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Introduction

Introduction

Certaines molécules inoffensives déclenchent une réponse immunitaire adaptative et le
développement de mémoire immunologique chez les sujets prédisposés. A la suite de
I’exposition successive a ces antigénes la mémoire immunitaire produit une inflammation et
des lésions tissulaires. Ces réactions immunitaires excessives sont appelées: réaction
d’hypersensibilité ou réaction allergique. Les antigénes qui déclenchent ces réactions sont
appelés : Allergenes, 1'un de ces derniers se trouvent sous forme inhalées, ce sont les

pneumallergénes.

Les Chironomidae sont des insectes Diptéres, ils constituent une famille d’insectes trées
diversifiée et qui contient le nombre d’individus le plus abondant dans les écosystémes
aquatiques (Zerguine, 2010). Ces insectes possedent dans leurs sang (ou hémolymphe) de
I’hémoglobine. Il a été confirmé par plusieurs travaux dans certains pays comme le Japon, le
Soudan et les Etats Unis, que les Chironomidae sont I'un des plus allergénes communs par

inhalation, causant souvent des rhino-conjonctivites et I'asthme (Suzuki et al., 1995).

Malgré qu’il existe plusieurs travaux internationaux sur les effets allergiques des

Chironomidae, en Algérie aucune étude n’est aujourd’hui réalisée.

L’objectif recherché par ce travail est d’étudier 1’effet allergique de 1’extrait brut des
larves de Chironomidae sur le systéme immunitaire. Pour cela, nous avons structuré ce travail

en quatre chapitres :

- Le premier est consacré a donner des idées générales sur I’hypersensibilité.

- Le deuxiéme chapitre, nous I’avons réservé a la détermination des propriétés de
I’allergéne Chironomidien et I’explication de leur effet allergique chez les sujets
eXPOsEs.

- Au troisieme chapitre, nous presentons les matériels et méthodes utilisés pour la
réalisation du présent travail.

- Le dernier chapitre, constitue 1’essentiel de ce mémoire, lequel porte résultats et
discussions, celui-ci est composé de :

1- Une étude de l’effet allergique de I’extrait larvaire sur la formule

leucocytaire.
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2- Comptage des cellules immunitaires et observation des frottis des différents
liquides nasaux et broncho-alvéolaires.

3- Comptage cellulaire des splénocytces.

4- Une étude histologique des poumons.

Enfin, le mémoire se termine par une conclusion.



Chapitre I : Généralités sur 'hypersensibilité

1.1. Définition de I’allergie

Le terme d’allergie est utilisé pour la premiere fois par Von Pirquet en 1906. Mais, il
faut attendre jusqu’au 1911 pour que la maladie allergique soit décrite par Coca et Cooke
comme une réaction exagérée de 1’organisme, en réponse a l’introduction de certaines
substances étrangéres a 1’organisme : «1’allergéne ». (Et ceci selon des modalités de

présentation diverses (contact, inhalation, ingestion ou injection) (Galli et al, 2008).

La definition de la maladie allergique introduit donc les notions de « réactivité

exagérée de certains sujets » et de« spécificité de la cause (Johansson et al., 2001).

En effet, l'allergie est la capacité pour un organisme sensibilisé a une substance
exogeéne de réagir spécifiqguement, et ce d'une facon « altérée » lors de la réintroduction de
cette substance. Ce terme impliquait indifféremment un état d'immunité ou d'hypersensibilité
avec comme conséquence une réaction inflammatoire nocive pour I'organisme (Johansson et
al., 2001).

1.2. Classification des réactions allergiques

1.2.1. Classification de Gell et Coombs

En 1945, deux immunologistes britanniques Gell et Coombs, ont classifié les réactions
d’hypersensibilité (HS) en quatre grands types, selon la forme d’action et le temps de réponse
(Gérald, 2011). Aprés réintroduction de I’antigéne et en fonction des médiateurs
impliqués .Mais en clinique les mécanismes sont intriqués (Tableau 1) (Entringer, 2009).
Cette classification reste cependant majoritairement admise en dépit de modifications
proposées, notamment par 1’addition d’une nouvelle classe (Mondoulet, 2005). Cette

classification bien qu’ancienne fait encore référence (Gerald, 2011).



Chapitre I : Généralités sur 'hypersensibilité

Tableau 1 : Classification de Gell et Coombs (1963) des phénomenes allergiques
(Mondoulet, 2005).

Type
; gl I I III v
d’hypersensibilité
. Meédiée par les , . Complexes . .
Type de réactions P Cytotoxique o Cellulaire
’ IgE mmuns
Délai de 1 Semi-retardé (4 4 8 Semi-retardé C 1 s
) Immédiat ( Retardé (1 a3j.)
déclenchement heures) (quelques heures)
Anaphylaxie, . Dermatites,
" Destruction des L :
Maladies et asthme, rhinite, . Maladie sérique, | eczéma de contact,
) . . cellules sanguines S .
phénomeénes eczéma par allergie pneumopathies a allergie
courants atopique, choc g y précipines microbienne, rejet
. médicamenteuse
anaphylactique de greffes
IgE, mastocytes, IgG ou IgM, , Lymphocytes T,
Effecteurs & Y &y g IgG. IgM Ymphoey '
basophiles cellules K =T macrophages
Histamine, L
S Anticorps,
leucotriénes, .. .
. Protémes du complément, .
Médiateurs Platelet : Lymphokines
T complément plaquettes,
Activating neutrophiles
Factor (PAF) phiies

1.2.2. Classification actuelle de Johansson

Une nouvelle nomenclature proposée par un groupe d’experts précis, aux vues des

données immunologiques récentes (Johansson et al., 2001) (Figure 1).

Hypersensibilités

/\

_ hypersensibilité allergique Hypersensibilité non allergique
(mécanisme immunologique prouvé

v
‘ Médiée par les IgE | Non mediée par les IgE
Mais par :
’ Non atopique I ‘Atopique ‘ —>les lymphocytes T

—>Les éosinophiles
——>Les IgG
——>autres

—>Piqures d'insectes |—>Rhinite allergique
—>Helminthes —>Asthme
—>Médicaments —> Allergies alimentaires
L__sAutres —>Allergies professionnelles
L— Nombreuses autres

Figure.1.Classification actuelle de Johansson (Amzazi, 2007).
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1.3. Les types d’allergie selon la classification de Gell et Coombs

Ces réactions classées en quatre types I, Il et 111 dépendent des anticorps, seuls ou avec
le complément, et parce qu’elles sont évidentes en quelques minutes, ces réactions sont
appelés hypersensibilité immédiate. Le type IV est médité par les cellules T et par les
cytokines qu’elles produisent lorsqu’elles sont activées. Comme cette réponse prend au moins

un jour pour se développer, elle est appelée hypersensibilité retardée (Parham et al., 2003).

1.3.1. Réaction d’hypersensibilit¢ immédiate ou anaphylactique (IgE): (de

type | selon la classification de Gell et Coombs)

Ce type dhypersensibilité regroupe tous les phénoménes de Il'anaphylaxie
expérimentale décrite par Richet et Portier (1902), ainsi que les manifestations cliniques
observées chez I'nomme lors d'un choc anaphylactique et au cours d'affections respiratoires,
oculaires, cutanées et digestives. Il existe cependant une distinction entre le choc
anaphylactique, expression systémique de I'hypersensibilité immédiate qui survient apres
pénétration de substances étrangéres (serum xénogénique, venin d'hyménopteres, aliments,
médicaments) et les affections survenant apres exposition naturelle a l'antigéne (par
inhalation, par ingestion ou parfois par effraction cutanée) comme par exemple : I'asthme, les
rhinites saisonnieres (rhume des foins). Le point commun de toutes ces formes « d'allergie »
est la production dimmunoglobulines E spécifiques (IgE) par un « antigene (Ag) » ou
allergéne » (David et al., 1996).
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Figure.2. Induction et mécanismes effecteurs de I'hypersensibilité de type | (Roitt et al.,

2002).

Le mécanisme de la réaction allergique immédiate IgE-dépendante s’effectue

classiqguement en deux étapes : une phase de sensibilisation suivie de la dégranulation du

mastocyte proprement dite (Entringer, 2009) (Figure 3).

Phase de sensibilisation

Phase tardive :

Stimulation des macrophages et

L <

©
b z e 1) Dégranulation : histamine, tryptase, enzymes, ...
Allergéne 2) Libération de médiateurs : PG, LT, PAF ...
(274 contact) 3) Libération de cytokines pro-inflammatoires

Phase de déclenchement

Figure.3. Les phases de I’hypersensibilité immédiate [1].
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a. Phase de sensibilisation

La sensibilisation a un antigéne particulier dépend de la stimulation de la production
de I’anticorps IgE. Elle requiert des cellules Th2 CD4 pour provoquer la commutation de la
classe de cellule B a antigene spécifique et a secréter IL4 nécessaire pour la croissance et la
différenciation de la cellule B (Lydyard et al., 2002).

b. Phase effectrice (dégranulation des mastocytes médiée par les IgE)

Les anticorps IgE produits aprés le contact initial avec un Antigéne spécifique, se lient
aux récepteurs d’IgE sur les mastocytes et les basophiles. La liaison croisée d’antigéne de
I'IgE et les récepteurs avec lesquels il est associé conduit & la déegranulation rapide et a la
libération de médiateurs inflammatoires (Histamine) provoquant une inflammation locale
(Lydyard et al., 2002).

1.3.2. L’hypersensibilité cytotoxique de type I1

Elle est liée a des anticorps (IgM, IgG) qui se fixent sur des antigénes exprimés
constitutivement ou absorbés passivement sur la membrane des cellules de I’organisme. Ces
anticorps induisent la destruction des cellules en activant le systeme du complément et/ou par

1I’opsonisation des phagocytes (Baudry et Brezeltec, 2006) (Figure 4).

Type 1}
antigene de Ia surface cellulaire
e IgG = —

S P L
Eo== =3 } — = /cellule 3
== B J a3 cible J&
~ - — A ——
S _—rs o
_— e —
action cytotoxique

=

anticorps C = =
e TP e
P T~ > D
= c e ~ £ rcellule \\‘-T
\\ o B2 :)'\ . cible ,!‘/,' >
s m——

lyse induite par le = =

complement

Figure.4. L’hypersensibilité de type 11 (Amzazi, 2007).
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Elle est représentée surtout par 1’incompatibilité feeto-maternelle (la maladie
hémolytique du nouveau-né), ou dans le cas des réactions de transfusion et dans les réactions

d’hypersensibilité de type II auto-immunes.

1.3.3. L’hypersensibilité liée aux complexes immuns (de type Il ou semi-

retardeée)

Ce type d'hypersensibilité correspond précisement a certains effets provoqués par
I'accumulation de complexes immuns induits quelques heures apres introduction de I'Ag
(réaction d'Arthus), ou apres dép6t de complexes antigénes-anticorps déja présents dans la
circulation. Le dépdt de ces complexes immuns dans les tissus ou dans les organes entraine
alors un processus inflammatoire avec intervention du complément. Les anticorps (Ac)
responsables de ce type d’hypersensibilité sont les IgG et les IgM (David et al., 1996) (Figure
5).

NEUTROPHILE

3 N
N Depot descomplexes

== L
Activation du complément e o
2 & des plaquettes Effet chimiotaclique
ation du contenu
des granules

LYSE DE LA CELLULE

N

e

membrane
basale

Hypersensibilité a complexes
immuns

Figure.5. L’hypersensibilité a complexes immuns (David et al., 1996).

1.3.4. L’hypersensibilité retardee de type IV

Les réactions de type IV désignent un ensemble de réactions qui prennent plus de 12
heures pour se développer et qui mettent en jeu des réactions a médiation cellulaire
(lymphocytes T) plutdt que des anticorps (Revillard, 2001).

A la différence des autres formes d’hypersensibilité, les réactions de type IV ne
peuvent étre transmise d’un animal a 1’autre par le sérum mais bien par les lymphocytes T,

particulierement les cellules Thl CD4 chez la souris (Roitt et al., 2002) (Figure 6).
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Type IV
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Figure.6. L’hypersensibilité de type IV (Amzazi, 2007).

On connait trois variantes de la réaction d’hypersensibilité retardée (HSR) :
a. Hypersensibilité de contact

Elle est caractérisée cliniquement par 1’apparition d’une 1€sion eczémateuse au niveau
du site de contact avec l’allergéne 48 heures aprés. La lésion est caractérisée par une
infiltration par les cellules mononucléaires apparaissant aux 6°™ - 8°™ heure puis atteignant
un maximum & 12-15 heures. Puis 1’cedéme prend place avec la formation de microvésicules.
11 faut noter I’absence de neutrophiles. La réaction est accompagnée d’une infiltration par un
grand nombre de leucocytes dans le derme [2].On I’observe souvent a la suite de contact avec
des agents comme le nickel, les sels de chrome et certains catalyseurs de caoutchouc (Roitt et

al., 2002).

b. Hypersensibilité de type tuberculinique

L’hypersensibilité retardée vis-a-vis de la tuberculine est le meilleur modele
expérimental et clinique de HSR. Elle peut étre induite par une tuberculose (Bach et
Lesavre, 1986) (Figure 7).
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Hypersensibilité de type tuberculinique

o 4heures = 1Zheures 48heures

% épiderme

expression des
molécules de
classe Il du CMH

inflammation et
cedeme

Figure.7. L’hypersensibilité de type tuberculinique (Amzazi, 2007).

c. Hypersensibilité granulomateuse

L’hypersensibilité granulomateuse est la principale forme clinique de HSR. Elle est a
I’origine de la plus part des effets pathologiques observés dans les maladies impliquant
I’immunité a médiation cellulaire T. Elle résulte en général de la persistance, dans les
macrophages, des micro-organismes ou de particules que la cellule est incapable de détruire.
Elle peut étre provoquée également par la persistance de complexes immuns, comme par
exemple dans I’alvéolite allergique. Ce processus aboutit a la formation de granulome a

cellule épithéloides (Roitt et al., 2002).

1.4. Les facteurs étiologiques

1.4.1. Les facteurs prédisposants : Facteurs génétiques (atopique)

Les maladies de type allergique sont souvent familiales. Le terme atopie désigne une
tendance a I’hyperproduction d’anticorps de type IgE contre des allergénes communs de
I’environnement. Environ 807 des individus atopiques ont des antécédents familiaux

d’allergie contre 207 seulement dans la population normale (Chapel et al., 2004).

Le taux global des IgE sériques, la production des IgE spécifiques et la reactivité

bronchique excessive dépendent tous trois d’un contrdle génétique.Des genes situes sur le
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chromosome 5 (le groupe dit du géne de I'IL-4) sont impliqués dans la régulation de la
production d’IgE. et des genes situés sur le bras long du chromosome 1lcontrolent le
phénotype atopique. Bien que la susceptibilité génétique soit un facteur important dans
I’allergie (Chapel et al., 2004).

Le role des IgE a I’origine de I’atopie est bien établi. Ces IgE se fixent dans les tissus
et entrainent, en présence de 1’allergéne, la dégranulation des basophiles et des mastocytes.
Les cellules produisant les IgE sont surtout localisées dans les formations lymphoides des
mugqueuses du nez, de la trachée, des bronches et de I’intestin (Bach et Lesavre, 1986).

Les facteurs génétiques de susceptibilité pour l'atopie ont été mis en évidence par des
études familiales démontrant un taux de concordance supérieur chez les jumeaux
monozygotes que chez les jumeaux dizygotes (Association des Colléges des Enseignants
d'Immunologie des Universités de Langue francaise, 2011).

Deux types d'approches sont utilisés pour identifier ces génes. L'approche des genes
candidats recherche si le polymorphisme connu des genes impliqués dans la réponse immune
allergique est lié a la pathologie. L'approche du clonage positionnel recherche dans les
familles si des marqueurs de différentes régions chromosomiques sont liés a la maladie
(Association des Colléges des Enseignants d'Immunologie des Universités de Langue

francaise, 2011).

1.4.2. Facteurs favorisants

a. Les allergenes

Les allergenes sont des antigénes présents a la surface de particules ou substances
étrangeres. Chez des personnes prédisposées (on parle d'atopie), les allergenes sont
responsables des phénomenes allergiques alors qu'ils sont inoffensifs et sans conséquence

pour quelgu'un de non atopique [3].

Les allergénes peuvent pénétrer par ingestion (allergie alimentaire), par inspiration de
I'air (allergie au pollen, aux poils d'animaux...), par pigdre (allergie aux hyménoptéres...) ou

par contact epidermique (allergie de contact) [3].

11


http://allergies.comprendrechoisir.com/comprendre/allergie-atopie
http://allergies.comprendrechoisir.com/comprendre/allergie-alimentaire

Chapitre I : Généralités sur 'hypersensibilité

e Lespneumallergenes

Les pneumallergenes ou allergénes aéroportés ou allergénes respiratoire sont présents
dans nos environnements extérieur et intérieur, personnel ou professionnel. Leur taille,
mesurée selon leur diamétre aérodynamique, est trés importante car les particules se déposent
au niveau des fosses nasales, de I’arbre trachéo-bronchique ou des alvéoles en fonction de
leur taille, les pneumallergenes sont trés souvent impliqués dans la genese des, rhinite,
conjonctivite et asthme. On les classe en allergenes perannuels (acariens de la poussiere de
maison, moisissures et phanéres d’animaux) et allergénes saisonniers (pollens et moisissures

dans certaines régions) (Demoly, 2005).

e Lestrophallergénes
Les trophallergénes, dont la pénétration se fait par voie digestive et que l'on rencontre
dans les produits laitiers, les viandes, les poissons, les oeufs et méme certains fruits et
légumes. Le terme trophallergénes (grec trophé : nourriture et allergéne) désigne l'antigéne
qui est absorbé par le tractus digestif (I'appareil digestif) et qui posséde la capacité de
déclencher une réaction immunologique [4].
e Les allergénes de contactes
IIs sont trés nombreux responsables d’eczéma et de dermatite souvent
professionnelles. Le latex, certes un allergene de contacte, et beaucoup plus un aéro-allergene,
inclus dans de fines particules en suspension dans 1’air (comme les allergénes du chat) : d’ou

son ubiquité et sa nocivité (Dutau ,2006).
e Allergenes injectés

Les allergénes de venins d’hyménoptéres (guépe, abeille, frelon) pouvant étre a

I’origine de chocs anaphylactiques mortels (Gharnouge et Saadna, 2012).
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2.1. Historique de I’allergie aux Chironomidae

L’hypersensibilité aux Chironomidae (moucherons non piqueurs) a été un probléme
dans le nord du Soudan depuis environ 1927 et est probablement due a I'exploitation de
barrages (Kay et al., 1978). Ainsi que durant les années1950, des réactions d'hypersensibilité
aux Chironomidae ont été rapportés, principalement au Japon, les Etats-Unis et I'Egypte. Ce
sont des pays ou, dans certaines régions, les Chironomidae sont l'un des plus allergénes
communs par inhalation, causant souvent des rhino-conjonctivites et l'asthme (Suzuki et al.,
1995).

En 1985, Eriksson et ses collaborateurs ont démontré que les sensibilisations
simultanées aux Chironomidae et les Moustiques (Aedes) sont communs. Dans une étude
ultérieure (Erikson et ces collaborateurs 1989), par I'intermédiaire des techniques d'inhibition :
RAST (Radio Allergo Sorbent Test), ils ont conclu qu’il existe une réaction croisée entre les
Chironomidae (allergenes par inhalation) et les crevettes (allergénes par la consommation)
(Cabrerizo Ballesteros et al., 2006).

En Europe, l'allergie aux Chironomidae a parfois été observée chez les personnes qui
manipulent des aliments pour poissons en raison des aquariums, ou dans le lieu de travail,
méme si Erikson et ses collaborateurs (1989) ont décrit des cas d’allergie environnementale
en Suede dans les zones rurales a proximité des lacs et des rivieres ou I'espéce est abondante
(Liebers et al., 1993, 1994).

En Espagne, un cas d'urticaire et cedéme de Quincke-a été signalé a cause du contact
avec des larves de Chironomidae (Chironomus thummi thummi) chez un patient atteint
d'allergie au pollen. Cette derniére s'est aggravée six mois apres que le patient a commencé a
travailler dans un magasin pour animaux de compagnie, ou le test de la piqlre pour les larves

de Chironomidae était positif (Komase et al., 1997).

2.2. Description de I’allergéne

2.2.1. Les Chironomidae (biologie et écologie)

La famille des Chironomidae est un groupe d’insectes Dipteres du sous ordre des
Nématoceres.Les membres de cette famille sont appelés communément « les moucherons non

piqueurs » ou « Non Biting Midges des anglophones » au stade adulte et « blood worms » au
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stade larvaire.Les larves des Chironomidae sont également bien connues sous le nom

de : « ver de vase » (Armitage et al., 1995).

Les Chironomidae sont souvent le groupe de macroinvertébrés le plus abondant, en
nombre d’espéces et individus, rencontrés dans tous les milieux aquatiques d’eaux douces. De

méme les Chironomidae se présentent dans tous les continents (Kohchima, 1984).

Les Chironomidae sont des Diptéres faisant partie du groupe morphologique des

culiciformes c’est-a-dire que leur aspect général est celui d’un moustique (Zerguine, 2010).

Les Chironomidae sont parmi les insectes aquatiques les plus tolérants a la
température de 1’eau et de 1’air. Ce sont des insectes holométaboles, leurs larves, nymphes et
adultes forment une part intégrale de la chaine trophique servant de nourriture pour d’autres
invertébrés, poissons, oiseaux et amphibiens (Ali, 1991, Armitage et al., 1995). Leur cycle de
développement comporte trois états morphologiquement trés différents qui, tous en ayant un
aspect général identique d’une sous-famille a 1’autre, présentent des variations anatomiques

qui constituent des bases essentielles de la systématique (Zerguine, 2010).

La famille des Chironomidae comprend des espéces caractérisées au stade adulte,
nymphes et larves généralement pourvues d’hémoglobine et colorées en rouge (Zerguine,
2010) (Figures 8,9 et 10).

Figure.8. Stade adulte du Chironomidae [5]{ Figure.9. Stade larvaire du Chironomidae [5].
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Figure.10. Les stades de développement des Chironomidae (Zerguine, 2010).

2.2.2. L’hémoglobine larvaire

L’hémolymphe de Chironomidae contient des molécules d'hémoglobine qui ont un
haut degré de polymorphisme en fonction de 1’environnement et de 1’état de développement
de I’insecte (Matsuoka et al., 1990), ou le nombre maximum se trouve au stade larvaire et
diminue progressivement, pour atteindre le minimum a I'état adulte (Cabrerizo Ballesteros et
al., 2006). Ces hémoglobines sont des allergenes puissants qui peuvent sensibiliser et

provoquer la maladie allergique [6].

L’hémoglobine est en fait un mélange de plusieurs protéines synthétisées et sécrétées
par la graisse du corps larvaire [7]. Des études ont été menées pour caractériser les allergenes
du point de vue chimique. Ces études indiquent que les principaux allergénes appartiennent a
un groupe des acides peptidiques avec une forte corrélation et des poids moléculaires qui sont
situés entre environ 15 et 20 Kilo Dalton (KD) (Cabrerizo Ballesteros et al., 2006).
Contrairement aux hémoglobines des vertébrés tétramétriques, 1’hémoglobine des
Chironomidae ne montrent pas de liaison coopérative d'oxygene, existant soit en tant que

monomeres ou homo-dimeres [7].
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D'autre part, la comparaison de la structure tridimensionnelle d'une hémoglobine de
Chironomidae monomere (déterminée par cristallographie aux rayons X) avec celle des
globines des vertébrés révele de nombreuses caractéristiques structurelles communes, y
compris 1’organisation en hélice et une poche de I'neme hydrophobe caractéristique. Les
différences dans la structure primaire entre globines d'organismes tres différents refletent

I'adaptation aux besoins en oxygeéne spécifique aux espéces sur de longues péeriodes évolutives
[7] (Figure 11).

Figure.11. L’hémoglobine d’une larve de C. thummi [8].

2.2.3. Les especes allergeniques

Les Chironomidae représentent la famille d’insecte la plus abondante et la plus
diversifiée. Le nombre total de toutes les especes étant estimees a environ 10.000 especes
distribuées dans le monde (Yong et al., 1999).

Plusieurs travaux ont montré que quelques especes Chironomidiennes peuvent

provoquer des réactions allergiques, parmi lesquelles :
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Cladotanytarsus lewisi (Kay et al., 1978, Cranstan et al., 1981 et Baur et al., 1983),
Chironomus thummi (Baur et al.,1983, Leibers et al., 1993 et Cabrerizo Ballesteros et al.,
2006), C. plumosus (Baur et al., 1983, Kim et Park, 1994 et Teranishi et al., 1995),C.
Bernensis (Baur et al., 1983), C. annularius (Baur et al., 1983) ,C. tepperi (Baur et al.,
1983) , C .tentans (Baur et al., 1983), C. moratensis (Baur et al., 1983), C. holomelas (Baur
et al., 1983), C. luridus (Baur et al., 1983),C. dorsalis (Baur et al., 1983), C. piger (Baur et
al., 1983), Einfeldia sp (Baur et al., 1983), Glyptotendipes pallens (Baur et al., 1983), C.
yoshimatsui (Matsuoka et al., 1988, Edahiro et al., 1989, Matsuoka et al., 1990 et Komase
et al., 1997), Cricotopus sylvestris (Kampen et al., 1994), Tokunagayusurika akamusi (Kim
et Park, 1994), Polypedilum nubifer (Kawai et Muraguchi, 1998) et C. kiiensis (Yong et al.,
1999 ; Jeong et al., 2004).

Un grand nombre de patients sont susceptibles de se trouver dans le voisinage des eaux
stagnantes ou les moucherons de Chironomidae émergent en grand nombre. Des niveaux
élevés des antigenes de ces insectes, dans l'air et le sol ont été démontrées, et avec une
variation saisonniere qui atteint un pic unique dans 1’automne a également été examinée
(Jeong et al., 2004).

Dans la nature, les allergénes des larves mortes et seches sont exposés a I’ Homme.
Une fois les larves sont devenues seches, elles se sont détruites en toutes petites particules.
Donc les antigénes exposés a I’THomme et qui se trouvent dans les larves séches doivent étre
différents et uniqguement une sorte bien limitée des allergénes qui peuvent étre inhaler par les

gens Chironomidae-sensitifs (Yong et al., 1999).

2.3. Facteurs de risque allergique

e Atopie

L'association de manifestations cliniques d'hypersensibilité et de la production
excessive d'IgE représente sans doute la définition la plus sire du concept d'atopie, encore que
I’IgE soit une immunoglobuline normale du sérum et que des IgE spécifiques soient produites
chez la plupart des sujets normaux aprés une stimulation antigénique adéquate. Le terme «
atopie » était surtout appliqué autrefois aux manifestations allergiques de type immédiat vis-a-
vis des substances de notre environnement (pollen, poussieres,...), associées a une notion de
«terrain » (David et al., 1996).
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On peut appliquer actuellement ce terme proposé de I'hypersensibilité immédiate due
aux substances naturelles inhalées ou ingérées et ou I'on observe une régulation de la réponse

a IgE transmise héréditairement (David et al., 1996).

En fonction de la source d'exposition, I'allergie auxChironomidae peuvent étre de
différentes origines.
1) I'environnement: Dans les établissements a proximité des lacs tels qu’au Soudan, Venise
et certaines régions du Japon (Suzuki et al., 1995).
2) Travail: Dans les gestionnaires de nourriture pour poissons, dans le lieu de travail (usines
de poisson de consommation, les pécheurs, les animaleries...) comme dans certains pays
européens (Liebers et al., 1993).
3) Liés aux loisirs: Dans les pays ou les larves de Chironomidae sont commercialisés (C.

thummi thummi) comme nourriture de poissons (Aldunate et al., 1999).
2.4. Réaction croisée (avec d’autres allergenes)

Les réactions croisées en allergie sont la conséquence de la présence dans des agents
allergisants différents d'un ou de plusieurs allergéenes croisants. Ce sont des allergénes, le plus
souvent de nature polypeptidique, identiques ou qui présentent des analogies de structure
(épitopes communs). On peut alors trouver dans le sérum des sujets sensibilisés a de tels
agents, des anticorps IgE qui réagissent avec plusieurs agents allergisants : ce sérum présente

une réactivité croisée (David et al., 1996).

La réactiviteé croisee entre les espéces de Chironomidae a été largement rendu compte.
En outre, la réactivité croisée a d'autres allergenes, tels que les moustiques communs, mites,

Acariens, crevettes, blattes ont été signalés [6].

Bien que les réactions croisées des allergenes sont présents, en particulier
I'némoglobine (un allergene majeur de réactivité croisée entre espéces de Chironomidae),
d'autres panallergenes peuvent aussi étre présents, ainsi que les allergenes spécifiques a
I'espece (Baur et al., 1991, Komase et al., 1997). En outre, l'allergénicité des Chironomidae
change au cours de la métamorphose de la larve a lI'adulte, et n'est pas fréquente chez toutes
les espéces (Matsuoka et al., 1988). Ceci est illustré dans I'évaluation de la réactivité croisée
immunologique entre 14 especes de Chironomidae provenant de différents continents, en

utilisant la fraction d'hémoglobine C. thummi thummi, qui a révélé que la réactivité croisée est
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au moins principalement a partir de composants de I'hnémoglobine avec des déterminants

antigéniques communs aux différentes especes (Baur et al., 1983).
2.5. Mécanisme d’allergie aux Chironomidae

Les Chironomidae devraient étre considérés comme des allergenes environnementaux
et professionnels importants. En effet 1’hypersensibilité aux larves a éeté signalé a provoquer

de l'urticaire, rhino-conjonctivite, asthme et méme l'anaphylaxie (Kay et al., 1978).

Les Chironomidae sont responsables des réactions d'hypersensibilitéede type | (qui
causent la rhino-conjonctivite, 1’asthme, l'urticaire) et aussi des réactions de type IV
(dermatite de contact) (Brasch et al, 1992 in « Aldunate et al.,1999 »).
Ces insectes provoquent des maladies respiratoires allergiques dans les zones aquatiques du
Soudan, de I'Egypte, Japon et I’'U.S.A (Kino et al., 1987, Hirabayashi et al., 1997).

2.6. Les aspects cliniques d’allergie

2.6.1. L’ Asthme

L’asthme est un syndrome caractérisé par une hyperréactivité bronchique et une
inflammation des voies aériennes associée a une obstruction bronchique réversible avec ou
sans traitement (Busse et Lemanske, 2001). C’est une maladie inflammatoire des bronches
touchant a la fois la partie endoluminale (présence de polyneutrophiles) et la partie pariétale
de la paroi des bronches (présence de polynucléaires éosinophiles, de lymphocytes et de
mastocytes) (Sudre, 2009).

Au Japon, les Chironomidae en particulier C. yoshimatsui, sont considérés comme I'un
des allergénes les plus importants de I'asthme. Dans une étude de pres de 40% des patients
souffrant d'asthme avait des taux élevés d'lgE spécifiques aux Chironomidae (Edahiro et al.,
1989). Des résultats similaires sont rapportés dans d'autres études (Ito et al., 1989). Des
patients atteints d'asthme vivant prés d’un lac eutrophe, 12-21% étaient positifs au test IgE
sériques de différentes especes de Chironomidae (Hirabayashi et al., 1997). De méme, dans
une communauté au bord du lac eutrophisé prés d'Oxford au Royaume-Uni, ou les
Chironomidae ont été étudiés comme l'une des causes de I'asthme, environ 8% de I'ensemble
de la communauté ont développé des anticorps IgE. Bien que l'incidence des réactions
allergiques chez cette communauté était faible, IgE spécifique corrélé de fagon significative
avec les symptdmes pertinents [6] (Figure 12).

19



Chapitre II : L hypersensibilité aux Chironomidae

IgE

=5 FceRl
BCell |
Plasma cell |
Allergen Mast cell Histamine
Basophil Leukotrienes Allergic
Prostaglandins > h
N\, o Cytokines SeLme

Basic proteins & enzymes
- /_ 1
G :

Th2 Eosinophil
cell

Antigen-presenting
cell

Figure.12. Mécanisme de I’asthme allergique (Holgate, 2008).

2.6.2. La rhinite allergique

La rhinite allergique se définit comme I’inflammation des voies aériennes supérieures
chez une personne sensibilisée en présence d’un allergéne. Les symptomes associent une
rhinorrhée, des éternuements, une obstruction et un prurit nasal. On peut distinguer
schématiquement deux entités cliniques IgE mediée : la rhinite allergique pollinique
saisonniére (pollinose ou rhume des foins) associée a une conjonctivite et parfois a une crise
d’asthme, et la rhinite allergique persistante qui peut étre reliée a la sensibilisation aux

allergénes domestiques (par exemple : acariens des poussiéres ou animaux) (Sudre, 2009).

Le mécanisme de la rhinite allergique se définit par la présence chez certains individus
d'anticorps (IgE) qui reconnaissent un allergene. Lorsque I'anticorps est exposé a l'allergene, il
s'y lie et cela mene a une réaction inflammatoire. La réaction inflammatoire se caractérise par
la libération de plusieurs médiateurs inflammatoires (histamine, tryptase, leucotriénes...) qui

meénent & I'apparition de signes et symptomes typiques de rhinite allergique [9].

L'asthme et la rhinite causeée par une hypersensibilité aux Chironomidae a été un
probléeme au Soudan depuis environ 1927 et semble étre di a une seule espéce de

Chironomidae, Cladotanytarsus lewisi (Cranstan et al., 1981). Des recherches ultérieures
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ont impliqué une série des autres Chironomidae, et en particulier C. thummi, comme des
causes importantes de sensibilisation chez les personnes exposées a cet insecte (Cabrerizo
Ballesteros, 2006).

2.6.3. Conjonctivite allergique

La conjonctivite allergique est une inflammation de la membrane qui recouvre la face
antérieure de I'eeil et l'intérieur des paupieres (La conjonctive), la cornée n'est pas atteinte.
Elle entraine une rougeur du blanc de 1'ceil et de l'intérieur des paupicres. La conjonctivite est
fréguente et en général, sans danger pour la vision en I'absence de complication. Elle survient
suite a un contact avec un allergene. Les yeux démangent, ils sont gonflés et larmoyants. Il

faut rechercher les facteurs déclenchant I'allergie [10].

Selon les travaux de Kay et ces collaborateurs (1978) sur une espece de Chironomidae

(Cladotanytarsus lewisi), un état de rhino-conjonctivite a été signalé.
2.6.4. Dermatite de contact

La réaction a l'allergéne est limitée au point de contact et représente une réeaction
d'hypersensibilite de type retardé (type 1V). Le test épicutané est utilisé pour identifier
I'allergéne (Burmester et al., 2000).

Dermatite de contact aux protéines de C. thummi thummia été signalée. Une étude
utilise des tests de patch a révelé une hypersensibilité de type retardé vis-a-vis quatre espéces
différentes de Chironomidae (larves de C. thummi, C. plumosus, et deux espéces différentes
de Glyptotendipes) comme la cause probable de la dermatite de contact du visage. En outre,
I’allergie asymptomatique de type immédiat aux Chironomidae a été démontrée par des tests
de grattage et d'IgE spécifique [9] (Figure 13).
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Figure.13. Mécanisme de la dermatite de contact (Burmester et al., 2000).
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3.1. Matériel
3.1.1. Matériel biologique

Notre étude a porté sur les effets allergisants de 1’extrait larvaire des Chironomidae
(Diptera : Insecta ) , en utilisant comme modéle animal des souris femelles blanches, agées de
quatre & huit semaines avec un systéme immunitaire mature, ces souris proviennent de

I’animalerie de 1’Institut de Pharmacie de Constantine,

Ces souris blanches (Mus musculus) sont des mammiféres rongeurs de la famille des
Muridés, de type végétariens a forte tendance omnivores. Ce sont de petite taille de 7 a 10 cm
de long pour un poids de 20 a 50 g environ. Elles possédent un museau pointu et une queue
qui peut étre aussi longue que son corps, celui-ci est totalement recouvert de poils [11]
(Figure 14).

Figure.14. Souris blanche.

3.1.2. Enceinte d’élevage

Les souris sont élevées dans des cages en polypropyléne avec grillage sur le dessus qui
sont nettoyés régulierement, la litiere est constituée de copeaux de bois, elle est changée

quotidiennement (Figure 15).
Les souris sont réparties d’une fagon aléatoire en deux lots. Chaque lot contient quatre souris :

< Lot témoin.

0,

« Lot traité par I’extrait brut de Chironomidae.
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Figure.15. Enceinte d’¢élevage.

3.1.3. Conditions d’élevage

Les souris sont élevées dans I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la
vie, et des sciences de la terre et I’Univers de I’université de 8 Mai 1945 de Guelma dans un
environnement propre ou les conditions d’hygiéne sont respectées, le milieu d’élevage est
caractérisé par une photoperiode et une température naturelle, leurs besoins nutritionnels est

assuré par le pain rassis et de 1’eau (Figure 16).

Figure.16. Conditions d’élevage.

3.1.4. Extrait brut

Dans notre étude on a travaillé sur 1’extrait brut d’une espéce allergisante qui appartient

a la famille de Chironomidae (Figure 17).
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Figure.17. Larve des Chironomidae [12].

3.2. Protocole expérimental
3.2.1. Préparation de I’extrait brut
A. Récolte des échantillons

A partir d’une étude préliminaire qui nous a permis de choisir une station (rivicre)
typique qualitativement et quantitativement, c’est a dire qu’elle regroupe les especes
allergisantes d” une part, et d’autre part une quantité suffisante de ces espéces afin de préparer
un extrait brut , on a récolté des larves de Chironomidae dépouillées, séchées et conservées a

4°C pour 1’ utiliser ultérieurement (Figure 18).

Figure.18. Station de I’échantillonnage.
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B. Extraction de ’allergéne :
1. Dégraissage :

Apres avoir décongelé nos échantillons larvaires pendant quatre heures & 4°C, on
les met sur la paillasse pendant la méme durée pour éviter tout choc ou dénaturation de
I’échantillon. Le dégraissage est réalisé par I’Ether Di-éthylique (CH3-CH,-O-CH,-CHj3) dans
un bécher pendant 24 heures et avec trois changements d’Ether (Figure 19).

Figure.19. Le dégraissage.

2. Séchage

Il consiste a 1I’élimination de I’exceés d’Ether par filtration, puis on laisse

I’échantillon sécher a I’air pendant 48 heures (Figure 20).

—————————

Figure.20. Le séchage.
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3. Extraction par le PBS

Apres le séchage complet de 1’échantillon, on met notre échantillon larvaire dans la
solution de PBS ; pour chaque gramme de matiére seche on a 20 ml de PBS (Phosphate

Buffered Saline) (Voire annexe) (Figure 21).

Figure.21. L extraction par le PBS.

4. Homogénéisation et incubation :

A I’aide d’un broyeur avec mortier et piston en verre borosilicaté transparent avec

un bec on réalise I’homogénéisation de la solution a 4°C (Figure 22).

Apres, on incube cette solution a 4°C pendant 14 heures.

Figure.22. L’homogénéisation.
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5. Centrifugation

La solution doit étre centrifugée a 15000 rpm (Rotation par minute) pendant

15minutes pour récupérer les surnageants (Figure 23).

Figure.23. La centrifugation.

6. Filtration :

Les surnageants recupéres sont filtrés a travers des filtres millipores de 0.45um de

diamétre (Figure 24).

Figure.24. La filtration.
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7. Lyophilisation

Le lyophilisateur est constitué d’une chambre transparente avec huit robinets livrés

avec huit flacons de 75 ml de volume (Figure 25).

Notre échantillon doit étre congelé 24 heures avant d’étre lyophilisée.

Figure.25. La lyophilisation.

3.2.2. Plan de travail

Les différentes étapes effectuées durant notre travail expérimental sont indiquées dans
la (Figure 26).

3.3. Traitement des souris

Les souris ont été divisées en deux lots, chacun comprenant 4 souris, les souris du
premier lot (témoins) ont recu des instillations intranasales de PBS aux jours 0 et7 en raison
de 5ul dans chaque narine. Aux jours 15 et 16 du traitement, les souris sont traitées par une
double dose de PBS (10ul dans chaque narine). Les souris du deuxiéme lot (les traitées) ont
recu des instillations intranasales de 1’extrait larvaire en raison de 5l dans chaque narine aux
jours O et 7. Aux jours 15 et 16 du traitement, les souris sont traitées par une double dose de
I’extrait larvaire. Le sacrifice a eu lieu au jour 17, soit 24 heures apres la derniére injection et
les différentes analyses « Lavage nasal, broncho-alvéolaire, comptage cellulaire (Splénocytes,
cellules immunitaires des deux liquides de lavage des témoins et des traitées) d’étude
histologique, des frottis et des prélevements sanguins pour les deux lots » sont réalisées
(Romy et al., 2005) (Figure 27).
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| Protocol expérimental |

I
4[ Lots des souris (8) ]—

[ Témoins ( 4 souns) ]

[ Traités par 1’ extrait brut{ 4souns) ]

Traitermnent intra-nasal ( 0.1 mg de
Pextrait brut suspendu dans 10 ul
de PBS pour chaque souris { Spl
dans chaque narine) deux fois (0,
757 jour) et une double dose
(1570, 16=™ jours de traiternent

sacrifice

Lavage nasale et
broncho-alvéolaire

Isolement des organes ]

L.es pourmons
Les rates

L(:Jomptage cellulaire ]
Tottis

Figure.26. Le protocole expérimental.

Figure.27. Traitement nasal des souris.

3.4. Lavage nasal
Le lavage nasal a été réalisé sur des souris anesthésiées en instillant dans chaque

narine 1,5 ml de tampon phosphate & 37°C (PBS) a I’aide d’une seringue (Urbain et al.,
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1994). Le liquide récolté dans les deux cavités nasales a été centrifugé (800 g pendant 15
minutes). Chaque culot a été suspendu dans 0,9 ml de PBS (Urbain et al., 1997) (Figure 28).

Figure.28. Lavage nasal.

3.5. Lavage broncho-alvéolaire

Au 17°™ jour, les souris euthanasiées par 1’exposition au chloroforme ont subi des
lavages broncho-alvéolaire, la technique consiste a ouvrir la cage thoracique des souris et a
pratiquer une incision dans la trachée, un peu en dessous du larynx. Un cathéter était ensuite
inséré dans la trachée par cette méme incision, puis immobilisé par un fil chirurgical
(Geneviéve, 2005). Des seringues remplies de 0,5ml de PBS étaient reliées au cathéter. Le
PBS était ensuite injecté dans le poumon, puis réaspiré dans la seringue. Les cellules
alvéolaires ont aussi été obtenues suite a un double lavage de 0,5 ml. La suspension recueillie
était par la suite centrifugée a 1500 rpm pendant 6min (Li et al., 2010) (Figure 29).
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Figure.29. Lavage broncho-alvéolaire.

3 .6. Les frottis des liquides nasaux et broncho-alvéolaires

Des frottis des différents liquides nasals et broncho-alvéolaires issus des différentes

souris (traitées et ttmoins) ont été réalisés.

Une goutte du liquide (nasal ou broncho-alvéolaire) de taille moyenne est déposée de
1.5 cm du bord droit d'une lame. La goutte a été étalée par capillarité en la mettant au contact
de l'aréte de la lamelle rodée tenue a 45 degrés, puis la lamelle est poussée rapidement vers la
gauche de la premiére lame en entrainant le liquide qui s'étale en une couche mono cellulaire
(Frottis).

Le frottis est passé a la coloration au May-Griunwald-Giemsa (MGG), en déposant
10 & 15 gouttes de May-Griinwald et laisse se fixer pendant 3 mn. Puis 10 & 15 gouttes d'eau

tamponnée sont déposées et mélangées par rotation de la lame 1 mn.

Le frottis a été recouvert de Giemsa dilué pendant 15 mn puis lavé a I'eau neutre et
laissé sécher a I’air libre, aprés on passe a 1’observation microscopique [13] (Figure 30)

(voire 1’annexe).
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Figure.30. Préparation des frottis.

3.7. La numération cellulaire

Aprés centrifugation, la suspension cellulaire de chaque liquide de lavage est mise
dans des tubes polycarbonatés séparés en raison de 100ul, puis 900 uL de la solution 0,2 %de
bleu de Trypan (voire annexe) sont ajoutés. Enfin on passe au comptage qu’est effectué sur

une cellule de Malassez et les résultats sont exprimés en leucocytes par litre de liquide récolté.

e Le nombre des leucocytes par litre est calculé selon I'équation suivante:

N=(n/v)f

Avec : N: Nombre de cellules par litre.
n : nombre de cellules comptées.

V: volume de comptage en litre.
f : facteur de dilution.

3.8. Prelévement sanguin

Apreés avoir égorgé les souris, une quantité de sang a été recueillie dans des tubes
d’Ethyléne-Diamine-tétra-Acétique (EDTA) afin d’éviter la coagulation pour la réalisation de

la Formule Numérique Sanguine (FNS) (Figure 32).
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Figure.31. Les tube EDTA.

3.9. Prélévement des organes

Apres dissection des souris, on préléve les poumons et la rate et on les pesé pour
évaluer 1’état d’hypersensibilité. Les poumons sont conservés dans le formol 1% pour I’étude

histologique.

3.10. Isolement des splénocytes

Apres avoir peseé la rate, cette derniére est déposée dans une boite de pétri contenant 3ml
de solution de PBS et est débarrassée de la graisse. A l'aide de deux pinces, la capsule est
vidée de son contenu cellulaire (Figure 33).

La suspension cellulaire est ensuite placée dans un tube en étre filtrée sur une gaze fixée
a un entonnoir et puis centrifugée pendant 10 min. a 1500 rpm.

On remet le culot en suspension dans 0.5ml de PBS, puis on lui ajoute 4.5ml de solution
de lyse (voire annexe) des globules rouges. Apres une incubation de 10 min, la suspension est
centrifugée 10 min. a 1500 rpm. Cette derniére est suivie par I'élimination du surnageant alors
que le culot est remis en suspension dans 3ml de PBS, centrifugé 10 min. a 1500 rpm. Cette
derniére étape est répétée deux fois.

A la fin du dernier lavage, le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS et puis on passe

au comptage des splénocytes apres avoir dilué 100ul de la suspension dans 900l de bleu de
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trypan, ainsi le pourcentage de viabilité de ce type cellulaire est calculé (Ducan, 1995 et
Daun et al., 1995).

Figure.33. La dilacération de la rate.
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4.1. Effet de I’extrait larvaire de Chironomidae sur le nombre des
leucocytes

4.1.1. Variation du taux des globules blancs, des lymphocytes et des
neutrophiles

Les résultats de la variation des taux des Globules blancs (GB), des lymphocytes et
des neutrophiles sont représentés dans les figures 33.34 et 35.En effet, on observe une
diminution des taux des GB chez les souris traitées par rapport aux témoins (témoins :
6,18+2,61.10%cellules/pL traitées : 4,9+0,5.10%) ainsi que pour les neutrophiles (témoins :
2,85+1,18.10° traitées : 0,475+0,21.10°cellules/l).

D’autre part, une augmentation des taux des lymphocytes chez les souris traitées a été

enregistrée (témoins : 3,2+1,41.10° traitées : 4,2+0,42.10%).
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Figure. 33.Variation du taux des Figure. 34.Variation du taux des
globules blancs. lymphocytes.
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Figure. 35.Variation du taux des
neutrophiles.

La diminution des GB peut étre due a la diminution d’une sous population
leucocytaire dite neutrophile, la diminution de ces derniéres peut étre expliquée par leur
migration orientée ; a travers la paroi des vaisseaux en direction des foyers inflammatoires
(Vaubourdolle, 2007).

D’autre part I’augmentation des lymphocytes peut étre due a une réponse immunitaire
vis-a-vis de I’allergéne étudié, au cours de cette réponse une activation lymphocytaire est
installée au niveau des organes lymphoides apres le contact avec 1’antigéne. Cette activation
est suivie par une prolifération et différenciation des lymphocytes en plusieurs sous
populations plus précisément les Thl, qui sont impliquées dans les réactions inflammatoires a
médiation cellulaire, cette immunité est caractérisée par 1’activation des macrophages et la
production des lymphocytes T cytotoxiques (Ito et al., 1997). De méme,Les cellules Th2 sont
impliqués dans I’induction de la réponse & anticorps de type IgE. La production d’IL-4
stimule les cellules B vers une production d’IgE (Murray, 1998), ce qu’est en accord avec

nos résultats.

4.1.2. Variation du taux des monocytes, des éosinophiles et des basophiles

D’apres les histogrammes illustrés dans les figure 36 et 37,0n remarque une
augmentation du nombre des monocytes chez les souris traitées par rapport aux témoins
(témoins : 0,025+0,05.10°, traitées: 0,15+0,06.13%) et une diminution du taux des
éosinophiles (témoins : 0,1+0.10°, traitées : 0,0750,05.10°%).

Pour les basophiles, les automates utilisés n’ont pas enregistré leurs valeurs.
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Figure. 36.Variation du taux des Figure. 37.Variation du taux des
éosinophiles. monocytes.

La sous population Thl des lymphocytes agit comme activateur des monocytes
circulant dans le sang et stimule leur transformation en macrophages frais dirigés
ultérieurement vers les foyers inflammatoires (Attakpa, 2010),ce qui explique 1I’augmentation
de leur nombre dans le sang.

Les macrophages peuvent phagocyter les particules antigéniques et les présenter a
leurs surfaces (Blackwelle et Else, 2001).

Les éosinophiles sont des granulocytes intervenant dans I’HS de type I notamment
dans le cas d’asthme et de la rhinite allergique. Leur diminution est expliquée par leur

recrutement vers le site d’inflammation (Raffi, 2007).

4.1.3.Variation du taux des plaquettes

Les résultats présentés dans la figure 38 illustrent une augmentation remarquable du
taux des plaquettes chez les souris traitées par rapport aux témoins (témoins :
313,5+200,85.10°, traitées : 912+66.62.10°%).
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Figure. 38.Variation du taux des plaquettes.

L’augmentation du taux des plaquettes remarquée peut étre expliquée par le fait que
les plaquettes interviennent dans le processus inflammatoire allergique grace a 1’expression a
leurs surfaces de récepteurs de haute affinité pour les IgE, FceRI(Molina, 1995).

Yssel et ces collaborateur (1998) ont montré que, la stimulation des plaquettes induit
le relargage de la sérotonine et de RANTES ce qui permettra aux plaquettes de jouer un réle

dans le maintien de I’inflammation allergique.

4.2. Effet de Pextrait larvaire des Chironomidae sur le nombre des

cellules des liquides nasaux et broncho-alvéolaires

4.2.1. Comptage cellulaire

Les résultats indiqués dans la figure 39 montrent une augmentation importante du
nombre des cellules des liquides nasaux des souris traitées par rapport aux témoins (témoins :
26,81+11.8.19° traitées : 60,68+18,26.10°).

Les résultats mentionnés dans la figure 40, révelent une forte augmentation du
nombre des cellules des liquides broncho-alvéolaires des souris traitées en comparant avec les
témoins (témoins : 24,5+6.62.10°, traitées : 89,43+28,21.10°).
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Figure. 39.Variation du nombre des
cellules du liquide nasal

Figure. 40.Variation du nombre des
cellules du liquide broncho-alvéolaire.

Les résultats s’accordent avec les travaux démontrant que dans les réactions allergiques

notamment dans le cas des allergies respiratoires les granulocytes sont recrutés vers les sites

inflammatoires (la muqueuse nasale, tractus respiratoire) et les monocytes recrutés sont en

abondance dans les différents liquides nasaux et broncho-alvéolaires suite a leur recrutement

(Molina, 1995).

4.2.2.Frottis

Les frottis réalisés et observés au microscope optique (x400), montrent une richesse et

une augmentation du nombre des cellules des souris traitées par rapport aux témoins, plus
precisément les polynucléaires (Figure 41 et 42).

Figure. 41. Frottis du lavage bronchoalvéolaire (x400).

A ; témoins, B ; traitées.
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Figure. 42. Frottis du lavage nasal(x400).

A témoins, B ; traitées.

4.3. Effet de ’extrait larvaire des Chironomidae sur le nombre de
splénocytes
4.3.1. Comptage cellulaire

La figure 43 montre une augmentation du nombre des splénocytes, il est de

(15,25+2.88.10% chez les souris témoins, cependant, il est de (28,31+8.09.10%) pour celles
traitées.

40 -
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25 -
20 -
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10 -

Cellules.10°/L

Témoin Traité

Figure. 43.Variation du nombre des
splénocytes.
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L’augmentation du nombre des splénocytes peut étre causée par le faite que la rate est
I’organe ou les cellules spléniques (Lymphocytes B et T) sont stockées et entre en contact

avec un Ag, ce qui provoque leurs activations et proliféeration [14].

4.4, Effet de I’extrait larvaire des Chironomidae sur le poids des

organes

Les résultats obtenus de la sensibilisation des souris par I’extrait larvaire sont
représentés dans les figures 44 et 45, on constate une augmentation du poids des poumons
chez les souris traitées par rapport aux témoins (témoins : 0,375+0,03 g, traitées : 0,512+0,11
g), ainsi qu’une augmentation du poids de la rate chez les souris traitées a été enregistrée
(ttmoins : 0,095+0,03 g, traitées : 0,145+0,06 g).
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Figure. 44.Variation du poids des Figure. 45.Variation du poids de la rate.
poumons.

La rate représente un organe lymphoide secondaire ou les lymphocytes B et T
s’activent et se prolifeérent pour déclencher une réponse adaptative, et ces résultats sont
confirmés par I’augmentation du nombre de splénocytes.

Concernant le poids des poumons leur augmentation est peut étre due a un état
d’inflammation des voies respiratoires, ce qui est traduit par 1’augmentation du nombre des
cellules issues des liquides de lavages broncho-alvéolaires.

Pour une confirmation on a adressé au laboratoire d’Anatomie Pathologique de
I’Hopital Ibn Zohr de Guelma, des pi¢ces de poumons des souris fixées au formol pour une

étude histologique.
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4.5. Etude histologique

Pour plus une confirmation des résultats obtenus des souris traitées (la numération
cellulaire des lavages broncho-alvéolaire, nasal et des splénocytes ainsi que 1’état visualisé
des poumons), des coupes histologiques de cet organe ont été réalisés et les résultats ont été
démontrées dans la figure 46.

L’examen microscopique a montré chez les témoins, un poumon normal avec une
simple congestion vasculaire, des alvéoles avec des cloisons inter-alvéolaires. La structure
histologique semble normale. En effet, les cloisons ou parois alvéolaires sont formées par un

ensemble de cellules dont des pneumocytes et des cellules endothéliales. (Figure 46a).

Pour les souris soumises a des instillations nasales avec ’extrait brut de Chironomidae,
un infiltrat inflammatoire péri-bronchiolaire mononuclée a été bien remarqué avec présence
de lymphocytes (Figure 46b). Le traitement a aussi entrainé une diminution du diametre
alveéolaire. Ceci pourrait étre dii & un épaississement de la paroi alvéolaire par prolifération

des fibres conjonctives.

Figure46 :Coupe histologique des poumons des souris témoins et traitées (x100).

a) Poumon normal du témoin b) Poumon du traitée avec I’extrait brut de
Chironomidae.
1-Alvéole, 2- Bronchiole, 3- Vaisseaux sanguin, 4-Infiltrat cellulaire
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Conclusion et perspectives

Dans notre travail, nous nous sommes intéress¢ d’étudier les effets allergiques de
I’extrait larvaire de Chironomidae sur le systéme immunitaire.

Malgré qu’il existe plusieurs travaux internationaux sur les effets allergiques des
Chironomidae, en Algérie aucune étude n’est aujourd’hui réalisée.

Pour la réalisation de ce travail, on a préparé 1’extrait brut de ces larves afin de
déterminer leur effet allergique in vivo, en utilisant des souris blanches femelles comme
modeles animal.

Les résultats obtenus supposent que 1’extrait brut induit une réaction inflammatoire
localisée au niveau des voies respiratoires ce qui agit sur la formule leucocytaire et se traduit
par une lymphocytose, hyperplaquettose et monocytose et d’une autre part, une leucopénie,
neutropénie et une éosinopénie.

En ce qui concerne le nombre de cellules des liquides nasaux et broncho-alvéolaire,
une augmentation significative a été enregistree.

Une augmentation du poids des organes a été enregistrée, une augmentation du poids
de la rate ainsi que une augmentation du poids des poumons due aux inflammations
confirmée par une étude histologique montrant la présence des infiltrats inflammatoires chez
les souris traitées.

En fin cette étude mérite d’étre poursuivie et approfondie a nouveau champ de
connaissance sur les effets allergiques de cette famille. Ils s’avérent intéressant de :

v' Faire une étude immunologique par les allergenes purifiés.

v Prolonger la période de sensibilisation afin de réaliser une exploration
humorale.

v/ Utiliser des autres voies d’immunisation.

v' Des études complémentaires s’appuyant sur des méthodes techniques
différentes mériteraient d’étre développées, afin d’améliorer peut-étre la
sensibilité et la spécificité des tests proposes, et pourquoi pas d’appliquer une

étude sur les étres humains.
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Résumé

L’allergiec est une réaction anormale inadaptée, exagérée et excessive du systeme

immunitaire vis-a-vis une substance étrangere : « Allergene ».

Les Chironomidae ce sont des insectes caractérises par des larves rouges pourvues
d’hémoglobine, ce dernier est un pneumallergene causant des hypersensibilités de type | et
V.

Notre étude est basée sur les caractérisations immunologiques de 1’extrait brut de ces

larves.

Dans I’ensemble, cette expérimentation a permis de mettre en évidence le pouvoir
inflammatoire de I’extrait brut des larves Chironomidiennes. En effet, cette étude mérite

d’étre poursuivie.

Mot clés : Allergie, Chironomidae, hypersensibilité, extrait brut, inflammatoire.



Abstract

The allergy is an inadequate exaggerated and excessive reaction of the immunity

system to words to strange substance (allergen).

The Chironomids are insects marked by red larvae provided with hemoglobin it is an
aeroallergen which cause hypersensitivity type | and 1V.

Our study is based on immunological characterization of the crude extract of the
larvae.

Overall, this experiment has highlighted the inflammatory ability of the crude extract

of Chironomidien larvae. Indeed this study deserves to be continued.

Key words: Chironomids, hypersensitivity, crude extract, inflammatory.
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Annexe

Solution de PBS 10mM

NaCl9g

Na, HPO,

Na H,P0O,0.32 g
Eau distillée

Solution de lyse
NH4 ClI
Eau distillée

H CI 0.1 Normalité
H CI
Eau distillée

Na OH 0.1 Normalité
Na OH
Eau distillé

Bleu de trypan
Bleu de trypan
Eau distillé

Giemsa dilué
Giemsa-R
Eau tamponnée

Tampon phosphaté Ph 7 (AV)
Phosphate monopotassique
Phosphate disodique
Eau distilllée

Eau tamponnee
Tampon phosphaté
Eau distillée

Solutions utilisées

1.09 g

1000 ml

0.83¢g
100 ml

0.93 mi
90.7 ml

049
100 ml

0.2¢
100 ml

84 ml
516 ml

lg
5g
5000 mi

30 ml
570 ml
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