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I. INTRODUCTION  
 

 L’allergie alimentaire se définit par une réaction clinique adverse à un aliment et 

résulte d’une réponse immunitaire spécifique à un allergène alimentaire [1, 2]. Cette réponse 

peut être IgE-médiée ou non [3]. La prévalence des allergies alimentaires de type IgE 

dépendantes, ne cesse d’augmenter depuis ces dernières années dans la population pédiatrique 

[4-8]. En France, la prévalence de l’allergie alimentaire chez l’enfant est de 4,7% [9]. Les 

réactions cliniques aux allergènes sont variables et les manifestations sévères d’anaphylaxie 

s’accroissent [6, 10, 11]. Les allergènes les plus souvent rencontrés en France chez l’enfant 

sont l’arachide, l’œuf, le lait et les fruits à coque [1, 6]. Afin de confirmer ces allergies, les 

tests diagnostiques se sont multipliés et la prise en charge est bien standardisée [8]. Le 

diagnostic allergologique repose sur l’association de signes cliniques, des prick-tests et du 

dosage des immunoglobulines de type E spécifiques (IgE) [1, 12, 13]. Dans le cas où tous ces 

éléments seraient insuffisants, l’examen de référence pour confirmer ou infirmer l’allergie IgE 

dépendante est le Test de Provocation Oral (TPO)  [12].  

 

 Il existe d’autres moyens notamment immunologiques, pouvant aider dans la prise en 

charge et le suivi des patients allergiques [14, 15]. L’hypersensibilité immédiate dans 

l’allergie alimentaire s’exprime par des voies différentes d’activation cellulaire [7] et la voie 

IgE dépendante est la plus classique. Elle s’exprime par le biais de récepteurs de haute affinité 

pour l’IgE (FcεR1) exprimés à la surface de cellules cibles de l’allergie (mastocytes tissulaires 

et basophiles circulants) qui sont également présents sur la membrane des neutrophiles et des 

éosinophiles [16, 17]. Les IgE sont des anticorps physiologiques mais, dans certaines 

conditions, ils sont impliqués dans des mécanismes d’activation des cellules cibles avec 

libération de médiateurs aux propriétés pharmacologiques extrêmement puissantes. 

 

 Depuis les années 1970, le principe de la cytométrie en flux (CMF) a fait son 

apparition et a été appliqué, dans les années 1980, au diagnostic allergologique. En effet, 

l’activation des basophiles in vitro permet de reproduire cette réaction d’hypersensibilité 

cellulaire en mettant en contact les basophiles et l’allergène incriminé. Les basophiles sont 

des cellules du sang circulant pouvant être étudiées en CMF. Ainsi, depuis une quinzaine 
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d’années, le test d’activation des basophiles en allergologie s’est développé grâce à la 

cytométrie en flux et la description de marqueurs d’activation membranaire tels que le CD63 

[18-20].  

 Jusqu’à présent parmi les polynucléaires, seuls les basophiles étaient étudiés en 

cytométrie en flux dans un but diagnostique [21]. Cependant, les éosinophiles et les 

neutrophiles sont des cellules du sang circulant susceptibles de s’activer en présence de 

l’antigène sensibilisant, qui possèdent des récepteurs pour de nombreuses immunoglobulines 

dont l’IgE et qui libèrent également, par activation, de nombreux médiateurs. Depuis quelques 

années, l’hypothèse de l’implication des éosinophiles et des neutrophiles dans les réactions 

d’hypersensibilité se précise et la démonstration de leur activation a été établie [22]. Nous 

disposons actuellement d’anticorps monoclonaux permettant la différenciation et l’analyse de 

l’activation par cytométrie en flux de ces trois types cellulaires [23]. 

 

 Dans le cadre de ce travail nous avons testé les réponses des trois types de 

polynucléaires (basophiles, éosinophiles et neutrophiles) dans une population d’enfants 

présentant des signes cliniques d’hypersensibilité IgE dépendante. Plusieurs réactivités ont été 

étudiées : d’une part, celle à un témoin anti-IgE permettant de tester la voie IgE-médiée, 

d’autre part, celle à un témoin fMLP (formyl-Met-Leu-Phe) permettant de tester la réactivité 

non IgE dépendante. Enfin, l’activation allergène dépendante a été étudiée (arachide, œuf, lait, 

crevette…). Pour cette dernière, le mécanisme d’action ne peut être défini avec certitude pour 

les neutrophiles et les éosinophiles, la voie IgE dépendante étant habituellement reconnue 

pour les basophiles. 

 

  Le but principal de ce travail était de mettre en évidence, chez des enfants présentant 

une allergie alimentaire IgE dépendante, une éventuelle corrélation entre les manifestations 

cliniques initiales de ces réactions d’hypersensibilité immédiate et l’expression différentielle 

des marqueurs d’activation sur les types cellulaires étudiés.  
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II. GENERALITES  
 

 A. L’allergie alimentaire 
 

 En France, la prévalence des allergies alimentaires a augmenté depuis les cinq 

dernières années [1]. En 2006, cette prévalence chez l’enfant en France était de 4,7% [1, 6, 9]. 

Ce sont les manifestations anaphylactiques qui ont le plus augmenté en France : augmentation 

de 28% de 2001 à 2006 [6]. En 2008, les données françaises du CICBAA (Centre 

d’Investigations Cliniques et Biologiques en Allergologie Alimentaire) [24] montraient que 

les allergènes les plus fréquents chez l’enfant étaient le lait, l’œuf, l’arachide et les fruits à 

coque [6]. Selon l’âge de l’enfant, les principaux allergènes alimentaires sont différents [6]. 

 

 Les premiers signes cliniques de l’allergie alimentaire IgE dépendante ont été décrits 

dans les années 1980 par Moneret-Vautrin et al. [25]. Les symptômes typiques de l’allergie 

comprennent des signes cutanés, le choc anaphylactique, des signes respiratoires, des signes 

digestifs, la rhinoconjonctivite et le syndrome oral [26]. Parmi les signes cutanés, la dermatite 

atopique est la manifestation principale de l’allergie alimentaire et la plus précoce [2, 24, 26, 

27]. L’urticaire fait partie également des signes cutanés fréquents (40% de 3 à 6 ans) [26] tout 

comme l’angio-œdème. L’anaphylaxie aigue est de plus en plus rencontrée en pédiatrie [11, 

26]. Les manifestations respiratoires correspondent le plus souvent à un bronchospasme [28]. 

Lorsque le bronchospasme est associé à d’autres symptômes non respiratoires il fait partie de 

la définition de l’anaphylaxie. L’asthme est un facteur de risque d’allergie alimentaire sévère 

[29]. Inversement, l’allergie alimentaire est un facteur de risque d’asthme aigu grave [11, 28]. 

Les symptômes d’asthme sont présents surtout chez les enfants âgés de 3 à 15 ans et 

représentent moins de 20% des manifestations cliniques. Les signes digestifs sont des 

manifestations peu fréquentes de l’allergie alimentaire IgE-médiée (moins de 10% tout âge 

confondu) [24]. La rhinoconjonctivite dans le cadre de l’allergie alimentaire est rare. Le 

syndrome oral est plus fréquent chez l’adulte que chez l’enfant et les aliments qui en sont 

responsables sont différents [24]. 

 Dans le cadre des hypersensibilités alimentaires IgE-médiées, le diagnostic repose sur 

une association de signes cliniques et biologiques. La méthode de référence reste néanmoins 

le Test de Provocation Orale en double aveugle (TPO) [4, 12, 30]. Cependant, lorsque 

l’histoire clinique, les tests cutanés et le dosage des IgE spécifiques sont concordants avec une 
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origine alimentaire, le diagnostic d’allergie peut être retenu et le TPO n’est pas nécessaire 

[13]. Malgré tout, il pourra dans certains cas être réalisé pour connaître le seuil de tolérance à 

cet aliment [12]. Ce test doit être réalisé dans des conditions de sécurité particulières dans un 

service hospitalier proche d’une unité de soins intensifs [31]. 

 

 L’ensemble de ces manifestations cliniques est dû à des réactions immunologiques 

complexes. Les mécanismes immuno-allergiques peuvent être IgE-médiés ou non IgE-médiés 

[3, 7, 10, 32]. Dans la majorité des cas, l’allergie alimentaire se définit par une réaction 

d’hypersensibilité IgE dépendante aux protéines alimentaires [1] qui se déroule en deux 

étapes : la sensibilisation et le déclenchement [33]. Lors du premier contact avec l’allergène 

celui-ci est dégradé et présenté par l’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigènes 

(CPA) aux lymphocytes Th2. Ces lymphocytes produisent des cytokines (IL-4, IL-13) qui 

induisent la prolifération et la différenciation des lymphocytes B. Des IgE spécifiques sont 

ensuite sécrétées par les lymphocytes B et vont sensibiliser les cellules sur lesquelles les 

récepteurs IgE sont présents (mastocytes, basophiles, éosinophiles, neutrophiles et cellules de 

Langerhans) [34]. Lors d’un deuxième contact avec l’allergène celui-ci va induire le pontage 

d’au moins deux IgE membranaires voisines et aboutir à l’activation des cellules [35]. Cette 

activation induit, pour les mastocytes et partiellement pour les basophiles, la libération de 

médiateurs préformés dont le principal est l’histamine et néoformés dont les leucotriènes, les 

prostaglandines et le PAF (Platelet Activating Factor). Toutes ces molécules libérées sont 

responsables des manifestations cliniques d’allergie [35, 36]. Même si la synthèse anormale 

d’IgE spécifiques d’un allergène alimentaire donné sert de définition à ces réactions 

d’hypersensibilité, la présence d’IgE spécifiques circulantes seule ne permet pas d’établir un 

diagnostic d’allergie IgE dépendante. En effet, celle-ci est essentiellement le résultat 

d’activations cellulaires multiples impliquant des mécanismes complexes. La présence d’IgE 

spécifiques circulantes ne signe qu’une sensibilisation immunologique qu’il faut bien 

distinguer de l’allergie clinique.  

 

 Il existe également des allergies alimentaires non IgE-médiées qui sont moins bien 

définies mais en augmentation croissante [37]. Il faut différencier les hypersensibilités 

immunologiques (non toxiques) des hypersensibilités non immunologiques (toxiques) liées à 

la consommation d’un produit toxique pouvant induire une libération de médiateurs préformés 

non spécifiques ou à des toxines bactériennes. Parmi les allergies alimentaires, 10% seraient 

non IgE-médiées c'est-à-dire résultant potentiellement de mécanismes multiples impliquant  
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d’autres types cellulaires que les mastocytes et les basophiles comme les neutrophiles et les 

éosinophiles (apparus récemment dans la classification de Gell et Coombs [38] réactualisée 

par W. Pichler pour les médicaments [22] (annexe 1)) et d’autres anticorps (IgG et IgA). 

 

 B. Les polynucléaires  
 

 Chez l’homme, l’étude de l’activation cellulaire porte préférentiellement, pour des 

raisons pratiques évidentes, sur les cellules sanguines. L’activation des mastocytes (cellules 

tissulaires) est étudiée par les tests cutanés. Les mécanismes d’activation des polynucléaires 

(basophiles, éosinophiles et neutrophiles) sont rapides (généralement moins de 30 minutes 

suivant le contact avec l’allergène) et la cytométrie en flux est aujourd’hui une technique de 

choix car elle permet de différencier l’activation de chaque type cellulaire par analyse de 

marqueurs spécifiques extra et intra cellulaires. L’étude des réactions retardées alimentaires 

(>24h) telles que celles pouvant être induites par une activation lymphocytaire n’est pas 

réalisée dans ce travail.  

 

 1. Le basophile 

  

 Différenciation cellulaire et aspects morphologiques 

 

 Le rôle majeur du basophile dans la réaction IgE dépendante est aujourd’hui reconnu 

[39, 40]. Cette cellule a été découverte en 1879 par Paul Ehrlich [41]. Les basophiles sont peu 

nombreux dans le sang circulant et représentent moins de 1% des leucocytes [42]. Leur 

différenciation s’effectue à partir des progéniteurs hématopoïétiques CD34+. L’interleukine 3 

(IL-3) permet d’orienter la différenciation de ces précurseurs vers le basophile. Un basophile 

est une cellule ronde de 10 à 14 µm de diamètre avec un noyau polylobé (figures 1 et 2) [43]. 

Le cytoplasme comprend des granules qui lors du pontage des IgE de surface avec l’antigène 

sont soumis à une migration transcytoplasmique et fusionnent avec la membrane 

cytoplasmique.  
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Figure 1 Basophile en coloration de May-Grünwald- Giemsa [43] 

 

 

 

 

 

 

 

 Les principales molécules produites 

 

 Le contenu des granules est alors libéré à l’extérieur de la cellule et l’histamine est le 

principal médiateur préformé. Des molécules néoformées, telles que les dérivés de l’acide 

arachidonique, sont externalisées [44]. Parmi les marqueurs intracellulaires, les granules 

intracytoplasmiques expriment le CD63. Le CD63 ou gp63 ou Lysosome-Associated-

Membrane-Protein (LAMP)-3 est exprimé par différents types cellulaires : basophiles, 

mastocytes, macrophages et plaquettes. A l’état basal, il est ancré dans la membrane des 

granules intracytoplasmiques et est très faiblement exprimé à la surface de la cellule [21]. 

Dans les basophiles activés, ces granules fusionnent avec la membrane et le CD63 est exprimé 

à la surface cellulaire [43-45]. Cette expression est le reflet de la libération d’histamine et est 

plus lente que la surexpression du CD203c. Lors de la stimulation antigénique, après 

agrégation des récepteurs FcεR1, les basophiles produisent de l’interleukine 4 (IL-4). Le 

basophile humain représente le principal réservoir d’IL4 et, ainsi, est aujourd’hui considéré 

comme une cellule essentielle de la réaction d’hypersensibilité IgE dépendante. Cette 

production survient dans les 4h suivant l’activation antigénique. Le basophile produit 

également de l’interleukine 13 (IL-13). Ces deux cytokines ont un rôle majeur dans la réponse 

inflammatoire. L’IL-4 joue un rôle surtout dans l’initiation de la réponse allergique tandis que 

 

    Figure 2 Basophile en microscopie électronique  [43] 
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l’IL-13 permet le maintien et l’amplification de la réponse inflammatoire allergique. Ces 

interleukines sont des molécules néoformées lors de la stimulation antigénique [39].  

 

 Les principaux récepteurs de surface 

 

  Le récepteur de haute affinité pour l’IgE (FcεR1) n’est pas caractéristique des 

basophiles mais son expression membranaire est particulièrement élevée [17, 35].  

 Le basophile exprime également le CD40 ligand qui lors de son interaction avec le 

CD40 des cellules B permet la production des IgE spécifiques [39].  

 Des β-2 intégrines sont présentes sur le basophile (telles que le CD11b) dont 

l’expression augmente après pontage des IgE membranaires. Le CD11b est une adhésine 

ayant un rôle important dans la mobilisation des cellules et notamment leur migration vers le 

site inflammatoire [46].  

 Enfin, le basophile exprime les récepteurs CCR1, 2, 3, et 4 qui sont des chimokines. 

CCR1 et CCR2 sont des récepteurs pour le MIP-1α (Macrophage Inflammatory Protein 1), 

RANTES (Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted) et le MCP-1 

(Monocyte Chemotactic Protein 1). Quant au récepteur CCR3, il reconnait exclusivement 

l’éotaxine [47]. L’ensemble de ces molécules se fixant sur les récepteurs CCR est appelé les 

CC chimokines et sont impliquées dans l’activité chimiotactique du basophile, sa 

dégranulation et la libération d’histamine [39, 47]. Le basophile exprime également le 

CD203c et représente la seule cellule circulante exprimant ce marqueur. Contrairement au 

CD63, non exprimé sur le basophile au repos et fortement exprimé sur le basophile activé, le 

CD203c n’est que surexprimé lors de l’activation du basophile [45]. Le CD203c, initialement 

détecté dans l’utérus, la prostate et certains carcinomes du colon, a été mis en évidence à la 

surface des basophiles et des mastocytes [21]. Sa rôle dans le fonctionnement du basophile et 

de l’allergie est inconnu. En revanche, l’activation des basophiles, en particulier par un 

allergène, induit une surexpression rapide du CD203c. 

 Les récepteurs pour les IgG sont aussi présents sur le basophile et pourraient avoir un 

rôle immunomodulateur au cours de l’immunothérapie spécifique [21]. Les récepteurs pour 

les IgA n’ont pas été décrits sur le basophile humain. 
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 2. L’éosinophile 

 

 Différenciation cellulaire et aspects morphologiques 

 

 De même que pour le basophile, l’éosinophile a été découvert il y a plus de 100 ans 

par Paul Ehrlich. L’éosinophile est une cellule de 12 à 17 µm de diamètre rare dans le sang (1 

à 3%) et qui se localise essentiellement dans les tissus (figures 3 et 4) [48, 49]. Ses fonctions 

sont multiples. La différenciation des éosinophiles s’effectue à partir d’un progéniteur de la 

moelle osseuse portant à sa surface le récepteur CD34+ [50]. Cette différenciation a lieu sous 

l’effet de l’IL-3, le GM-CSF et surtout l’interleukine 5 (IL-5). 

 

 

 

Figure 3 Eosinophile en coloration de May-Grünwald-Giemsa [48] 

 

 

Figure 4 Eosinophile en microscopie électronique [48] 

 

 Les principales molécules produites 

 

 L’éosinophile peut produire de nombreux médiateurs intracellulaires. On constate 

ainsi la production de radicaux libres, de cytokines, de chimokines, de facteurs de croissance 

et de protéines contenues dans les granules. Parmi les cytokines pro-inflammatoires l’IL-2, 
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l’IL-4, l’IL-6 et le TNFα sont préformés par l’éosinophile et stockés dans les granules. Les 

protéines contenues dans les granules ont toutes des fonctions cytotoxiques. Les principales 

sont le MBP (Major Basic Protein), l’ECP (Eosinophil Cationic Protein), l’EDN (Eosinophil 

Derived Neurotoxin) et l’EPO (Eosinophil Peroxydase) [42, 48].  

 

 Les principaux récepteurs de surface 

 

 De nombreuses molécules de surface sont exprimées par l’éosinophile. On note des 

molécules d’adhésion telles que des sélectines (L-sélectines) et des intégrines. Parmi les 

intégrines, on retrouve le CD11b ayant pour ligand ICAM-1 (Intra-Cellular Molecular 

Adhesion I) [48].  

 L’éosinophile possède des récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines A, E 

et G. L’IgE permet la dégranulation des éosinophiles grâce à sa fixation sur le récepteur 

FcεR1. Cette interaction explique le rôle de l’éosinophile dans les réactions allergiques. Afin 

d’interagir avec l’environnement extracellulaire, l’éosinophile possède de nombreux 

récepteurs de cytokines (telles que IL-3, IL-5 et GM-CSF) [48].  

 Le recrutement de l’éosinophile sur le site inflammatoire se fait par l’intermédiaire de 

cytokines mais surtout par les chimokines. Par conséquent, l’éosinophile possède des 

récepteurs pour ces chimokines tels que CCR3 interagissant avec l’éotaxine et RANTES qu’il 

produit également [47]. 

  Ainsi à travers tous ces récepteurs et toutes ces molécules formées, les principales 

fonctions de l’éosinophile sont multiples : cytotoxiques, pro-inflammatoires et 

immunomodulatrices.  

 

 

 3. Le neutrophile  

 

 Différenciation cellulaire et aspects morphologiques 

 

 Le polynucléaire neutrophile est la première barrière de défense contre les agents 

pathogènes mais permet également la régulation de la réponse immunitaire par la production 

de nombreux médiateurs (GM-CSF, IL-5) [51, 52]. La formation des neutrophiles représente 

la moitié de l’activité de la moelle osseuse. Cependant, compte tenu de leur demi-vie courte, 



  Généralités 

15 
 

peu de neutrophiles sont dans le sang circulant [53]. Tout comme le basophile et 

l’éosinophile, ils dérivent d’une cellule souche hématopoïétique. La taille d’un neutrophile est 

d’environ 12 à 14 µm de diamètre avec un noyau multilobé (figures 5 et 6) [53]. 

  

 

Figure 5 Neutrophile en coloration de May-Grünwald-Giemsa [53] 

 

 

Figure 6 Neutrophile en microscopie électronique [53] 

 

 Les principales molécules produites 

 

 La particularité de cette cellule est d’être compartimentée : chaque compartiment 

possède un marqueur spécifique. Les granulations azurophiles sont caractérisées par la 

myélopéroxydase (MPO), les granulations spécifiques par la lactoferrine et le CD11b et les 

vésicules sécrétoires par le CD35 [51].  

 Comme les autres leucocytes déjà décrits, il se produit une libération du contenu des 

granules dans le milieu extracellulaire et la fusion de certaines molécules avec la membrane 

lors de son activation.  
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 Les principaux récepteurs de surface 

 

 Une des fonctions majeures de cette cellule est la migration vers le site inflammatoire. 

Des molécules d’adhésion telles que les L-sélectines sont présentes à la surface des 

neutrophiles et permettent leur migration. Une fois au contact du site inflammatoire les 

neutrophiles ont un pouvoir important de phagocytose [51].  

 Le neutrophile possède également le récepteur FcεR1 permettant son implication dans 

les mécanismes allergiques IgE-médiés [51].  

 

 4.  Le récepteur de haute affinité des IgE : FcεR1  

 

 Toutes ces cellules ont en commun un récepteur : le récepteur FcεR1 (figure 7) [16, 

17, 41, 54]. C’est le récepteur de haute affinité pour les IgE permettant l’agrégation de 

l’antigène sur la surface membranaire  et l’activation cellulaire par la production de nombreux 

médiateurs [35].  

 

Figure 7 Récepteur de haute affinité pour l’IgE [35] 

 

 Ces récepteurs sont des molécules multimériques composées de 4 sous-unités et 

appartenant à la famille des immunorécepteurs. La sous-unité α permet la liaison avec l’IgE 

tandis que la sous-unité β et les deux sous-unités γ participent à la transduction du signal. 

Cette transduction s’effectue par les motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 
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Activation Motif). Lors de la présence de l’allergène, pour activer les récepteurs, celui-ci doit 

ponter au moins deux récepteurs (figure 8) [35].  

 

Figure 8 Agrégation des récepteurs IgE par l'allergène [35] 

  

 La densité des récepteurs IgE n’est pas la même sur tous les types cellulaires. Ainsi les 

basophiles ont une densité plus importante de récepteurs FcεR1 (300 à 500 000/cellule) [55] 

que les éosinophiles ou les neutrophiles.  

 

 5. Le récepteur CD11b 

 

 Le CD11b est une adhésine présente à la surface des éosinophiles, des neutrophiles 

mais également des basophiles. Pour les éosinophiles et les neutrophiles, sa fonction 

principale sert à la migration des cellules vers le site inflammatoire [56]. C’est en partie par 

cette adhésine que l’on comprend la présence des neutrophiles et des éosinophiles dans les 

tissus où siège une réaction inflammatoire [57]. En effet, le CD11b permet la migration de ces 

cellules par diapédèse et le recrutement, sur le site de la réaction inflammatoire, de cellules 

susceptibles de rétablir l’homéostasie locale. Cependant, ces cellules ont également un rôle 

pro-inflammatoire tels que les neutrophiles, les éosinophiles et même les  basophiles dont la 

présence est, pour les réactions IgE dépendantes, un critère de sévérité.  

 

 L’ensemble de ces propriétés cellulaires permet de définir les marqueurs de sélection 

et d’activation nécessaires à la mise au point des protocoles de cytométrie en flux. 
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 C. La cytométrie en flux (CMF) 
 

 La CMF a connu un développement important depuis des années 1970 avec les 

chercheurs de Los Alamos et de Stanford [58]. Depuis les premiers essais, cette technique 

s’est améliorée avec, entre autres, le développement permanent des fluorochromes. Elle 

permet l’analyse quantitative et qualitative de plusieurs paramètres sur des cellules en milieu 

liquide [21]. En allergologie, la cytométrie en flux permet l’analyse de l’activation in vitro des 

polynucléaires en présence de l’allergène sensibilisant. L’étude de l’activation cellulaire en 

CMF se fait en cinq étapes [23, 45, 59-62].  

 Dans un premier temps, les cellules sont amenées au centre d’une buse par un système 

fluidique. Ensuite, elles passent les une derrière les autres afin d’être excitées par un ou 

plusieurs faisceaux lumineux monochromatiques. De façon systématique les cytomètres ont 

un laser émettant à la longueur d’onde de 488 nm. Parfois, les cytomètres les plus complexes 

disposent de deux ou trois lasers. Dans le cadre de notre étude, le cytomètre utilisé a deux 

lasers : un à 488 nm (bleu) et un à 633 nm (rouge). Cela permet d’étendre la plage des 

longueurs d’onde mesurées par le cytomètre (figure 9) [63].  

 

 

 

Figure 9 Longueurs d'onde [63] 

 

 Les cellules diffractent le rayon laser en le traversant. La lumière émise dans 

différentes directions permet d’analyser les cellules. La lumière diffractée dans l’axe du rayon 

laser permet une analyse de la taille de la cellule (FS = Forward Scatter) ; celle diffractée à 

90° permet l’image de la structure des cellules (SS= Side Scatter). Puis, la lumière diffractée à 

90° est analysée à l’aide de miroirs dichroïques ou filtres qui absorbent ou transmettent 

certaines longueurs d’onde. Ensuite, celles qui sont absorbées sont transmises vers un 

photomultiplicateur (PMT) pour la transformation du signal. Enfin, les données sont analysées 

par un ordinateur. Le fonctionnement du cytomètre est rapporté sur la figure 10. 
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Figure 10 Fonctionnement d’un cytomètre en flux [63] 

  

 L’étude des marqueurs de ces cellules triées se fait par fluorescence avec deux 

méthodes. La méthode directe consiste à utiliser un anticorps spécifique de la cible choisie 

directement marqué  par un fluorochrome et à mesurer sa fluorescence après incubation avec 

la suspension cellulaire à étudier [23, 59]. La méthode indirecte consiste en l’utilisation d’un 

anticorps secondaire marqué reconnaissant l’anticorps primaire spécifique de la cible choisie.   

 Les fluorochromes sont des molécules capables d’absorber l’énergie lumineuse et 

d’émettre des photons de fluorescence d’énergie plus basse (une longueur d’onde plus 

grande). Chaque fluorochrome dispose d’une longueur d’onde d’émission et d’une longueur 

d’onde d’excitation. Un fluorochrome est détecté par un canal unique de fluorescence (soit 

une seule couleur). Les miroirs dichroïques permettent cette spécificité de détection. 

Cependant, l’utilisation de plusieurs fluorochromes multiplie les longueurs d’onde d’émission 

et le risque de chevauchement de celles-ci. Les fluorochromes les plus utilisés sont la 

fluoresceine (FITC, émission verte), la phycoérythrine (PE, émission orange), les cyanines 

(Cy3, Cy5, Cy7, émission rouge) et les alexas (figure 11) [23]. Par conséquent, il existe un 

système électronique intégré au cytomètre permettant de soustraire la superposition de deux 

signaux de fluorescence. Cela permet la correction des chevauchements des spectres 

d’émissions des divers fluorochromes. L’utilisation de deux lasers permet également de 

limiter les phénomènes de chevauchement.  
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Figure 11 Longueurs d'onde d'excitation et d'émission des fluorochromes [63] 

   

 Par la suite, la totalité de la lumière diffusée ou mise en évidence par fluorescence doit 

être transformée en un signal électrique afin d’être mesurée. Ce signal est obtenu par des 

photomultiplicateurs puis converti en une valeur digitale enregistrable sur un ordinateur. Ces 

valeurs sont présentées sous deux formes graphiques : les histogrammes monoparamétriques 

où l’axe des abscisses représente l’intensité de fluorescence du signal et l’axe des ordonnées 

le nombre de cellules ; et les histogrammes bi paramètriques encore appelés cytogrammes 

(dot-plot) représentants deux signaux de façon simultanée. 
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III. MATERIEL ET METHODE  
 

 Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique sur une période de 1 an à 

l’Hôpital de la Mère et de l’Enfant de Limoges (du 1/06/2010 au 5/07/2011). La population 

d’étude était composée d’enfants qui présentaient des signes cliniques d’allergie alimentaire 

IgE-médiées. Seuls les allergènes considérés comme les plus fréquents dans notre population 

ont été retenus : arachide, lait, œuf, noisette et crevette. Lors du bilan d’allergie alimentaire, 

les enfants avaient une CMF. L’ensemble des CMF réalisées en pédiatrie dans le cadre du 

bilan d’allergie alimentaire a été analysé.  

 Afin d’étudier la réponse cellulaire immédiate dans l’allergie alimentaire, les trois 

types de polynucléaires ont été testés pour un même allergène alimentaire (PAT test : 

Polynuclear Activation Test). Pour cela, les allergènes utilisés provenaient d’extraits 

commerciaux (Stallergènes®). Ces échantillons ont ensuite été analysés par cytométrie en 

flux. Pour étudier chaque type cellulaire, il était nécessaire de disposer de marqueurs 

d’activation et de marqueurs de sélection. 

 La sélection des basophiles et des éosinophiles a été faite avec le marqueur CCR3. En 

effet, le CCR3 est majoritairement exprimé, dans le sang humain, par les éosinophiles et les 

basophiles, mais est exprimé également à plus faible densité, par les lymphocytes Th1 et Th2 

[64]. Ainsi par cytométrie en flux, grâce à l’analyse de la structure de la cellule et à la 

présence ou non du marqueur CCR3, nous avons pu séparer les trois populations.  

 Pour l’activation des cellules plusieurs marqueurs ont été utilisés.   

 Trois marqueurs principaux exprimés à la surface des basophiles ont été testés : le 

CD63, le CD11b et l’anti-IgE. Pour cette étude, l’activation du basophile a été mesurée par 

l’expression membranaire du CD63 et/ou du CD11b, l’IgE étant utilisée comme marqueur de 

sélection. Le CD11b est présent sur les basophiles mais n’a jamais été étudié en tant que 

marqueur d’activation. Dans cette étude, le CD11b a été retenu également comme marqueur 

d’activation des basophiles. L’activation des basophiles a été testée par deux marqueurs : le 

CD63, marqueur reconnu dans la littérature, et le CD11b. 

 Pour les neutrophiles et les éosinophiles, le marqueur d’activation était le CD11b, 

présent à faible densité sur les cellules au repos. Cette expression augmente lors de 

l’activation de la cellule.  
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 Le protocole utilisé comprenait les étapes techniques suivantes :  

 

 Première étape : Préparation des dilutions des allergènes et des témoins positifs et 

négatifs. Pour chaque patient la procédure comprenait deux tubes témoins négatifs, deux tubes 

témoins positifs et trois tubes par allergène. Les témoins négatifs étaient constitués avec du 

tampon seul (RPMI). Les témoins positifs étaient le fMLP (formyl-Met-Leu-Phe) et l’anti-

IgE. Le fMLP correspond à un peptide bactérien capable d’activer tout type cellulaire et est  

non spécifique d’une réaction IgE dépendante. L’anti-IgE permettait de tester la réactivité de 

la cellule induite par l’agrégation des récepteurs IgE, fonction du nombre d’IgE fixées sur 

leurs récepteurs membranaires. Le fMLP était dilué au 1/50
ème

 (10
-7

M/l) et l’anti-IgE au 

1/500
ème 

(0,1 µg/ml) dans du RPMI. Trois dilutions successives ont été testées pour chaque 

allergène dans le RPMI : 1/500 (C1), 1/2500 (C2) et 1/12500 (C3). Les allergènes utilisés 

étaient des antigènes standardisés du laboratoire Stallergènes® également utilisés pour les 

prick-tests. Tout au long de l’étude, les allergènes ont été les mêmes et les allergènes natifs 

n’ont jamais été utilisés.  

 

 Deuxième étape : Une fois toutes les dilutions terminées, les tubes ont été préparés 

pour la stimulation des polynucléaires. Chaque tube recevait 50µl de RPMI. Dans les tubes 

témoins correspondants, 25µl de témoin étaient ajoutés. Dans les tubes allergènes, 25µl de la 

dilution étaient introduits. Puis, tous les tubes ont reçu 25µl de sang. Le sang total était 

prélevé sur un tube EDTA (conservé à +4°C) et les analyses étaient réalisées dans les 48h 

après le prélèvement.  

 

 Troisième étape : Addition des anticorps marqués à la dilution du 1/40
ème

. Les deux 

premiers anticorps ajoutés étaient dirigés contre le CCR3 et le CD63. Ces anticorps étaient les 

suivants : anti-CD63-PE (Beckman Coulter®) et anti-CCR3 Alexa 647 (Biolegend®).  

 

 Quatrième étape : Incubation des tubes pendant 30 minutes à 37° au bain marie. Pour 

arrêter les réactions cellulaires, 50µl de solution EDTA étaient ajoutés. Puis, les deux autres 

anticorps marqués étaient versés, également dilués au 1/40
ème

. Il s’agissait d’anticorps dirigés 

contre le CD11b et les IgE : anti-CD11b PC7 (BD Pharmingen®) et anti-IgE FITC 

(Interchim®). L’anti-IgE FITC n’avait pas le même rôle que l’anti-IgE du témoin positif. 

L’anti-IgE FITC était ajouté à la fin du protocole, à concentration saturante et après addition 

d’EDTA qui inhibait la réaction d’activation (celle-ci étant essentiellement calcium 
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dépendante). L’anti-IgE, utilisé comme témoin positif, était ajouté au milieu d’incubation en 

parallèle aux allergènes en présence de calcium, à 37°C et à faible concentration (0.2µg/ml). 

Dans ces conditions il n’y avait pas d’interférence entre les deux anti-IgE, le premier étant un 

anticorps de marquage et le second un anticorps activateur. 

 

 Cinquième étape : Incubation des tubes 15 minutes à température ambiante à l’abri de 

la lumière. Enfin, afin d’éliminer les hématies interférant avec la lecture, un tampon de lyse 

était utilisé (10 min) et les cellules restantes étaient centrifugées 5 minutes à 1800 tours/min. 

Une fois le surnageant retiré, il ne restait que les leucocytes activés ou non.  Afin de les mettre 

en suspension dans le tube pour pouvoir les étudier, 300 µl de PBS étaient ajoutés.  

 

 Sixième étape : Analyse cytométrique. Le cytomètre est associé à un ordinateur 

permettant d’étudier et de retraiter les résultats. Celui utilisé pour notre étude était le BD 

FACS Canto II (figure 12) qui possédait deux lasers (488 et 633 nm). Pour chaque patient les 

résultats étaient relus par une seule personne pour s’assurer d’une analyse uniforme des 

données. Ensuite, les résultats étaient extraits vers un fichier Excel.  

 

 

  

Figure 12 Cytomètre BD FACS Canto II 
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 Plusieurs données ont été étudiées pour analyser l’activation cellulaire. Les résultats 

étaient exprimés sous différentes formes : histogrammes (figure 13) et cytogrammes ou dot-

plot (figure 14). A partir de ces deux types de graphiques, les données pouvaient être 

converties en données numériques pour être comparées entre elles.  

 

 

Figure 13 Histogramme 

 

 

Figure 14 Cytogramme 
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 Pour chaque tube dix graphiques étaient obtenus permettant l’analyse de plusieurs 

données (annexe 2).  

 Tout d’abord, un dot-plot permettait de trier les cellules en fonction de leur structure 

(SSC-A) et de leur taille (FSC-A) : monocytes, basophiles, neutrophiles et éosinophiles 

(figure 15). Le dot-plot taille/structure initial ne fait apparaitre que les polynucléaires 

neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes. Les basophiles (en bleu) et les éosinophiles 

(en orange) sont surajoutés après tri par des anticorps spécifiques. 

 

 

Figure 15 Tri des cellules selon leur taille (FSC-A) et leur structure (SSC-A) 

  

 Un autre dot-plot séparait les différents types cellulaires en fonction de leur structure 

(SSC-A) et de la présence ou non du marqueur CCR3 (anti-CCR3 Alexa 647-A) (figure 16). 

A partir de ce graphique les populations que l’on pouvait étudier plus spécifiquement étaient 

sélectionnées par des fenêtres (« gate ») et analysées par d’autres graphiques.  

 

 

Figure 16 Tri des cellules par leur structure (SSC-A) et le marqueur CCR3 

  

 

Basophiles 

Neutrophiles 

Eosinophiles 

Monocytes 
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  A partir de la fenêtre basophiles (« basos »), grâce à la structure des cellules et à 

l’anti-IgE FITC, les basophiles avec récepteur IgE étaient isolés dans une fenêtre « basos 

IgE+ » (figure 17).  

 

Figure 17 Tri des basophiles avec le récepteur IgE et la structure (SSC-A) 

 

 Grâce à ce dot plot deux histogrammes étaient obtenus : l’un pour l’étude du CD63 

(« basos activés ») et l’autre pour l’étude du CD11b à la surface des basophiles (« basos 

CD11b+ ») (figures 18 et 19). 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figure 19 Etude des basophiles par le marqueur CD11b 

 

Figure 18 Etude des basophiles par le marqueur CD63 
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 A partir de la fenêtre des neutrophiles, un histogramme était obtenu et permettait 

l’analyse du CD11b à la surface des neutrophiles (« neutros activés ») (figure 20).   

 

Figure 20 Etude des neutrophiles par le marqueur CD11b 

 Enfin, la fenêtre « baso+éosino » permettait d’obtenir un autre dot plot en séparant 

l’ensemble des basophiles et des éosinophiles à l’aide de l’anti-IgE FITC (figure 21). Les 

basophiles étaient alors rassemblés dans une fenêtre appelée « baso+éosino IgE+ ». Cette 

fenêtre permettait l’étude des marqueurs CD63 et CD11b sur l’ensemble des basophiles 

(figures 22 et 23). En effet, la fenêtre « baso+éosino » permettait d’étudier des basophiles 

ayant une structure proche de celle des éosinophiles avec une densité d’IgE membranaire très 

supérieure à celle des autres leucocytes. Dans une étude antérieure (Sainte-Laudy, données 

personnelles non publiées), il avait été montré que les cellules ayant une structure proche des 

éosinophiles étaient bien des basophiles activés par marquage anti-CD203c et anti-CD63. La 

fenêtre « baso+éosino IgE+ » était l’association de deux fenêtres qui contenaient des 

basophiles : « baso+éosino » et « baso P1 ».  

 

 

Figure 21 Tri des basophiles et des éosinophiles selon leur structure et le récepteur IgE 

Baso+Eosino  = 

Basophiles 

Baso P1 

Eosinophiles 

Baso+Eosino 

IgE+ 
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Figure 22 Activation des basophiles en CD11b 

  

 

Figure 23 Activation des basophiles en CD63 

 

 Enfin, l’activation des éosinophiles en CD11b était analysée sur un autre histogramme 

(« éosino activés ») (figure 24). 

 

Figure 24 Etude des éosinophiles par le marqueur CD11b 
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 Les histogrammes obtenus pour les tubes témoins négatifs permettaient de définir les 

seuils de positivité d’un test. Ainsi, les tubes analysés après les témoins négatifs (témoins 

positifs et allergènes) avaient une valeur de positivité de référence. Deux situations étaient 

possibles : soit le marqueur étudié était déjà présent à la surface de la cellule, comme le 

CD11b, soit le marqueur n’était présent que lorsque la cellule était activée, comme le CD63. 

Dans le cas où le marqueur était exprimé à la surface de la cellule, les histogrammes ne 

présentaient qu’un seul pic d’activation. En effet, sur le témoin négatif un pic était présent 

pour le marqueur CD11b au repos et celui-ci se déplaçait vers la droite lorsque la cellule était 

activée. Dans le cas où le marqueur ne s’exprimait que lors de l’activation de la cellule, les 

histogrammes avaient deux pics d’activation. Un premier qui traduisait l’absence d’activation 

de la cellule au repos et un deuxième à droite du premier lorsque la cellule était activée 

(annexe 2).  

 Cependant, cette analyse était une première analyse graphique pouvant être faite de 

manière rapide mais il fallait ensuite étudier les données numériques pour chaque tube. 

Chaque histogramme permettait d’obtenir un pourcentage de cellules activées pour le 

paramètre étudié. Ainsi, les résultats étaient exprimés en pourcentage d’expression 

membranaire des marqueurs CD63 et CD11b. 

 

 L’ensemble de ces données numériques permettait d’étudier le mode d’activation 

cellulaire. Cependant, pour être validé un test devait remplir plusieurs critères. Tout d’abord, 

le nombre de polynucléaires basophiles comptés par le cytomètre devait, pour des raisons 

statistiques, être supérieur ou égal à 300.  

 Ensuite, les témoins devaient remplir certaines conditions. Pour les trois types 

cellulaires, les témoins négatifs devaient être inférieurs à 15% pour que le test soit considéré 

comme valide. Une activation spontanée supérieure à 15% en CD63 pouvait interférer avec 

l’analyse statistique de l’activation spécifique allergénique. Pour le CD63, et pour le 

basophile, les critères de positivité sont bien établis dans la littérature. Un test était positif si le 

résultat d’une dilution pour un allergène était supérieur de 5% par rapport à la moyenne des 

témoins négatifs et si le résultat de la dilution divisé par la moyenne des témoins négatifs était 

supérieur à deux. Si le résultat de la dilution était inférieur à 5% alors il était considéré 

comme négatif. Les mêmes critères ont été pris pour l’activation des basophiles par le 

marqueur CD11b.  
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 Pour les éosinophiles et les neutrophiles, le cut-off calculé à partir de séries de témoins 

négatifs, a été établi, pour des raisons statistiques et du fait du nombre beaucoup plus élevé de 

cellules comptées,  à 2% au dessus de la moyenne des témoins négatifs.  

 Enfin, en cas de négativité vis-à-vis d’un allergène donné, le test était considéré 

comme ininterprétable si le témoin positif en anti-IgE et/ou fMLP était inférieur à 5% au-

dessus de la moyenne des témoins négatifs. De plus, un témoin positif compris entre 5 et 15% 

au dessus de la moyenne des témoins négatifs était en faveur de basophiles mauvais 

répondeurs et, dans ce cas, la réponse induite par l’allergène pouvait être sous estimée. En 

revanche, le test était considéré comme interprétable, quelle que soit la valeur des témoins 

positifs en cas de réactivité significative des basophiles testés vis-à-vis de l’allergène 

spécifique. 

 Parmi tous les prélèvements analysés, seules les cytométries en flux positives étaient 

retenues pour la corrélation clinique ultérieure. Cela correspondait à celles qui avaient au 

moins une valeur au dessus du seuil pour une dilution d’allergène et pour un type cellulaire. 

Les CMF considérées comme « vraies positives » étaient celles qui avaient au moins deux 

dilutions successives pour un même allergène supérieures au seuil.  

 

 L’activation des basophiles a été analysée par l’immuno-modulation des marqueurs 

CD63 et CD11b et l’activation des neutrophiles et des éosinophiles par l’immuno-modulation 

du marqueur CD11b. Ensuite, ces données immunologiques ont été corrélées aux données 

cliniques. Pour toutes les CMF positives, les dossiers cliniques des enfants ont été relus. Pour 

l’allergène testé, on notait les manifestations cliniques qu’avait présentées l’enfant 

initialement. Les patients ont été différenciés en fonction de leurs symptômes : asthme, 

eczéma, œdème laryngé, choc anaphylactique, urticaire, rhinoconjonctivite, syndrome oral et 

troubles digestifs. 

IV. STATISTIQUES 
 

 Une analyse descriptive des données recueillies  a été réalisée. 

 Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous forme de moyenne et 

écart-type, médiane et extrêmes, et ceux des variables qualitatives exprimés en pourcentages. 

Les comparaisons de pourcentage ont été réalisées à l’aide du test du Chi2 de Pearson ou du 

test exact de Fisher pour les petits effectifs.  

 Le seuil de significativité retenu pour l’ensemble des analyses est de 5%. 
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V. RESULTATS  
 

 Du 1/06/2010 au 5/07/2011, 79 enfants ont été inclus dans cette étude : 46 garçons et 

33 filles. La médiane d’âge était de 6 ans.  

 Un total de 23 enfants était testé pour plusieurs allergènes. Le nombre d’enfant et le 

nombre de cytométries étaient par conséquent différents. Pendant cette période et pour les 

allergènes étudiés, 113 cytométries (79 patients) ont été réalisées. Parmi ces 79 patients, 55 

avaient un test positif pour au moins allergène et pour au moins un type cellulaire soit 77 

cytométries en flux positives.  

 Au total, 16 enfants (29%) présentaient une polyallergie. Plus de la moitié était 

représentée par l’arachide et la noisette (5 enfants) et le lait et l’œuf (5 autres enfants).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 
 Répartition des cytométries en flux 

113 CMF 

(79 enfants) 

39 pour 

l’arachide 

5 pour la 

crevette 

23 pour l’œuf 

22 pour la 

noisette 

24 pour le lait 

31 positives 

5 ininterprétables 

3 négatives 

1 négative 

4 positives 

2 ininterprétables 

8 négatives 

 13 positives 

4 ininterprétables 

5 négatives 

13 positives 

3 ininterprétables 

5 négatives 

16 positives 



  Résultats 

32 
 

 L’analyse des résultats a été faite dans un premier temps en combinant tous les 

allergènes puis allergène par allergène. Les données ont été étudiées sur le plan 

immunologique et sur le plan clinique. 

 A. Tous allergènes confondus 
 

 Parmi les 77 cytométries positives, 73 étaient positives par activation des basophiles 

quelle que soit l’activation des éosinophiles et/ou des neutrophiles (52 enfants). Cette 

activation cellulaire était majoritairement représentée par une expression du marqueur CD63 

(69 cytométries, 50 enfants). 

 Lorsque la cytométrie était positive par activation des basophiles par le marqueur 

CD11b (40 cytométries, 33 enfants), la réponse était, de même, majoritairement positive par 

activation des éosinophiles et/ou des neutrophiles (p=0,0036). En effet, sur ces 40 

cytométries, 27 étaient positives par activation des neutrophiles et/ou des éosinophiles (21 

enfants, 63,6%) et 13 cytométries n’étaient positives que par activation des basophiles (12 

enfants, 36,4%). Parmi ces 12 enfants, 7 avaient une allergie à l’arachide. La moitié d’entre 

eux avait comme signe clinique d’allergie une urticaire. Concernant les enfants avec une 

activation du marqueur CD11b, 10 avaient un eczéma. Ces résultats sont dans le tableau 1. 

Tableau 1 Tests positifs par activation des trois types cellulaires pour tous les allergènes 

Activation des basophiles 
% (nb CMF)  

94,8% 
(73/77) 

Activation par le CD63 94,5% (69/73) 

Activation par le CD11b 54,8% (40/73) 

Activation par le CD63 et CD11b 49,3% (36/73) 

Activation exclusive par le CD63 45,2% (33/73) 

Activation exclusive par le CD11b 5,5% (4/73) 

Activation exclusive des 
basophiles % (nb CMF) 

48% (37/77) 

Activation par le CD63 67,6% (25/37) 

Activation par le CD11b 5,4% (2/37) 

Activation par le CD63+CD11b 27% (10/37) 

Activation des trois types 
cellulaires % (nb CMF) 

24,7% (19/77) 

Activation exclusive des 
neutrophiles % (nb CMF) 

2,6% (2/77) 

Activation exclusive des 
éosinophiles % (nb CMF) 

2,6% (2/77) 

Activation des 
neutrophiles  

 % (nb CMF) 

39% (30/77) 

Activation des éosinophiles   
 % (nb CMF) 

36,4% (28/77) 
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 D’un point de vue clinique, les manifestations prépondérantes étaient l’urticaire et 

l’eczéma (tableau 2). Parmi les 10 enfants avec des manifestations digestives, 5 présentaient 

également de l’urticaire. Trois enfants avaient un syndrome oral sans autre signes cliniques.  

Tableau 2 Répartition des signes cliniques 

 

 

 Concernant l’urticaire, 18 enfants (22 cytométries) n’avaient pas d’autres signes 

cliniques. Pour l’eczéma, 11 enfants (17 cytométries) n’avaient pas d’autres manifestations. 

Pour ces deux présentations cliniques, leur type d’activation en cytométrie en flux était 

différent. L’activation cellulaire dans le cas de l’urticaire impliquait essentiellement le 

basophile par le marqueur CD63 (8 cytométries) tandis que dans l’eczéma les trois types 

cellulaires étaient activés par le CD11b (8 cytométries) (figures 25 et 26). La comparaison de 

l’expression de ces deux marqueurs dans l’urticaire et l’eczéma n’était pas significativement 

différente. 

 

Figure 25 Activation cellulaire chez les enfants avec une urticaire 
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Figure 26 Activation cellulaire chez les enfants avec un eczéma 

  

 Lorsque l’activation impliquait les trois types cellulaires (19 cytométries, 13 enfants), 

la réponse des basophiles était en CD63 et en CD11b dans 85% des cas (16 cytométries sur 

19, 11 enfants) (tableau 1). Parmi les 13 enfants avec une activation des trois types cellulaires, 

5 présentaient un eczéma seul ou associé à d’autres signes cliniques.   

 Cependant, pour 4 enfants (4 cytométries) l’activation des basophiles ne s’exprimait 

que par le marqueur CD11b quelle que soit l’activation des éosinophiles ou des neutrophiles 

(tableau 1). Pour 3 enfants cette activation était pour le lait et dans 1 cas la réponse était pour 

l’arachide. Il n’existait pas de spécificité clinique pour ces 4 enfants.  

Pour 2 enfants (2 cytométries) l’activation s’exprimait exclusivement par les 

basophiles en CD11b (tableau 1). Ces deux enfants n’étaient pas testés pour le même 

allergène (lait et arachide) et les signes cliniques étaient différents avec un enfant présentant 

une urticaire et l’autre un eczéma.  

La réponse exclusive par l’activation des éosinophiles concernait 2 autres enfants. Il en 

était de même pour la réponse par l’activation des neutrophiles (tableau 1). Ces enfants ne 

présentaient pas de signes cliniques spécifiques tant pour les neutrophiles que pour les 

éosinophiles. Ces activations n’étaient pas spécifiques d’un allergène alimentaire.  

  

 Parmi les basophiles de la « fenêtre P1 », les marqueurs CD63 et CD11b ont été 

étudiés pour 19 patients (28 cytométries). Il s’agissait d’étudier la proportion de basophiles 

n’ayant pas une structure proche des éosinophiles qui présentait le marqueur CD11b. Au total, 

Réponse baso 
CD11b+/- CD63 et 

éosino et/ou 
neutro 

47% 
Réponse baso 
CD63 exclusive 

35% 

Réponse baso 
CD63+CD11b 

12% 

Réponse baso 
CD11b 

6% 
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19 enfants ont été analysés pour ces deux marqueurs dans cette fenêtre pour plusieurs 

allergènes. Cette population d’enfants représentait 28 cytométries : 12 pour l’arachide, 7 pour 

le lait, 5 pour l’œuf et 4 pour la noisette. Sur ces 28 cytométries, 26 étaient positives par 

activation des basophiles en CD11b et parmi ces dernières, 23 présentaient le marqueur 

CD63. La réponse en CD11b était élevée. En effet, parmi les 26 cytométries positives pour le 

marqueur CD11b, les taux d’activation cellulaires étaient supérieurs à 30% au dessus de la 

moyenne des témoins négatifs pour 8 enfants ce qui témoigne d’une importante activation 

cellulaire. Les manifestations cliniques de ces 8 enfants étaient digestives dans un tiers des cas 

(3 enfants) et à type d’eczéma dans 3 cas également (3 enfants).  

 

 Les enfants qui présentaient une sensibilisation sans manifestation clinique à un 

allergène étaient au nombre de 7 : 4 pour l’arachide, 1 pour la noisette, 1 pour l’œuf et 1 pour 

la crevette. Parmi les 4 patients pour l’arachide, la sensibilisation a été retrouvée pour deux 

patients dans le cadre d’un bilan de toux. Pour les deux autres enfants, il s’agissait d’une 

sensibilisation mise en évidence dans le cadre d’un bilan d’allergie à l’œuf. Pour la 

sensibilisation à la crevette, elle a été recherchée dans le cadre d’un bilan d’eczéma. Pour la 

noisette, il s’agissait d’un enfant allergique à la pistache chez qui une allergie aux fruits à 

coque avait été recherchée. Enfin, pour la sensibilisation à l’œuf, elle a été retrouvée dans un 

bilan d’allergie au lait. D’un point de vue immunologique ces enfants n’avaient pas de 

stimulation prépondérante en basophiles, éosinophiles ou neutrophiles. 

 

 B. Allergène par allergène  
 

 Les aspects immunologiques et cliniques ont également été étudiés allergène par 

allergène. Les tests étaient considérés comme positifs par activation des polynucléaires si au 

moins une dilution était positive (tableau 3).  
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Tableau 3 Activation des trois types cellulaires par allergène (% (nombre de CMF)) 

  

Activation des 
basophiles ou 
éosinophiles 

ou 
neutrophiles 

Activation 
exclusive                      

des basophiles 

Activation des basophiles 
quelle que soit la réponse 

des neutrophiles et des 
éosinophiles 

Activation 
exclusive          

des 
éosinophiles 

Activation 
exclusive        

des 
neutrophiles 

Arachide 56,4% (31/55) 
51,6% (16/31)                                     

Réponse en CD11b                
6,2% (1/16)   

96,8% (30/31)                                    
Réponse en CD63+CD11b                    

56,7% (17/30) 
3,2% (1/31) 0% 

Crevette 7,3% (4/55) 
50% (2/4)                                           

Réponse en CD11b                 
aucune  

75% (3/4)               
Réponse en CD63+CD11b            

33,3% (1/3) 
25% (1/4) 25% (1/4) 

Lait 29% (16/55) 
37,5% (6/16)                                   

Réponse en CD11b                 
16,6% (1/6) 

93,7% (15/16)                      
Réponse en CD63+CD11b                  

40% (6/15) 
43,7% (7/16) 56,3% (9/16) 

Noisette 23,6% (13/55) 
46,1% (6/13)                                   

Réponse en CD11b                 
aucune 

92,3% (12/13)                      
Réponse en CD63+CD11b                

66,7% (8/12) 
38,5% (5/13) 46,1% (6/13) 

Œuf 23,6% (13/55) 
53,9% (7/13)                                   

Réponse en CD11b                  
aucune 

100% ( 13/13)                       
Réponse en CD63+CD11b                  

30,8% (4/13) 
23% (3/13) 30,8% (4/13) 

 

 L’arachide : parmi les 55 enfants, 31 avaient une cytométrie positive pour l’arachide. 

Un tiers des enfants présentait une urticaire. Au total, 12 de ces enfants étaient 

polyallergiques. L’enfant qui possédait une réponse exclusivement en CD11b 

présentait un eczéma. L’activation exclusive des éosinophiles et des neutrophiles pour 

cet allergène est très faible : 1 cas pour les éosinophiles et aucun pour les neutrophiles. 

 La crevette : 4 enfants ont présenté une cytométrie en flux positive à la crevette. 

Aucune manifestation clinique n’était prédominante dans ce groupe d’enfant.  

 Le lait : les cytométries étaient positives pour 16 enfants. L’urticaire était présente 

chez 10 enfants. 

 La noisette : 13 enfants avaient une réaction à la noisette. Aucune manifestation 

clinique n’était spécifique de cet allergène. Parmi ces enfants, 8 avaient une 

polyallergie.  
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 L’œuf : tout comme pour la noisette, 13 enfants avaient un test positif pour l’œuf. 

L’eczéma était la manifestation clinique pour 6 enfants. Dix de ces enfants avaient une 

polyallergie.  

 

 La proportion de tests « vrais positifs » (deux dilutions successives positives) a été 

analysée pour chaque type cellulaire (tableau 4). 

 Dans 68% des cas les tests étaient des « vrais positifs » pour les basophiles. Pour les 

éosinophiles cette réponse était de 59% et de 61% pour les neutrophiles.  

 
Tableau 4 Tests "vrais positifs" pour les trois types cellulaires et par allergène (% (nombre de CMF)) 

  
  

Basophiles Eosinophiles Neutrophiles 

Arachide 

Dilution 1 et 2 86,7% (26/30) 50% (6/12) 40% (4/10) 

Dilution 2 et 3 76,7% (23/30) 50% (6/12) 40% (4/10) 

Crevette 

Dilution 1 et 2 100% (3/3) 0% 100% (1/1) 

Dilution 2 et 3 33,3% (1/3) 100% (1/1) 100% (1/1) 

Lait 

Dilution 1 et 2 60% (9/15) 71% (5/7) 44,4% (4/9) 

Dilution 2 et 3 77,7% (7/9) 57% (4/7) 55,5% (5/9) 

Noisette 

Dilution 1 et 2 83,3% (10/12) 40% (2/5) 50% (3/6) 

Dilution 2 et 3 41,7% (5/12) 60% (3/5) 33,3% (2/6) 

Œuf 

Dilution 1 et 2 69,2% (9/13) 66,6% (2/3) 100% (4/4) 

Dilution 2 et 3 53,8% (7/13) 100% (3/3) 50% (2/4) 
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 C. Les témoins  
  

 Tous ces tests n’ont pu être interprétés que grâce à la validité de l’interprétation des 

témoins positifs et négatifs.  

 Concernant les témoins négatifs, seuls deux enfants (un pour l’arachide et un pour le 

lait) ont été exclus de l’étude car ils présentaient une activité spontanée de leurs témoins 

négatifs.  

 Concernant les témoins positifs, 83 cytométries ont pu être analysées pour chaque 

témoin positif sur les 79 patients. En effet, 4 enfants ont eu deux témoins positifs car deux 

allergènes différents ont été testés à deux moments distincts.  

 Sur l’ensemble des cytométries et pour tout type cellulaire (basophiles, éosinophiles et 

neutrophiles), l’activation par le fMLP était meilleure que par l’anti-IgE de façon significative 

(p=0,01).  

 Concernant l’activation des basophiles, elle était plus importante par l’anti-IgE 

(p=0,00039) que par le fMLP. Cette réponse par l’anti-IgE s’exprimait par l’intermédiaire du 

CD63 dans 96% des cas avec une réponse par le CD63 et le CD11b dans 47% des cas. Pour 

l’activation des basophiles par le fMLP, elle concernait le marqueur CD63 dans 93% des cas 

et les deux marqueurs dans 61%.  

 La réponse des éosinophiles (quelle que soit celle des basophiles et des neutrophiles) 

par l’anti-IgE et le fMLP n’était pas statistiquement différente (p=0,97).  

 Concernant l’activation des neutrophiles par le fMLP, elle est meilleure que celle par 

l’anti-IgE (p=1,33 10
-11

). 

 La réponse pour le témoin positif fMLP était statistiquement plus importante pour 

l’activation des neutrophiles que pour celle des éosinophiles (p=5.10
-11

). 

 L’ensemble de ces résultats est rapporté dans le tableau 5. 
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Tableau 5 Activation cellulaire pour les témoins positifs (% (nombre de CMF)) 

  anti-IGE fMLP 

Activation 
des 

basophiles 
ou 

éosinophiles 
ou 

neutrophiles 

67,5% (56/83) 85,5% (71/83) 

Activation 
des 

basophiles 

91,1% 
(51/56) 

Activation en 
CD63+CD11b 

Activation 
en CD63 

Activation 
en CD11b 62% 

(44/71) 

Activation en 
CD63+CD11b 

Activation 
en CD63 

Activation 
en CD11b 

47% (24/51) 
96% 

(49/51) 
51% 

(26/51) 
61,4% (27/44) 

93,2% 
(41/44) 

68,2% 
(30/44) 

Activation 
des 

éosinophiles 
34% (19/56)  35,2% (25/71) 

Activation 
des 

neutrophiles 
28,6% (16/56) 88,7% (63/71) 

 

 En plus de la réactivité des témoins, ce travail a permis d’observer si, lorsqu’une 

cytométrie était positive pour un allergène en un type cellulaire, le témoin anti-IgE de cette 

cytométrie l’était également (figure 27). Cette corrélation était prépondérante pour les 

basophiles. Il n’a pas pu être mis en évidence de manifestation clinique spécifique lorsqu’il 

n’existait pas de corrélation entre l’allergène et le témoin.  

 

Figure 27 Corrélation entre la réponse pour le témoin anti-IgE et celle pour l’allergène 
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 L’étude des témoins positifs pour l’anti-IgE et pour le fMLP a permis de définir le 

taux de non et de mauvais répondeurs pour les basophiles (tableau 6). Les basophiles étaient 

mauvais répondeurs pour l’anti-IgE dans 20% des cas pour les deux marqueurs (CD63 et 

CD11b). 

 

Tableau 6 Mauvais et non-répondeurs en témoins positifs (% (nombre de CMF)) 

  anti-IgE fMLP anti-IgE et fMLP 

Mauvais répondeur pour les 
basophiles CD63 

43,5% (30/69)  46,4% (32/69) 27,5% (19/69) 

Mauvais répondeur pour les 
basophiles CD11b 

50% (20/40) 42,5% (17/40) 40% (16/40) 

Non répondeur pour les 
basophiles CD63 

20,3% (14/69) 23,2% (16/69) 7,2% (5/69)  

Non répondeur pour les 
basophiles CD11b 

37,5% (15/40) 30% (12/40) 22,5% (9/40) 

 

 Enfin, les seuils de réponse pour les basophiles ont été choisis en fonction des seuils 

décrits dans la littérature. Pour ce qui est des seuils des tests positifs pour les éosinophiles et 

les neutrophiles ils n’étaient pas publiés dans la littérature. Ainsi, un test a été considéré 

comme positif, pour les éosinophiles ou les neutrophiles, si son résultat se situait à deux 

écarts-type au-dessus de la moyenne des témoins négatifs. Au cours de notre étude, ce seuil a 

été vérifié sur des résultats de tests négatifs. Pour les neutrophiles et les éosinophiles, le seuil 

de 2% correspondait à un résultat de 2 écarts-type au-dessus de la moyenne des témoins 

négatifs.  
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VI. DISCUSSION 
 

 A. La cytométrie en flux et la clinique 
 

 Selon les différentes présentations cliniques et selon l’allergène, il n’a pas été montré 

de profil d’activation cellulaire spécifique permettant de privilégier l’étude d’un polynucléaire 

par rapport à un autre. Cependant, quelques particularités immunologiques ont pu être mises 

en évidence. En effet, l’activation du basophile exclusivement en CD63 est essentiellement 

associée à des manifestations d’urticaire. En revanche, lorsque l’activation cellulaire implique 

les basophiles CD11b et les autres polynucléaires (éosinophiles et neutrophiles), les signes 

cliniques sont dans un tiers des cas de l’eczéma. Ce type de réponse immunitaire a été montré 

sur l’ensemble de notre échantillon mais n’a pas pu être mis en évidence pour un allergène 

compte tenu d’un faible nombre d’enfants. Ces résultats ne permettent pas de préciser de 

manière significative dans quelle situation clinique il prévaut d’étudier l’activation par le 

CD63 ou par le CD11b.  Des études sur de plus larges effectifs permettraient peut être de 

pouvoir mettre en évidence dans quelles conditions précises utiliser l’un ou l’autre de ces 

marqueurs.  

 Pour l’arachide, l’activation exclusive des éosinophiles et/ou des neutrophiles était 

moins importante que pour les autres allergènes. Dans notre étude, l’arachide semble activer 

de façon prédominante les basophiles. Cependant, ces résultats sont sur un petit échantillon et 

seraient à confirmer par d’autres études. 

 Dans la littérature, la CMF a une spécificité d’environ 95% et une sensibilité  

d’environ 80% [14, 65-68]. En combinant ce test à des tests de meilleure sensibilité (IgE 

spécifiques et prick-tests) [12] on obtiendrait une meilleure valeur prédictive du bilan 

allergologique. La cytométrie en flux, couplée à d’autres examens et à l’histoire clinique, 

permettrait de différencier les enfants allergiques et non allergiques [14]. De même, dans 

certaines situations, la cytométrie en flux pourrait dispenser de la réalisation d’un Test de 

Provocation Orale (TPO). En effet, le test de référence (TPO) n’est pas sans risque clinique et 

est également coûteux en temps et en moyen [31, 69]. La méthode d’activation in vitro serait 

alors une bonne alternative.  

 Ce test permettrait aussi de définir le meilleur moment pour réaliser un TPO en 

combinant le résultat avec ceux des prick-tests et des IgE spécifiques. En effet, par exemple, 
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l’allergie aux protéines de lait de vache s’estompe en grandissant [70]. Ainsi, une cytométrie 

en flux négative pour cet allergène couplée à une diminution du taux d’IgE spécifiques  

autoriserait la réalisation d’un test de réintroduction ne comportant plus de risque [71]. La 

cytométrie en flux aurait à la fois un rôle clinique en limitant les risques de la réalisation d’un 

TPO et économique en limitant le nombre de TPO.  

 Cependant, pour l’instant, la cytométrie en flux confirme ou non l’activation cellulaire 

en présence de l’allergène. Les résultats sont soit positifs soit négatifs mais ne permettent pas 

de définir des degrés de sévérité de l’allergie. Afin de savoir quand réaliser des TPO pour 

envisager une induction de tolérance, d’autres études seraient nécessaires pour graduer la 

réponse positive d’une cytométrie en flux.   

 

 B. Le test d’activation des basophiles 
 

 Dans notre population d’étude, avec des signes cliniques d’allergie alimentaire IgE-

médiée, l’activation des basophiles est fortement majoritaire. En effet, dans 95% des cas cette 

activation est présente avec l’expression du marqueur CD63. L’activation prépondérante des 

basophiles avec la présence du marqueur CD63 confirme les données de la littérature qui 

placent la cytométrie en flux désormais comme un examen fréquent dans le cadre du bilan 

d’allergie qu’elle soit alimentaire ou non [21, 72]. 

  

 Le test d’activation des basophiles, et a fortiori la cytométrie en flux, est plus 

spécifique que les IgE spécifiques [19]. En effet, les allergènes sont constitués d’une partie 

protéique et d’une partie sucrée appelée Cross reactive Carbohydrate Determinants (CCD). 

De façon générale, il est établi qu’une allergie alimentaire IgE dépendante se traduit par une 

réaction clinique en rapport avec l’interaction de la partie protéique de l’allergène et le 

récepteur IgE spécifique. Parfois, c’est la partie sucrée d’un allergène qui se fixe sur une IgE 

non spécifique de cet allergène. Le résultat positif en IgE correspond à un faux positif. Il ne 

s’agit alors donc pas d’une allergie. Le test d’activation des basophiles permettrait de 

s’affranchir de ces erreurs en prenant en compte la conformation tridimensionnelle de 

l’allergène [73].  

  

 Contrairement à d’autres études, le marqueur CD203c n’a pas été utilisé dans ce 

travail pour l’activation des basophiles [74]. En effet, ce marqueur est exprimé sur la 
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membrane des basophiles au repos et son signal augmente lors de l’activation des cellules. Il 

permet la détection et l’activation des basophiles. Cependant, la différenciation des cellules 

CD203c négatives et positives est parfois difficile. En effet, le pic de fluorescence du CD203c 

est moins discriminant que celui du CD63 qui est un marqueur absent sur les cellules au repos 

et présent lors de leur activation [21] permettant ainsi l’observation d’une courbe bi-modale. 

De plus, il existe un parallélisme entre l’activation des basophiles par le CD63 et la libération 

de médiateurs de l’allergie. La fusion des granules intracytoplasmiques avec la membrane 

cellulaire s’accompagne de libération de médiateurs de l’allergie notamment l’histamine [75]. 

Pour le CD203c, il n’existe pas de parallélisme avec la libération de médiateurs. Ainsi, le 

CD63 est un meilleur marqueur d’activation des basophiles. Par conséquent, le marqueur 

CD203c, bien que décrit dans certaines études, n’a pas été utilisé pour ce travail. Compte tenu 

de la validité du marqueur CD63 pour l’activation des basophiles, l’absence d’utilisation du 

marqueur CD203c n’est pas une limite à cette étude. 

 

 Dans notre étude, la sélection et l’activation des basophiles ont donc été réalisées 

grâce au couple anti-IgE et CD63. Dans la littérature, aucune étude n’a étudié l’activation du 

basophile par le marqueur CD11b.  Actuellement, le test d’activation des basophiles ne se fait 

qu’à l’aide du marqueur CD63. Les résultats de notre travail montrent que l’activation des 

basophiles par le marqueur CD63 est associée, dans la majorité des cas, à une activation 

concomitante de cette cellule par le marqueur CD11b. Cependant, si les basophiles peuvent 

exprimer le marqueur CD11b ils le font parfois de façon exclusive. Pour deux enfants de 

l’étude, l’activation cellulaire n’a été retrouvée que grâce au marqueur CD11b présent sur les 

basophiles. La population d’étude est trop petite pour pouvoir spécifier dans quelles situations 

cliniques ou pour quels allergènes il faudrait étudier le marqueur CD11b en cas de négativité 

des autres tests. Cependant, cela pourrait alors signifier qu’un test négatif en basophile CD63 

ne permettrait pas d’exclure définitivement une allergie IgE-médiée.   

 D’autre part, dans une étude antérieure, il a été montré que des basophiles activés 

étaient présents en dehors de la fenêtre « basos P1 ». En effet, les basophiles hors P1 

présentent à leur surface les marqueurs CD203c et CD63. (Sainte-Laudy, données 

personnelles non publiées). Cependant, ces basophiles sont reconnus par le cytomètre comme 

des cellules ayant une structure proche des éosinophiles avec à leur surface une densité plus 

importante de récepteurs IgE. Pour que ces cellules soient reconnues comme des éosinophiles 

il faut que leur structure interne ait été modifiée. Par conséquent, l’activation des basophiles 

dans les fenêtres « basos P1 » et « baso+éosino » n’est peut être pas la même et la seule étude 
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de la fenêtre « baso P1 » ne serait pas suffisante pour étudier l’activation des basophiles. 

Ainsi, il faudrait étudier l’activation différentielle des cellules entre les fenêtres « baso P1 » et 

« baso+éosino ».  

 La présence du CD11b sur le basophile explique certaines propriétés immunologiques 

de cette cellule. Le CD11b est une adhésine permettant la diapédèse des cellules [57]. Ainsi, 

au-delà de son rôle de marqueur d’activation cellulaire, le CD11b permettrait aux basophiles, 

qui sont des cellules sanguines, de se déplacer vers les sites d’inflammation tissulaires. En 

effet, le basophile est retrouvé fréquemment dans des prélèvements tissulaires dans les 

manifestations allergologiques rhinosinusiennes et digestives [76]. Le chimiotactisme ne 

serait donc pas le seul moyen de déplacement des basophiles et l’adhésine CD11b 

contribuerait également à la mobilité de ces cellules.  

 

 Deux marqueurs d’activation sont, par conséquent, présents sur les basophiles : le 

CD63 dont la détection à la surface des basophiles est directement liée à la libération de 

médiateurs de l’allergie et le CD11b qui est impliqué dans la migration des basophiles. 

L’augmentation du CD11b à la surface des basophiles n’est pas nécessairement liée à la 

libération de médiateurs. Ces deux marqueurs ont une réponse différentielle et leurs fonctions 

ne sont pas strictement identiques. L’étude du marqueur CD11b est complémentaire de celle 

du CD63. 

 Enfin, lorsque le CD11b est surexprimé sur les basophiles l’ensemble des 

polynucléaires s’activent : l’activation du CD11b sur les basophiles traduit par conséquent, 

dans la majorité des cas, une activation de l’ensemble des polynucléaires.  

 

 C. L’activation des éosinophiles et des neutrophiles 

 

 Les basophiles sont les cellules prépondérantes dans l’allergie alimentaire. Le test 

d’activation des basophiles est reconnu dans la littérature comme un examen fiable [21]. 

Cependant, les autres polynucléaires (éosinophiles et neutrophiles) ont également un rôle dans 

les mécanismes allergiques. En effet, le rôle des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles a 

été récemment incriminé dans des manifestations allergiques comme l’anaphylaxie [77, 78]. 

Jusqu’à présent, dans la littérature, il était montré que les éosinophiles et les neutrophiles 



   Discussion 

45 
 

produisaient des médiateurs de l’inflammation mais l’activation de ces cellules n’avait pas été 

mise en évidence [49, 51].   

 C’est la raison pour laquelle, en plus de l’activation des basophiles, celle des 

éosinophiles et des neutrophiles a été testée dans notre étude par l’expression du marqueur 

CD11b. Parmi notre échantillon, 4 enfants répondaient uniquement en neutrophiles ou en 

éosinophiles. Ainsi, l’étude de l’activation des éosinophiles et des neutrophiles par le 

marqueur CD11b a permis de dépister des allergies alimentaires ne s’exprimant pas par 

l’activation des basophiles. L’allergène alimentaire peut donc également induire une 

activation d’autres polynucléaires que les seuls basophiles. L’intérêt de l’utilisation de ce 

marqueur est d’améliorer les résultats du test d’activation des basophiles en étudiant 

également une autre voie d’activation par les autres polynucléaires (éosinophiles et 

neutrophiles).  

 Ce travail a permis d’analyser l’activation cellulaire des éosinophiles et des 

neutrophiles sur une population d’enfants présentant des manifestations allergiques IgE-

médiées. La corrélation entre les résultats de l’activation cellulaire par l’allergène et celle par 

le témoin positif anti-IgE permet de confirmer que ces deux types cellulaires possèdent des 

récepteurs IgE. En effet, lorsqu’en présence de l’allergène, il existe une réponse par les 

éosinophiles ou les neutrophiles la réponse positive par le témoin anti-IgE est de 40%. 

Compte tenu de la discordance entre la réponse par l’allergène et celle par le témoin anti-IgE, 

l’activation des éosinophiles et des neutrophiles ne semble pas être uniquement médiée par les 

récepteurs IgE. En effet, la densité des récepteurs IgE est plus faible sur ces deux types 

cellulaires que sur les basophiles [17]. Par conséquent, le pontage de deux IgE par l’allergène 

pour l’activation de la cellule est plus difficile. Ces résultats semblent donc évoquer une 

possible autre voie d’activation des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles. En dehors des 

récepteurs IgE, ces cellules possèdent des récepteurs IgG et IgA qui pourraient jouer un rôle 

dans l’activation cellulaire dans l’allergie alimentaire. Afin d’étudier ces possibles voies 

d’activation il faudrait faire un travail sur l’activation non IgE-médiée.  

 Ainsi, l’allergie alimentaire peut se définir comme une coopération cellulaire entre les 

trois types de polynucléaires (basophiles, éosinophiles et neutrophiles). La coopération entre 

les basophiles et les mastocytes est actuellement la plus reconnue mais l’implication d’autres 

cellules comme les neutrophiles et les éosinophiles est de plus en plus souvent rapportée dans 

la littérature. L’étude de l’activation de l’ensemble des polynucléaires dans les manifestations 

d’allergie alimentaire IgE dépendante semblent nécessaires. Ces trois types de cellules sont 
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impliqués dans la majorité des pathologies inflammatoires humaines et selon l’expression de 

marqueurs et la libération de médiateurs les réactions cliniques associées sont variables.  

 

 D. L’étude des témoins  
 

 Dans notre étude, 20% des polynucléaires basophiles ne sont pas activés par le témoin 

positif anti-IgE pour le CD63. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature [14, 18, 

21]. Les basophiles mauvais répondeurs pour le témoin anti-IgE en CD63 représentent 

également 20%. Les basophiles mauvais répondeurs sont définis par des seuils d’activation 

compris entre 5 et 15% au dessus de la valeur du témoin négatif. En effet, il est défini des 

seuils de réponse en témoins positifs. Un seuil d’activation compris entre 0 et 5% correspond 

à une réponse négative, au-delà de 15% le test est positif mais pour une réponse comprise 

entre 5 et 15% il est difficile de pouvoir conclure sur le résultat (Sainte-Laudy, données 

personnelles non publiées). La validité du témoin anti-IgE rend difficile l’interprétation d’un 

résultat négatif pour un allergène avec un témoin positif anti-IgE également négatif. Les seuils 

d’activation des basophiles pour le marqueur CD11b ont été extrapolés à partir de ceux du 

marqueur CD63 mais ne peuvent être comparés à aucune étude.   

 Le but de cette étude était de tester l’activation des polynucléaires dans une population 

d’enfants présentant des signes cliniques d’allergie alimentaire IgE dépendante. Cependant, 

l’étude de l’activation par le témoin anti-IgE montre qu’il existe une discordance entre le taux 

d’activation pour le témoin anti-IgE et pour l’allergène. En effet, dans 40% des cas les 

éosinophiles ou les neutrophiles ne sont pas activés par le témoin positif anti-IgE. Deux 

hypothèses semblent alors possibles pour l’expliquer. La première hypothèse pourrait être 

qualifiée d’IgE dépendante. En effet, pour qu’une activation soit présente l’antigène doit 

ponter deux IgE. Ainsi, pour que la cellule soit activée par l’allergène mais pas par le témoin, 

il est possible que la distance entre les deux épitopes ne soit pas la même pour la fixation de 

l’allergène et celle pour le témoin positif. La deuxième hypothèse serait non IgE dépendante. 

Cela suggérerait que, dans l’allergie alimentaire, il existe d’autres voies d’activation par 

d’autres récepteurs que l’IgE tels que les récepteurs IgA ou IgG. D’autres études permettant 

d’étudier ces deux voies seraient à développer.  
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VII. CONCLUSION 
 

 Un nouveau marqueur d’activation des basophiles a été mis en évidence par cette 

étude : le CD11b. En plus de sa fonction activatrice, ce marqueur est impliqué dans la 

migration des basophiles vers le site inflammatoire et explique leur présence dans des 

prélèvements tissulaires dans certaines manifestations allergologiques. 

 Ce marqueur CD11b est également présent à la surface des éosinophiles et des 

neutrophiles. Ce travail confirme, par l’augmentation de l’expression du CD11b, que 

l’allergène alimentaire est capable d’induire l’activation des polynucléaires neutrophiles et 

éosinophiles. 

 De plus, notre étude montre que l’activation des éosinophiles et des neutrophiles n’est 

pas uniquement médiée par les récepteurs IgE et que d’autres récepteurs tels que les IgG et/ou 

les IgA pourraient être impliqués dans l’allergie alimentaire.  

 Parmi les trois types cellulaires étudiés dans ce travail, les basophiles ne sont 

vraisemblablement pas les seules cellules impliquées dans les manifestations cliniques IgE 

dépendantes. L’allergie alimentaire apparaît comme une coopération cellulaire en réponse à 

un allergène. La cytométrie en flux permet l’exploration concomitante de l’activation de ces 

trois types cellulaires par expression des différents marqueurs membranaires.   

 D’un point de vue clinique, il n’a pas été montré de relation entre certains symptômes 

cliniques et un profil immunologique particulier. De même, il n’existe pas de corrélation entre 

un allergène et un profil immunologique. Cependant, la cytométrie en flux permettrait dans 

certains cas de s’affranchir du TPO. Dans le cas d’une discordance lors d’un bilan 

allergologique entre l’histoire clinique et les examens complémentaires (prick-test et/ou IgE 

spécifiques), la cytométrie en flux peut être un paramètre important. 

 D’autres études sur de plus grands échantillons permettraient d’approfondir le lien 

entre les symptômes cliniques et un profil immunologique. D’autres études permettraient 

également d’étudier les autres voies d’activation possibles de l’allergie alimentaire. 
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Annexe 1 :  

Classification de W. Pichler [22] 
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Annexe 2 :  

Résultat d’une cytométrie en flux : 

 Témoin négatif 
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 Témoin négatif (suite) 
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 Témoin positif anti-IgE 
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 Témoin positif anti-IgE (suite) 
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 Témoin positif fMLP 
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 Témoin positif fMLP (suite) 
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 Dilution arachide 
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 Dilution arachide (suite) 
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ACTIVATION DES POLYNUCLEAIRES DANS L’ALLERGIE ALIMENTAIRE IgE DEPENDANTE DE L’ENFANT 

Objectif : Mettre en évidence en pédiatrie une corrélation entre les manifestations cliniques initiales d’allergie 

alimentaire IgE dépendante et l’expression différentielle des marqueurs d’activation sur les polynucléaires. 

Matériel et méthode : Les cytométries en flux (CMF) réalisées en pédiatrie lors d’un bilan d’allergie 

alimentaire IgE-médiée pour les allergènes les plus fréquents ont été étudiées. L’activation des polynucléaires a 

été analysée avec plusieurs marqueurs : le CD63 et le CD11b pour les basophiles et le CD11b pour les 

éosinophiles et les neutrophiles. 

Résultats : 79 enfants ont été inclus et 55 avaient une CMF positive pour au moins un allergène. L’activation 

des basophiles était prédominante en CD63. Quand cette activation était par le CD11b l’ensemble des 

polynucléaires était activé (p=0,0036). L’activation cellulaire implique plus particulièrement le CD63 dans 

l’urticaire et le CD11b dans l’eczéma (différence non significative). Pour 2 enfants l’activation pour les 

basophiles était exclusivement par le CD11b. Les éosinophiles de même que les neutrophiles étaient activés par 

l’allergène dans 40% des cas. L’activation des éosinophiles et/ou des neutrophiles par l’anti-IgE n’était observée 

que dans 40% des cas.  

Conclusion : Le CD11b est un marqueur d’activation et de migration des basophiles ce qui n’avait jamais été 

étudié pour ce polynucléaire. Dans notre étude, l’activation des éosinophiles et des neutrophiles dans l’allergie 

alimentaire est confirmée par la surexpression du marqueur CD11b. Pour ces cellules, la voie IgE dépendante ne 

semble pas être la seule (rôle des IgA et/ou IgG ?). L’allergie alimentaire apparaît comme une coopération 

cellulaire de l’ensemble des polynucléaires en réponse à un allergène. Aucune corrélation entre des symptômes 

cliniques et un profil immunologique n’a été mise en évidence.  

Mots clés : allergie alimentaire, IgE, cytométrie en flux, polynucléaires. 

 

POLYNUCLEAR ACTIVATION IN IgE-MEDIATED FOOD ALLERGY IN CHILDREN 

Aim of the study: Comparison of clinical symptoms in IgE-mediated food allergy in children and the expression 

of activation markers on the basophils, neutrophils and eosinophils (PMNs). 

Method: In 79 children having an IgE-mediated food allergy diagnosed, PMNs activation induced by the main 

food allergens was analyzed by flow cytometry using, as activation markers, CD63 and CD11b for basophils and 

CD11b for eosinophils and neutrophils. 

Results: A significant expression of CD63 or CD11b was observed in 55 cases for at least one allergen 

involving the CD63 marker in 94, 5% of the cases. All PMNs were activated when basophils were activated by 

CD11b (p=0, 0036). CD63 was particularly involved in urticaria and CD11b in eczema (difference not 

significant). CD11b upregulation alone on basophils was only observed for two children. Eosinophils and 

neutrophils were activated by the allergen and by the anti-IgE in 40% of the cases.  

Conclusion: CD11b is an activation marker which has never been used for the analysis of basophil activation. 

Eosinophils and neutrophils activation was confirmed by CD11b upregulation. For these cells, an IgE mediated 

mechanism is probably not the only one (involvement of IgA and/or IgG?). Food allergens, according to this 

study, seem to be capable of inducing multiple cellular activation inducing mast cells and basophils but also 

neutrophils and eosinophils. No correlation between the clinical symptoms and an immune response was 

observed in these cases of IgE mediated reactions. 

Keywords: food allergy, IgE, flow cytometry, polynuclears.  
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