial (71). Cependant, les patients ayant bénéficié d’un
traitement semblent malgré tout conserver une tolérance vis-a-vis de 1’allergene sur le long
terme. Ainsi il est supposé que c’est I’activité intrinséque bloguante des IgG qui semble étre

véritablement corrélée a la tolérance clinique, plus que le taux sérique en lui-méme (70).

Cependant, le ratio IgE/IgG semble aussi étre un indicateur de la protection envers les
réactions allergiques. Nous observons dans notre étude une diminution significative de ce ratio
quel que soit la guépe, ce qui est en accord avec d’autres études (72,73). Saulit et al (62)
montrent méme une corrélation entre ce taux et la réactivité cutanée durant I’'immunothérapie :
les patients ayant un taux IgG/IgE élevé présentaient une faible réactivité cutanée aprés au
moins 3 ans de traitement. Il n’est pas conclu pour I’instant a une corrélation de ce ratio avec
I’acquisition d’une tolérance sur le long terme, des études n’ayant pas encore été menes a ce
but. Comme introduit précédemment, de récentes publications mentionnent 1I’importance des
Treg dans la régulation immunitaire et notamment de leur augmentation durant la

désensibilisation. Cette augmentation corréle de facon significative avec la bascule du rapport
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IgG4/1gE (54). On pourrait donc s’interroger sur I’importance de ce ratio et particuliérement
lorsqu’il est ciblé sur un recombinant. En effet, nous mettons en évidence dans notre étude de
meilleurs résultats lorsque ce ratio est centré sur les recombinants de la désensibilisation en
cours (par exemple rVes v 5 dans le groupe désensibilisé a la vespula). De nouvelles études
avec une population plus importante et sur un suivi plus long doivent étre menées pour

confirmer cette tendance.

Le TAB permet de mettre en évidence la sensibilité du basophile a un allergéne donné.
Erzen et al ont suivi dans leur intéressante etude (74) la réponse basophilique avant la
désensibilisation dans une cohorte de 10 patients, puis 1 an aprés le début et a I’arrét du
traitement. Un autre TAB a ensuite été effectué 6 mois apres un test de provocation par pigdre.
Ils mettent en évidence que la tolérance immunitaire acquise par la désensibilisation est associée
a une diminution de la réponse du récepteur CD63 des basophiles a cet allergene. De plus,
contrairement aux IgE et IgG4, cette diminution de réponse n’est pas modifiée suite a la
provocation par une nouvelle piqlre. Ebo et al (44) montrent a partir de leur cohorte de 30
patients que le TAB n’est pas modifi¢ a la fin de I’ultrarush. Cependant ils mettent en évidence
une diminution significative de I’expression de CD63 a partir de 6 mois de traitement. Apres 3
ans de traitement, 60% des patients avaient un TAB négatif pour la stimulation sous maximale
des cellules (0,001 pg/L) alors que seulement 18% voyaient leur taux d’IgE spécifiques se
négativer. Peternelj Et al (75) ont étudié la réponse des basophiles chez les patients non
répondeurs a la désensibilisation : elle était significativement plus élevée dans cette population
que chez ceux qui répondaient bien au traitement. Ces observations soulignent I’importance de
la réponse cellulaire au cours de la désensibilisation. Cette diminution de réponse est d’autant
plus appréciée par la sensibilité du basophile lors de la stimulation pour une concentration
donnée que par la réponse maximale au venin (CDmax). Cette sensibilité du basophile serait
une propriéte intrinséque a la cellule, dépendante de multiples signaux intracellulaires, et ne
serait pas corrélée a la réponse maximale (76). Ainsi, la définition de parametres représentants
le mieux possible cette sensibilité intrinséque sont a I’étude. Sainte Laudy et al (77) ont par
exemple introduits un indice de protection calculé a partir d’un algorithme qui prend compte

1’activité des anticorps bloguants (decrits par Maunsell (78)), I’AUC et la réactivité cutanée.

Dans notre étude statistique, nous retrouvons une tendance a la baisse mais sans
significativité dans le groupe en cours de double désensibilisation concernant le CDsens au
cours du traitement, a contrario du CDmax et de ’AUC. L’inverse est retrouvé dans le groupe

en cours de désensibilisation a la vespula, les CD sens n’évoluant pas au cours du temps. En
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effet ces résultats sont probablement trés limités par le manque d’effectifs. Malgré tout, si ’on
observe de fagon isolée les patients dans le Tableau V1 et les tableaux 1X & XII, on retrouve une
globale diminution des CDsens quel que soit le récepteur exprimé au cours de la
désensibilisation. Il en est de méme de I’AUC. Les études sus mentionnés ont uniquement
effectué leurs TAB a travers I’expression de CD63. Nous avons pris le parti de faire I’analyse
via I’expression de CD203c comme nous en avons 1’habitude lors de nos TAB alimentaires. On
observe sur ces mémes tableaux des discordances de résultats lors de 1’expression de CD63 ou
de CD203c. Afin de faciliter le suivi des résultats au cours du traitement nous avons introduit
une échelle numérique (BP scale) qui tient compte de la positivité des dilutions. En effet, dans
le méme esprit que les tests cutanés, un test est d’autant plus sensible lorsque les basophiles
dégranulent a une concentration faible. Ainsi, cette échelle dépend de la positivité ( > 15%) de
chaque concentration et non pas du CDmax global qui ne prend pas en compte les différents
seuils. De plus, contrairement aux autres études décrites, nous effectuons nos tests sur 6
dilutions, créant un spectre large entre la solution non diluée et la dilution au 1/3125°™, Cette
facon de raisonner nous permet d’avoir une vision plus simple, et peut étre plus juste, de la
positivité globale du TAB. En comparant cette échelle avec les autres parametres (Tableau VI,
tableaux IX a XII) on remarque une corrélation globale. Par exemple, pour le patient 5 (Tableau
IX) pour la guépe vespula, entre le premier TAB de 2019 et celui de 2021 la BP scale a diminué
de 4 a 3/6, cette tendance est confirmée par les CD sens 63 et 203c. La BP scale pour la guépe
Poliste stagne a 1/6 alors que les CD sens diminuent. Cette différence pourrait s’expliquer par
le fait que les résultats des TAB effectués envers la poliste sont tellement faibles que la BP scale
n’en est pas modifiée. Ces résultats témoignent de la difficulté a trouver un marqueur fiable de

sensibilisation du basophile.

Enfin, nous nous sommes intéress€s aux conséquences de la désensibilisation d’une
guépe sur les paramétres de I’autre espece. Dans le premier groupe de patients désensibilisés
uniquement a la vespula, nous observons une tendance a la baisse des CD max et AUC quel
que soit le récepteur exprimé pour la poliste. Cette tendance est également constatée pour le
rapport IgE/IgG4, que ce soit pour les extraits complets ou les recombinants de la poliste. Dans
le groupe de patients désensibilisés aux deux insectes, les parametres du TAB et le ratio des
recombinants évoluent dans le méme sens pour les deux insectes. Idem pour les patients
présentés dans les tableaux 1X, X et XII: les ratios IgE/IgG4 de la poliste sont modifiés par la
désensibilisation a la vespula. Ce phénoméne est probablement di a une sensibilisation initiale

a I’antigéne 5 de la vespula, ce qui modifie les taux d’antigéne 5 de la poliste. Le patient 1
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(Tableau XI), qui est désensibilisé a la poliste, présente un profil de sensibilisation vis-a-vis de
I’antigene 5 de la poliste (rVes v 5 est aussi positif). Les valeurs chez ce patient d’IgE et d’1gG4
envers rVes V 1 (phospholipase A1) n’en sont aucunement modifiées. Ces profils renforcent
I’idée de I’existence de profils de sensibilisation envers un allergene moléculaire précis, dont
I’immunothérapie a une seule espece d’insecte pourrait suffire. Par exemple, pour le patient 23
(Tableau XII), on pourrait s’interroger si I’instauration d’une deuxiéme désensibilisation était

vraiment bénéfique, au vu de la nette diminution des marqueurs envers la poliste.

L’utilisation de recombinants pour les venins dans le TAB est pour I’instant limitée
malgré leur plus grande stabilité par rapports aux extraits natifs. L’étude de Balzer et al (46)
montre que la réalisation d’un TAB avec Ves v 1, 2, 3 ou 5 permet d’augmenter la sensibilité
et la spécificité de ce test. L’utilisation de recombinants pourrait grandement améliorer la
précision du diagnostic et du suivi en définissant des profils de sensibilisation, des patients
pouvant étre allergiques a un ou plusieurs recombinants (46). Cette découverte de plus en plus
décrite dans la littérature de 1’allergologie moléculaire pourrait supposer 1’adaptation des
immunothérapies vis-a-vis d’un allergéne unique plutot qu’envers 1’ensemble du venin entier,
en fonction des profils. En effet, un patient mono sensibilisé pourrait théoriquement développer
une sensibilisation a d’autres allergeénes auxquels il n’est pas sensibilis€¢ contenus dans le
produit de désensibilisation. Si I’on reprend 1’exemple de I’ Antigéne 5 : un patient sensible a
cet allergene, donc positif & rVes v 5 et rPol d 5, pourrait bénéficier d’une désensibilisation
unique plutot que de se faire désensibiliser aux deux guépes. Ainsi, I’identification de profils
de sensibilisation pourrait a [’avenir évoluer vers une immunothérapie stratifiée et

personnalisée.

Il 'y a plusieurs critiques & notre étude. Tout d’abord, notre cohorte est constituée de
seulement 32 patients, dont la répartition n’est pas homogéne pour I’dge et le sexe. Nous
dégageons des tendances dans I’analyse de nos résultats mais souvent on ne retrouve pas de

significativité. L’effectif limité est a I’origine de cette faible puissance statistique.

Les données sont recueillies rétrospectivement, sur lecture de dossiers informatiques et
papiers parfois complétés par des praticiens différents. Les informations médicales lors des
consultations sont basées sur des réactions cliniques produites parfois depuis de nombreuses
annees, entrainant un biais de mémoire car les comptes rendus des hospitalisations d’urgence
ou de réanimation ne sont parfois pas répertori€s dans le logiciel du CHU. S’ils sont présents,

le plus souvent le dosage de la tryptase lors de la réaction n’est pas effectué. La cotation sur

65



I’échelle de Mueller par le praticien se fait donc sur les dires du patient. Cette cotation est
pourtant essentielle pour I’indication de la désensibilisation, qui est maintenant bien codifié¢e
par les groupes d’experts internationaux (9,58). Nous avons 3 patients cotés Mueller 1 dans la
cohorte, qui présentent des tests cutanés positifs seulement au 1/10eme, avec des IgE
specifiques initiaux relativement élevés. Apreés revue de ces trois dossiers, on constate que les
grades de Mueller sont bien cotés suivant la description des patients et donc que la
désensibilisation a été deécidée sur I’ensemble des données cliniques et la positivité biologique
et cutanée. Concernant les tests cutaneés, les positivités au 1/10eme sont souvent les seules
dilutions a avoir été effectués directement lors des consultations : cette dilution correspond a la
limite de positivité ; on ne peut donc pas apprécier le seuil de positivité cutané, pourtant
essentiel au suivi. Cette donnée est particulierement précieuse, car la diminution de la positivité
des tests cutanés, et des IgEs, sont des arguments en faveur de I’arrét de la désensibilisation
(57,79). Enfin, nous avons remarqué lors de la collecte des données que les bilans biologiques
sont souvent préleveés a des fréquences différentes entre les patients. Un protocole systématique
a chaque consultation, en incorporant les 1gG4, pourrait étre mis en place pour optimiser le

suivi biologique.

Nous pouvons souligner dans cette étude I’importance d’un suivi régulier pour ces
patients tant sur le plan clinique que biologique. Ce suivi, notamment pour la réalisation des
TAB, nécessite des moyens humains et temporels et ne peut étre permis que par une
organisation en amont et d’un savoir-faire reproductible. La réalisation de ces examens n’est
donc pour I’instant réalisable que dans des laboratoires de référence. Ici, nous évitons un biais
de réalisation car la plupart des TAB sont effectués par les mémes techniciens qui ont suivis la

méme formation, et les immunoglobulines dosees par le méme automate.
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V. CONCLUSION

Le venin d’hyménoptére est la seconde cause d’anaphylaxie chez ’adulte. Les piqiires
par hyménopteres sont relativement fréquentes. Elles sont amenées a augmenter avec la
migration des espéces animales dans nos régions, conséquence du changement climatique en

cours.

L’immunothérapie spécifique est la seule option thérapeutique sur le long terme pour
prévenir du risque d’anaphylaxie en cas de nouvelle piqlre. Comme tout traitement, une
évaluation de son efficacité et de sa tolérance est indispensable. La survenue d’une nouvelle
piqlre par le méme insecte, qui reste le gold standard pour juger de I’efficacité de
I’immunothérapie, est relativement peu fréquente et dépend de multiples facteurs. 1l manque
donc des outils objectifs de suivi pour apprécier I’efficacité du traitement. Les IgE spécifiques
sont des marqueurs biologiques utilisés dans le diagnostic afin d’identifier I’insecte en cause.
Le dosage des IgG4 spécifiques n’est actuellement pas recommandé en pratique courante. La
réalisation d’un Test d’activation des Basophiles (TAB) est préconisée comme outil diagnostic
de seconde intention. Ainsi, nous avons étudié la place des IgE et IgG4 spécifiques, et du Test
d’activation des Basophiles (TAB), dans le suivi de la désensibilisation aux deux espéces de
guépes (vespula et poliste). Notre cohorte était constituée de 32 patients, en cours de

désensibilisation, qui ont bénéficiés d’au moins un TAB entre 2019 et 2022.

Les IgE et les 1gG4 spécifiques, et notamment le ratio IgE/IgG4, sont des marqueurs
indispensables pour comprendre 1’évolution du systtme immunitaire durant la
désensibilisation. En effet, nous observons une diminution significative de ce ratio vis-a-vis des
extraits globaux et moléculaires, pour les deux guépes, quelle que soit la désensibilisation
entreprise. Ainsi, I’utilisation en pratique courante des IgG4, particulierement ceux vis-a-vis
des allergénes moléculaires, pourrait avoir une utilité dans le suivi de la désensibilisation.

Cependant, leur pertinence sur I’efficacité et la tolérance du traitement reste a démontrer.

En reflétant la sensibilité cellulaire envers I’allergéne, la question de 1’utilité du TAB
dans le suivi thérapeutique se pose. Le principal frein, auquel nous avons aussi été confrontés,
reste de trouver le meilleur paramétre reflétant au mieux cette sensibilité. Notre étude montre
des résultats encourageants mais parcellaires, limités par le faible nombre de patients et d’une
période de suivi trop courte. Nous avons neanmoins pu montrer une tendance a la diminution

du CDmax et de I’AUC des deux guépes lors d’une immunothérapie seule a la guépe vespula,
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sans modifications des CDsens. A I’inverse, lors d’une désensibilisation aux deux guépes, il est
observé une diminution des CDsens mais sans modification des CDmax et AUC, quelle que
soit la guépe. Une étude prospective sur une cohorte plus importante et sur une période de temps

prolongée serait cependant indispensable a mener pour confirmer ces résultats.

Enfin, a travers les examens susmentionnés, nous avons montré que la désensibilisation
dirigée contre le venin d’un type de guépe pouvait avoir une influence sur la sensibilisation
contre le venin d’autre espéce. On pourrait donc a 1’avenir envisager de ne désensibiliser qu’a

une seule espéce de guépe en fonction du profil immunologique du patient.

L’identification de ces profils de sensibilisation pourrait donc a 1’avenir évoluer vers

une immunothérapie stratifiée et personnalisée.
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ALLERGIES AUX VENINS DE GUEPES :
EVALUATION DES MARQUEURS BIOLOGIQUES AU COURS DE ’IMMUNOTHERAPIE
SPECIFIQUE

Résumé :

Contexte : [’allergie aux hyménopteres est la deuxiéme allergie la plus fréquente chez 1’adulte. La prévalence de
cette allergie risque d’augmenter fortement dans les années a venir avec |’altération croissante de notre
environnement. L’immunothérapie spécifique ou désensibilisation est le traitement de référence de cette
pathologie, dont I’efficacité n’est plus a prouver mais dont le suivi est encore difficile a objectiver.

Objectifs : Cette étude a pour objectif de décrire I’évolution des différents marqueurs biologiques disponibles (IgE
et [gG4 spécifiques) au cours de la désensibilisation aux guépes vespula et poliste. Les objectifs secondaires sont
d’apprécier le role dans le suivi du Test d’activation des basophiles (TAB), notamment par la mesure des CDmax,
AUC et CDsens. Nous avons également étudié 1’évolution de ces marqueurs lors d’une désensibilisation envers
une guépe, sur les marqueurs de I’autre espece.

Matériels et méthode : Etude d’une cohorte rétrospective menée au CHU de Clermont-Ferrand, entre 2019 et
2022, sur des patients majeurs ayant bénéficié d’au moins un TAB au cours de leur suivi. Ces patients ont une
désensibilisation encore en cours a une ou aux deux especes de guépes. Les données cliniques et biologiques ont
été recueillies a partir des dossiers informatisés du CHU. Les IgE et IgG4 spécifiques manquants ont été dosés
avec PHADIA IMMUNOCAP 250. Les TAB ont été¢ effectués en utilisant les kits Flow CAST et B-CCR
(Laboratoires Biithlmann, Suisse).

Résultats : La cohorte est constituée de 24 hommes et de 8 femmes, de 36 & 76 ans. La moyenne d’age est de 55,5
ans, 84,4 % ont plus de 40 ans. L’insecte piqueur le plus représenté est la guépe dont I’espéce est le plus souvent
non identifiée (53,1%). Nous avons analysé les résultats des paramétres des TAB, les taux d’IgE et IgG4
spécifiques sur deux groupes de patients en fonction de la désensibilisation réalisée. Nous avons comparé ces
résultats avant et au moins 1 an aprés le début de la désensibilisation. Concernant le groupe de patients en cours
de désensibilisation a la guépe vespula seule, qui comporte 19 patients, le traitement entraine une augmentation
du taux d’IgG4 spécifiques (extraits et moléculaires) et une diminution de I’AUC et du CDmax vis-a-vis de cette
espece. Il est observé également que cette désensibilisation entraine une augmentation des taux d’IgG4 spécifiques
(envers les extraits globaux et les moléculaires), et une diminution des CDmax et AUC envers la guépe poliste,
mais non significatifs statistiquement. Les CDsens et les taux d’IgEs ne sont pas modifiés dans ce groupe pour les
deux guépes. Concernant le groupe bénéficiant d’une double désensibilisation, qui comporte 7 patients, on observe
une augmentation significative des IgG4 spécifiques (extraits globaux et moléculaires) et une diminution non
significative du CDsens, vis-a-vis des deux guépes. En revanche le traitement n’a pas d’influence sur les taux
d’IgE spécifiques (extraits globaux et moléculaires), sur les CDmax et les AUC. Nous mettons ainsi en évidence
I’utilité du rapport IgE/IgG4 dans le suivi du traitement. De plus, nous avons introduit une échelle numérique (BP
scale), qui prend en compte la positivité de la concentration la moins importante. Nous avons ainsi constaté, chez
les patients qui ont bénéficié de plusieurs TAB au cours de leur suivi, une diminution des seuils de sensibilité lors
de I'immunothérapie spécifique. Cette échelle faciliterait en pratique clinique la comparaison des performances
du TAB au cours du traitement.

Conclusion : I’ensemble de ces résultats apportent des éléments encourageants quant aux outils disponibles pour
le diagnostic et le suivi d une désensibilisation a un hyménoptere. Malgré des résultats parcellaires, le TAB pourrait
s’avérer utile pour personnaliser la prise en charge des patients et apprécier 1’efficacité du traitement. Nous mettons
également en évidence que la désensibilisation envers une seule espéce de guépe suffirait a traiter certains profils
de sensibilisation.

Mots-clés :
- Allergie - Venin - 1gG4
- Guépes - Test d’activation des basophiles

- Hyménopteres - IgE




