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Résumé

La caractérisation de 1I'IgE-réactivité, essentielle au diagnostic a fait appel aux sources allergéniques puis aux allergénes majeurs purifiés. Les
réactivités croisées (RC) tres fréquentes li€es aux déterminants carbohydrates des végétaux et des insectes ont été abolies par 1’utilisation
d’allergenes recombinants. Les RC liées a ’homologie des séquences d’acides aminés, larges ou limitées, offrent la notion d’allergenes spécifiques
et d’allergenes croisants. Le concept de la puce ISAC basé sur 103 allergénes purifiés ou recombinants, permet un diagnostic de sensibilisation par
analyse des composants. Les indications actuelles sont explorées. L’utilité de ce test pour affirmer/infirmer le diagnostic de choc anaphylactique
idiopathique est présenté a partir de huit cas. Les polysensibilisations sont confirmées dans les dermatites atopiques séveres de 1’enfant, selon des
profils différents de ceux de I’adulte. L’exploration des oesophagites a éosinophiles montre 1’importance des sensibilisations aux aéro-allergénes et
trophallergenes. Une aide au choix d’une immunothérapie est envisagée dans le cas de 1’allergie a différents pollens et acariens. Les restrictions
actuelles d’utilisation concernent les RC non cliniquement relevantes (famille PR-10 et tropomyosines), les allergenes inopérants ou insuffisants
(Ana c 2, allergenes du blé, Ana o 3) et ’absence de sources allergéniques alimentaires (moutarde, lupin, lentilles, noix, amande, sarrasin). Les
applications du test ISAC a la recherche sont des études épidémiologiques et le suivi des immunothérapies par 1’apparition d’IgG4 spécifiques. Le
test ISAC devrait prochainement se développer par I’adjonction de nouveaux allergenes. L’aide au diagnostic et a la prédiction de persistance et de
sévérité de I’allergie rendra nécessaire le traitement des données grace a des systemes experts d’informations.
© 2011 Publi€ par Elsevier Masson SAS.
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Abstract

Specific IgE-reactivities have first been implemented by the use of allergenic extracts then purified or recombinant major allergens. The
frequent cross-reactivity (CR) due to vegetal and insect carbohydrate determinants has been suppressed by the use of bacteria originated
recombinant allergens. CR linked to homology of amino acid sequences leads to classification of allergens, either species specific or cross-reactive
ones. The micro array technology (ISAC) makes a component-resolved diagnosis possible by the analysis of 103 allergens. The assessment of this
technique may be applied to different pathologies. Negative tests in eight cases of idiopathic anaphylaxis are reported. The ISAC microassay
applied to atopic dermatitis shows different polysensitization profiles in 22 children compared to adults. The extensive association of acroallergen
and food allergen sensitizations is a hallmark of eosinophilic esophagitis. Another indication is to set a patient-taylored immunotherapy to pollens
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and mites. Present restrictions are the CR without clinical relevance (PR-10 family and tropomyosins), the poor performance of certain allergens
(wheat allergens, Ana c 2, Ana o 3), the absence of allergens from the following allergenic sources: mustard, lupine, lentils, almond, walnut,
buckwheat. In the near future, ISAC could be applied to epidemiological studies and to the follow-up of immunotherapies studied by specific
IgG4s. Present prospects are to conduct thorough investigations about the efficiency of the currently available allergens, and to develop
computerized algorithms taking into account clinical profiles and patterns of sensitization to improve the diagnosis of clinically relevant

sensitization and to achieve the prediction of persistence and severity.

© 2011 Published by Elsevier Masson SAS.

Keywords: Component-resolved diagnosis; Micro-assay; Atopic dermatitis; Idiopathic anaphylaxis; Eosinophilic esophagitis

1. Introduction

La fréquence des maladies allergiques dépendant des
anticorps IgE a conduit dés 1967 a I’identification de I'IgE-
réactivité aux sources allergéniques naturelles, accessible aux
investigations par tests cutanés et biologiques par des extraits
commerciaux. La caractérisation des allergenes obtenus dans un
premier temps par purification, parmi des milliers de protéines
« candidat », a conduit a un classement d’utilité clinique, en
allergeénes majeurs représentant plus de 50 % des sensibilisa-
tions a la source allergénique, et allergenes mineurs. Parallele-
ment les allergenes ont été regroupés en familles selon leurs
structures moléculaires. Le phénomene de réactivité croisée
(RO), liée a I’'homologie de séquences d’acides aminés, ou a la
similarit¢ de structure entre des molécules de sources
différentes, est extrémement fréquent pour les allergenes
végétaux. Cette réactivité croisée revét une importance
différente selon les familles, la RC étant particulierement
fréquente pour la famille PR-10 ( pathogenesis-related [PR]) et
pour les profilines [1-3]. Elle peut étre également tributaire
d’une IgE réactivité a des déterminants carbohydrates ubiqui-
taires sur une majeure partie des protéines végétales et
d’insectes (hyménopteres) [3-5]. En outre, la question de
I’implication clinique (relevance, ou pertinence clinique) de ces
RC est un probléme complexe et non résolu.

L’obtention d’allergénes recombinants a partir de bactéries,
inaptes aux modifications post-traductionnelles telles que la
glycosylation, permet une meilleure caractérisation d’une IgE-
réactivité lie aux épitopes de la séquence d’acides aminés de la
molécule. Leur utilisation pour le diagnostic est possible, apres
que leur équivalence fonctionnelle avec les allergenes naturels
a été vérifiée in vitro et in vivo [6].

Il a dés lors été possible de distinguer les allergenes
spécifiques d’une espeéce, et les allergenes non spécifiques,
croisants. Selon les sources allergéniques, le nombre
d’allergénes majeurs et le nombre d’allergénes spécifiques
d’espece sont variables [7].

La démonstration que I’utilisation d’un choix d’allergenes
recombinants permet de « couvrir » le spectrotype des IgE
spécifiques de la source a ouvert un nouvel horizon au
diagnostic biologique [7]. Ainsi, 99 % des sensibilisations aux
pollens de Graminées sont diagnostiquées par 1’association Phl
pl et Phl p 5 [6,8], 95 % des sensibilisations aux acariens sont
détectables par 1’association Der p 1 (cystéine protéase) et Der
p 2 (famille NCP2) [9].

De tels travaux ont conduit au concept de diagnostic par
analyse des composants (component-resolved diagnosis)

proposé par Valenta et al. [7]. L’exploration des sensibilisations
par plusieurs allergénes recombinants a permis de reconnaitre
des profils géographiques de sensibilisation différents entre les
pays du Sud et du Nord de I’Europe, pour un méme pollen [10],
ou une méme famille d’aliments [11,12]. Ainsi, le role des
protéines de transfert lipidique non spécifiques (nsLTP) dans les
allergies séveres aux Prunoidées : p€che, pomme et a la noisette
parait flagrant en Espagne et en Italie [11,12]. De surcroit, il
existe des profils individuels tres variés.

La multiplication croissante des allergénes bien carac-
téris€s, comme les phénomenes complexes des réactivités
croisées, induisent a considérer que la demande de multiples
tests unitaires, outre 1’argument économique, ne suffit pas au
diagnostic. Ils ne refletent pas 1’éventail des réactivités
croisées qu’il faut prendre en compte pour apprécier le risque
éventuel d’extension des réactions cliniques a d’autres
sources allergéniques que celles qui sont identifiées comme
responsables des symptdmes actuels. Ils ne permettent pas
un choix éclairé des immunothérapies, puisque la stratégie
peut étre différente selon que, devant une polysensibilisation,
il est nécessaire de distinguer ce qui est tributaire d’une
RC, et ce qui correspond a de vraies co-sensibilisations.

2. Le concept ISAC

C’est a la suite de ces réflexions que nait en 2000 le
concept de disposer simultanément de trés nombreux
allergénes grace a la technique de microassay [13]. Les
premieres €tudes apreés mise au point de la technique
appliquée aux protéines confirment les performances par
comparaison avec les tests cutanés et les IgE spécifiques
étudiées par Cap RAST [14,15]. L’application commerciale
ISAC est réalisée par Phadia (utilisant la technique VBC
Genomics system), offrant 103 molécules allergéniques :
57 recombinantes et 46 purifiées. Elles représentent
47 sources allergéniques. La mise a disposition d’allergénes
naturels correspond a deux cas de figure : soit 1’allergene
recombinant n’est pas encore disponible, soit la reconnais-
sance des épitopes par les IgE est mieux effectuée sur la
protéine naturelle, comme il est montré pour deux allergénes
du lactosérum Bos d 4 (alpha-lactalbumine) et Bos d 5 (beta-
lactoglobuline) [16].

Les allergenes représentés sont d’origine végétale : 66 et
animale : 37. Ils correspondent a des « allergénes marqueurs »
(disease-markers), sélectifs pour une source (ou espece),
comme Betv 1,Phlp letPhlp5,Parj2,0lee 1l Arah2etc.. .,
et d’allergeénes croisants, soit avec une réactivité croisée large
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(tropomyosines, profilines) soit avec une réactivité croisée
limitée (nsLTP). Ils sont classés en tant que tels et offrent ainsi
une aide au diagnostic pour le clinicien, quoique la subdivision
actuelle doive &tre soumise a modifications comme en
témoignent des publications récentes (cf infra : restrictions
d’utilisation).

La présentation des allergenes sur la bio-puce passe par le
spotting, procédure de dépdt des allergenes liés de fagon
covalente a la matrice. Un spot de 100 a 200 um de diametre
fixe I’allergéne dans la gamme des picogrammes. Cette minime
quantité est avantageuse pour les allergénes purifiés ou
recombinants, produits en tres faible quantité. La présentation
est assurée en triplicate, pour pallier des altérations des
propriétés fonctionnelles.

Chaque allergéne est un cas particulier. Son poids
moléculaire, sa charge électrique, sa solubilité, sa structure
tridimensionnelle, sont autant de facteurs pouvant modifier sa
fixation et sa capacité d’immunoréactivité [17]. Lorsqu’il s’agit
de recombinants d‘origine bactérienne, 1’absence de modifica-
tions post-traductionnelles (glycosylation, ponts disulfures
intramoléculaires comme intermoléculaires, phosphorylation)
peut induire une modification de la structure tridimensionnelle,
un masquage a ’acces a certains épitopes [17]. Il est donc
nécessaire qu’une validation de son efficience soit assurée par
comparaison avec la technique ImmunoCap [18,19]. De facon
générale, la présence éventuelle d’IgG spécifiques ne Iese pas
I’IgE-réactivité car I’affinité des IgE pour I’allergeéne, est tres
supérieure, de 1’ordre du picomolaire (10~'" 2 107'° M) alors
que celle des IgG est dans la fourchette nanomolaire (1077 a
107° M) [17].

Toutefois les unités spécifiques ISU (ISAC Standardized
Units) ne sont pas assimilables aux valeurs en kU/L. Le CAP
unitaire, dont la richesse en allergene est réputée suffisante pour
lier toutes les IgE le reconnaissant, présentes dans le sérum
testé, rend un résultat quantitatif, c’est-a-dire calibré comme
une méthode Elisa classique corrélant une intensité de réponse
a une concentration donnée d’IgE spécifiques d’un allergene,
de 0,10 a 100 kU/L. Dans la technique ISAC, la faible quantité
d’allergene est un facteur limitant le nombre de molécules IgE
admises a la fixation : la technique reste semi-quantitative, et ne
permet qu’une approximation des taux d’IgE au-dessus de 40 a
50 ISU comme étant « tres élevés ». Pour la méme raison, la
sensibilité d’ISAC est 1égerement moins bonne pour les faibles
concentrations en IgE spécifiques (0,1 a 0,5 kU/L).Ces
limitations techniques, ainsi que 1’évaluation des coefficients
de variation intra-essai sont en partie contre-balancées par le
test en triplicate, le résultat final étant la moyenne des trois
spots.

Cette technique nécessite une quantité minimale de sérum :
30 ul actuellement au plus, 50 pl pour la version prochaine de
130 allergenes, alors que 40 ul sont nécessaires pour un
ImmunoCap unitaire, soit un gain de 150 & 200 pour la quantité
de sérum nécessaire. Il a été vérifié que le sang capillaire
(prélevé par piqiire du doigt) offre les mémes résultats que le
sang veineux [20].

La richesse des informations fournies par ce test nécessite de
peser avec attention ses indications pour le diagnostic, avant de

s’intéresser aux buts de recherche auxquels il est applicable et
d’envisager ses futurs développements.

3. Indications actuelles du test ISAC pour le diagnostic

La biologie occupe inéluctablement une place croissante
dans le diagnostic de I’IgE-réactivité. En effet, d’une part, les
reglements tres restrictifs de I’ AFSSAPS limitent la commer-
cialisation des extraits pour tests cutanés, d’autre part, la
pratique courante des prick-in-prick aux aliments naturels, tres
en faveur en France et pays méditerranéens, parait insuffisam-
ment répandue dans d’autres pays.

Compte tenu de la richesse mais aussi de la complexité des
informations fournies par ISAC, il est indispensable de porter la
réflexion sur les indications de ce test tres spécialisé [18,21].

3.1. Le diagnostic de choc idiopathique est une premiere
indication

Le choc anaphylactique a un risque vital. Il est d’une
importance majeure de réaliser un bilan exhaustif : élimination
d’une auto-immunité, d’une gammapathie monoclonale,
d’infections virales chroniques, de déficit en inhibiteur de
C1 estérase, de mastocytose, de syndrome carcinoide, de
phéochromocytome, de parasitoses tissulaires, d’allergies
alimentaires [22-25]. Le diagnostic de choc par anaphylaxie
alimentaire ne peut étre a priori exclu comme 1’a montré Sonin
[26]. Quarante a 80 prick-tests aux aliments natifs complétés
par des TPO aux aliments suspectés pourraient ne pas étre
suffisants.

Notre expérience repose sur huit cas, chez des patients de
27 a 53 ans (Tableau 1). Le bilan allergologique préalable,
exhaustif pour douze pneumallergenes courants et 40 a
80 allergenes alimentaires, éventuellement complété par des
tests de provocation orale aux allergénes alimentaires suspectés
avec association d’alcool, d’effort ou d’ AINS est négatif.

Dans cinq cas, il s’agit de sujets non atopiques, et sans
relation suspectée avec I’alimentation. Dans deux de ces cas,
des investigations ultérieures ont identifi€ une surexpression de
I’activité kininogénase du facteur XII, a la base d’une synthese
accrue de bradykinine, avec association d’une déficience du
catabolisme [27,28]. Le test ISAC est négatif trois fois, et dans
deux cas, montre une monosensibilisation faible et non
cliniquement relevante a des allergénes de pollen de
Graminées, Phl p 4 (berberine bridge enzyme) et Phl p 5.

Trois cas correspondent a des patients atopiques, présentant
une relation clinique avec des aliments nommément désignés.

Une femme de 32 ans (cas 6) présente une sensibilisation
pollinique latente et un asthme a 1’effort. Elle a subi des chocs
anaphylactiques apres consommation de multiples aliments,
d’origine végétale ou animale. Plusieurs bilans comportent des
tests de provocation orale en double aveugle (métabisulfites,
sésame, huile de sésame, farine de blé + alcool). Plus de
100 prick-tests aux aliments natifs sont pratiqués : négatifs.
L’ISAC confirme une monosensibilisation a Phl p 4.

Un homme de 33 ans, atopique, forestier ayant subi de
multiples piqires de tiques, présente des CA récidivants,
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Tableau 1

Investigations par test ISAC dans 8 cas de choc anaphylactique idiopathique.

N° S Age Choc anaphylactique

Autres symptdmes
et caractériqtiques

Etiologies recherchées et
éliminées

Exploration du
métabolisme de la

Diagnostic

Evolution aprés prise en charge

bradykinine*
1 H 53 Récidivants Récidivants depuis 2002 : Allergies alimentaires Activité Anomalies du métabolisme Sous régime d’éviction MBS
AO, urticaire (viandes de mammiferes, kininogénase : 6,7 nmol/ bradykinine et acide tranexamique
poisson, sésame) mn/ml (N : 2,3-5,6) (3 gf/jour) : asymptomatique
avec recul d’un an

Juillet 2008 = AO TPO doses usuelles + effort ECA : 11 U/L Intolérance aux métabisulfites :

généralisé puis ou alcool : négatifs TPO positif 45 mg

perte de connaissance
Foyer infectieux dentaire (N : 20-70) ISAC : Phl p 4 0,8
traité ISU (faible)

2 F 46 Récidivants Récidivants : AO, urticaire Allergies alimentaires Activité kininogénase :  ISAC négatif Sous acide tranexamique 3g/j :
contexte infectieux des 6,4 nmol/mn/ml asymptomatique avec recul de
épisodes (H, pylori, (N :2,3-5,6) 18 mois
pneumopathie a
Chlamydiae pneumoniae,
infection urinaire,
rhinopharyngite virale

ECA : 12U/L
(N : 20-70)
3 F 49 Unique 2004, contexte Syndrome de Raynaud AA alimentaires (blé, céleri) Non fait ISAC négatif Non revue depuis 2005
infectieux ancien
Restriction de 1’hétérogénéité
des IgG
IgE tot : 3507 kU/L
4 F 24  Mars 2006 : choc grade Récidivants : réactions Allergies alimentaires, Non fait ISAC : Phl p 5=0,7 ISU lithiase vésiculaire et calculs
3, service de réanimation,  systémiques sérieuses, Mastocytose digestive (faible) du cholédoque distal
adrénaline oxygénothérapie symptdmes digestifs constants
Cytolyse hépatique et Relation incertaine avec les
polynucléose neutrophile réactions anaphylactiques
Perdue de vu depuis 2007

5 F 28 CA biphasique 1 acces AO labial et Non fait ISAC négatif Non revue depuis 2004
pharyngé

6 F 32 Récidivants Récidivants : AOL et Allergie alimentaire (TPO Non fait Asthme a I’effort Non revue depuis bilan
autres localisations, sésame, MBS, bl¢ + alcool) en 2006
Urticaire

Mastocytose digestive HRB confirmée
Sensibilisation pollinique
dépistée par prick-tests, confirmée
par ISAC (berbérine bridge
enzyme 1ISU)
7 H 33  Unique : 2003 Récidivantes : réactions Allergies alimentaires €liminées  Non fait Anaphylaxie aux viandes Non revu depuis 2003

systémiques sérieuses

Sensibilisation pollinique

(TPO BI€ + AINS négatif), sauf

suspicion viandes de mammiferes

(Prick test agneau, veau 3 mm)

de mammiferes

IgE anti gal alpha 1-3 gal : 90 UI/L
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° 3 d’anaphylaxie alimentaire tardive, aux viandes de mammiferes,
o = est suspecté et confirmé par la présence d’IgE anti-galactose
1zl izl
= % alpha-1,3 galactose, a 90 kU/L [29,30]. Le test ISAC montre
g § une monosensibilisation faible a n Bos d 4 (lactoferrine),
= . . . . 2 . N
s g suggérant I’identification d’IgE spécifiques a ces carbohydrates
% g présents sur la molécule naturelle.
E =3 Une femme de 27 ans, atopique présente une polysensi-
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E bilisation pollinique (cypres, Graminées, olivier, fréne). Les
- £ prick-tests sont tres positifs et le Cap aux pollens de genévrier
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2 g = g est a 29,3 kU/L. Elle présente des CA récidivants induits par
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< 35S n 5 a8 .. A < . P N
o~ %% 2 % ° 2. § et péche sont négatifs, ainsi que les Cap a ces sources
QL4 .. . . i1 s
4 53 8 j:‘ s 3 allergéniques. Le test ISAC identifie une monosensibilisation
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S 2zZeEBE EO £ aux pectates lyases de pollen de cypres : 4,2 ISU et pollen de
Q Q 4 © ~ 8 8 k51 = N . N P . .
Z R sg588 &7 S &~ ceédre du Japon : 1,7 ISU. Deux hypotheses sont avancées : soit
8 E E T oo - vy oy eqe . N N P -
§0 9 BE2EE 2 9 4 2 : une sensibilisation a des allergenes végétaux de fruits et
= = 8 o = N o . .
a LT R ELT L« g légumes homologues des pectates lyases, non encore connus,
g soit une co-sensibilisation, les allergenes alimentaires en cause
é g étant différents et non caractérisés (ns LTP ?). La suspicion
f iy d’une sensibilisation croisée entre les pectates lyases de
Z 0 N N . .
37T . £ § pollens de cypres et cedre du Japon et de divers fruits et
=] [ = , I .
e % £ _ Y légumes verts est soutenue par une étude montrant 1’homologie
) g = — @ N ,o s < N
5 2% £ O g d’un épitope entre un allergéne de cypres du Japon (Chao 1) et
o 2
o= 2 = 5 = .
2 g E S g2 un peptide de la banane [31].
=hG ISAC a donc deux intéréts dans le diagnostic des chocs
= . . g .
o o pal anaphylactiques idiopathiques.
(5] L . . . . A
E To 2 il En premier lieu, en I’absence d’atopie, il apporte un surcroit
- k= IS ) RS -] . s . . . . N
° - e 3 € Z de sécurité au diagnostic, et invite a rechercher d’autres
5] 7] — N \Q ol n , . s 1L 2 . z 1 z
2 f£. Bdg ¥ 3 s mécanismes qu’une libération de médiateurs IgE-dépendante.
3} S« =5 . 2N = . . . .
g §F &£ 7 g 5 3 £ g En second lieu, chez les sujets atopiques, il est prudent de ne
R . = A . N . . .
g T% E 285935 g7 pas attribuer a un ISAC négatif pour les aliments une valeur
7 < = @ S = Loqe L. , . . . . .
g) 3 ] § ST Ea® g g prédictive négative absolue d’allergie alimentaire. En effet il
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moisissures : 90 % de sensibilisation a Alternaria, 50 % a
Aspergillus, les épithélia animaux et les acariens (Tableau 2)
[33].

Notre expérience portant sur 22 cas chez 1’enfant (12 cas
issus du CHU de Marseille et dix cas des centres hospitaliers de
Nancy et Epinal) montre un profil de fréquence similaire pour
les pollens de Graminées et les épithelia animaux, un peu
moindre pour les pollens de Bétulacées, diminué de moitié€ pour
les moisissures. La fréquence des anticorps anti-carbohydrates
végétaux est similaire (15 et 20 %), ainsi que celle de Hev b 6
(15 et 10 %).

La différence est trés marquée pour les allergénes
alimentaires la sensibilisation aux allergénes majeurs
d’arachide est de 60 % chez ’enfant et 5 % chez I’adulte.
Pour le soja, 20 a 40 % chez I’enfant, O % chez 1’adulte. En ce

Tableau 2
Fréquences comparées des sensibilisations dans la dermatite atopique de
I’enfant et de ’adulte. Exploration par test ISAC.

Sources Allergenes Adultes Enfants
(20 cas) %* (22 cas) %
Graminées Cynd 1 75 68,2 (15)
Phl p1 65 81,8 (18)
Bouleau Bet v 1 55 31,8 (7)
Aulne Aln g1 55 22,7 (5)
Noisetier Coral 55 27,3 (6)
Armoise Artv 3 15 22,7 (5)
Alternaria Altal 90 36,4 (8)
Aspergillus Aspf6 50 18,2 (4)
Chat Feld 1 65 72,7 (16)
Chien Canf 1 55 59 (13)
Acariens Der p 2 65 63,6 (14)
Der f 2 65 63,6 (14)
Derp 1 60 50 (11)
Der f 1 60 50 (11)
Latex Hev b 6 15 9,1(2)
Bromélaine Anac 2 15 18,2 (4)
Arachide Arah 1 5 59 (13)
Ara h 2 5 59 (13)
Arah3 5 54,5 (12)
Arah 8 50 36,4 (8)
Soja Glym 5 0 22,7 (5)
Gly m 6 0 40,9 9)
Noisette Cor a 8 40 18,2 (4)
Sésame Ses i 1 30 22,7 (5)
Noix de cajou Ana o 2 15 4,6 (1)
Péche Prup3 5 27,3 (6)
Lait Bos d 8 10 45,5 (10)
Bos d 5 0 22,7 (5)
Oeuf Gald 1 15 54,5 (12)
Gal d 2 10 45,5 (10)
Gal d 3 10 22,7 (5)
Crevette Penal 10 18,2 (4)
BIé Tria 18 5 4,6 (1)
Autres allergénes 0 18,2 (4)
Anisakis Ani s 3 5 18,2 (4)
Ani s 1 10 4,6 (1)

* Ott H, Folster-Holst R, Merk HF, Baron JM, Allergen microarrays: a novel
tool for high-resolution IgE profiling in adults with atopic dermatitis, Eur J
Dermatol, 2010;20:54-61.

qui concerne la LTP de péche, 30 % chez I’enfant, 5 % chez
I’adulte alors que la différence était moins marquée pour la LTP
d’armoise Art v 3. On observe la méme différence pour le lait et
I'ceuf. La sensibilisation au sésame est équivalente. Cette
comparaison, issue d’ISAC, est un argument pour soutenir
I’importance des mécanismes de tolérance aux allergenes
alimentaires, qui prennent effet au niveau du systeme
immunitaire intestinal des les premieres années de vie vis-a-
vis des allergénes entrant en contact avec cette muqueuse : on
doit constater qu’il n’en va pas de méme pour les allergenes
aériens qui affrontent la muqueuse bronchique. . .

Il n’est pas encore possible de comparer des profils de
sensibilisation entre le Sud et Nord de la France. On doit
souligner que la relevance clinique des sensibilisations
alimentaires n’est pas abordable par ISAC et que la prise en
charge devra étre déterminée, d’une part, par la corrélation de
certaines d’entre elles avec les données cliniques, d’autre part,
par des tests d’introduction orale standardisés.

3.3. Les wsophagites a éosinophiles

Les cesophagites a éosinophiles sont une pathologie en plein
développement. Plus fréquentes chez le nourrisson et le jeune
enfant, elles s’accompagnent dans 60 % des cas d’IgE
spécifiques a de multiples aliments [34]. L’implication de
ces sensibilisations dans [l’affection a été établie par
I’amélioration remarquable obtenue par substitution au régime
alimentaire d’une nutrition par acides aminés [35,36].
L’appréciation de I’'implication clinique des sensibilisations
ne repose que sur la survenue de phénomenes de blocage, ce qui
minore certainement le nombre réel des polyallergies. L’age
progressant, la diversification alimentaire et la polysensibilisa-
tion augmentent, rendant plus difficiles d’appréciation le
résultat de régimes d’éviction d’épreuve. Cependant, comme
I’affection est durable malgré le traitement corticoide [36], il
est nécessaire d’obtenir une vision aussi exhaustive que
possible des sensibilisations alimentaires, afin d’établir un
régime d’éviction aussi proche que possible de la réalité des
problémes. Le test ISAC trouve ici une place de choix, car il
constitue la base de linstitution de régimes alimentaires
personnalisés.

Notre expérience, portant sur 11 cas, montre la fréquence de
la sensibilisation a Bet v 1 et de ses homologues alimentaires,
attire I’attention sur les protéines de stockage du soja Gly m 5
(beta conglycinine) et 6 (glycinine), et sur les protéines de
transfert lipidique (ns LTP). De surcroit, dans un cas d’allergie
clinique a tous les fruits et légumes crus, avec prick-tests
positifs a tous, il en apporte I’explication en détectant une
monosensibilisation a la seule famille des profilines (présentant
une grande homologie dans tous les végétaux).

3.4. Les réactions adverses non immunologiques étendues
a de multiples aliments

Les réactions adverses non immunologiques étendues a de
multiples aliments caractérisent des pathologies névrotiques
[37]. Le test ISAC contribue utilement au diagnostic.

Allergol (2011), doi:10.1016/j.reval.2011.01.007
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4. Indication du test ISAC pour ’aide au choix d’une
immunothérapie adaptée au profil individuel
d’IgE — réactivité

Le choix d’une immunothérapie aux pollens ou aux acariens,
se fonde sur la comparaison de la réactivité aux allergenes
spécifiques et aux allergénes croisants : concept de I’allergene
« garde-barriere » [7,38].

Le probleme des réactions croisées rend difficile le
diagnostic de la relevance clinique d’une sensibilisation a
différents pollens. Ce probleme est évoqué couramment car
80 % des sujets allergiques aux Graminées ont des prick-tests
positifs a d’autres pollens. Il est donc utile de différencier la
sensibilisation aux allergénes spécifiques d’une espeéce polli-
nique, comme Betv 1, Phlp 1 et5, Ole e 1, Par j 2, de celle aux
allergeénes croisants, présents dans différentes especes, non
obligatoirement relevante. Phl pl (expansine) et Phl p 5
(ribonucléase) sont spécifiques. Phl p 7 (profiline) et Phl p 12 b
(polcalcine) ont une RC avec d’autres pollens [19]. Des lors
I’IT aux Graminées est proposée sur le vu de la sensibilisation
aux seuls allergenes spécifiques. Inversement, il est important
de ne pas entreprendre d’IT chez des patients dont le profil de
sensibilisation ne comporte que des IgE aux allergénes
croisants, car I’inefficacité a été constatée [16].

Lorsque les prick-tests ou les tests biologiques unitaires sont
positifs a d’autres pollens, les allergénes croisants présents
indiquent la possibilité d’une réaction croisée qui peut ne pas
étre cliniquement relevante. Si ces allergeénes croisants sont
absents, une vraie co-sensibilisation aux autres pollens est
plausible et peut conduire a la prendre en considération [8].

Dans le cas du fréne, la pollinisation est simultanée avec
celle du bouleau. On ne peut statuer par la clinique et les prick-
tests sont couramment positifs aux deux. En effet, la réactivité
croisée est importante, liée a Fra e 2, 3, 4 respectivement
homologues de Bet v 2, 4, 6. Le choix d’une IT soit au bouleau
soit au fréne soit aux deux repose sur la comparaison des
résultats de Bet v 1 et Ole e 1 (ce dernier rendant compte de
I’'IgE-réactivité vis-a-vis de I’allergene spécifique du fréne, Fra
e 1, en raison d’une identité de 81 a 92 %), sans correspondance
avec le pollen de bouleau [39].

Dans le cas des acariens, la coexistence d’une sensibilisation
a Der p 1 et Der p 2 avec absence de Der p 10 augurerait d’une
bonne efficacité de I'IT, alors que le profil inverse ne serait pas
favorable [9]. Cela doit étre nuancé : un sujet allergique aux
acariens qui serait par ailleurs allergique aux crustacés, pourrait
avoir une positivité€ de Der p 10 par RC et non pas tributaire
spécifiquement de I’acarien. Il resterait a prouver que I’IT aux
acariens aurait un effet médiocre : ce cas particulier n’a pas été
envisagé. . .

5. Considérations sur les restrictions actuelles
d’utilisation

Les restrictions actuelles d’utilisation reposent sur quatre
constatations : les réactivités croisées non cliniquement
relevantes, les allergénes inopérants ou n’apportant pas d’utilité
diagnostique, les allergenes pour lesquels 'ISAC n’apporte pas

un surcroit d’informations par rapport aux tests unitaires
disponibles. Enfin, des sources allergéniques sont insuffisam-
ment représentées ou ne le sont pas du tout.

5.1. Les réactivités croisées non cliniquement relevantes

Il est courant d’observer une multipositivité a tous les
homologues de Bet v 1 chez les sujets sensibilisés a Bet v 1.
Chez des sujets allergiques au pollen de bouleau avec ou sans
allergie a la pomme, les positivités enregistrées dans la famille
PR-10 ne sont pas cliniquement relevantes et le taux d’IgE
spécifiques aux homologues de Bet v 1 n’a qu’une tendance non
significative a atteindre des valeurs plus €élevées chez les
allergiques alimentaires [40]. L’ étude de Villalta sur 42 patients
allergiques au pollen de bouleau, et sensibilisés exclusivement
a Bet v 1 (Bet v 2 et Bet v 4 négatifs), dont on connait chez
19 I’absence de sensibilisation et d’allergie aux Prunoidées et
Apiacées, et chez 23 sujets, des allergies alimentaires, confirme
cette assertion, en I’étendant a 1’ensemble des Prunoidées [41].
Toutefois si Bet v 1 est négatif, une positivité isolée a I’'un ou
I’autre homologue attirerait 1’attention sur une sensibilisation
primaire a 1’aliment concerné (kiwi, céleri, carotte. . .)

De méme, la réactivité croisée est tres fréquente entre les
tropomyosines d’acarien (Der p 10) de blatte (Bla g 7), de
crevette (Pen a 1) et d’anisakis (Ani s 3), si bien que dans
certains cas d’allergie aux acariens, la positivité de Pen a 1 et
Ani s 3 n’a aucune spécificité. . .

5.2. Certains allergénes sont inopérants

La recherche d’anticorps anti-carbohydrate par Ana c 2
(bromélaine) est défectueuse car positive dans 10 % de 29 cas
de polysensibilisation, alors que la fréquence attendue est de
71 % [2,3].

Le diagnostic de 1’allergie au kiwi n’est pas abordable
actuellement par la biologie : Act d 8 (famille PR 10) traduit
une réactivité croisée avec Bet v 1. Act d 1 (actinidine) est plus
souvent positif chez les sujets sensibilisés avec prick test positif
que chez les allergiques vrais. Il n’y a pas de différences
significatives pour Actd 2 et Act d 5 entre les sujets sensibilisés
et allergiques vrais [42].

Dans le cas de I’allergie au latex, les avis sont partagés. Une
étude sur 52 cas montre que la combinaisonde Hevb 1, 3, 5, 6,
8,9, 10, 11 offre une sensibilité de 87 %, versus une sensibilité
du CAP au latex de 98 % [43]. Dans 1’étude d’Ebo, la
combinaison de Hev b 1.3.5.6 offre une sensibilité et une
spécificité de 100 % [44].

5.3. ISAC ne rend pas un service supérieur au CAP
unitaire

ISAC ne rend pas un service supérieur au CAP unitaire pour
le poisson, le lait, I’ceuf [18], 1a noisette [12] et d’'une maniere
générale lorsque I’on considere des allergenes issus de sources
allergéniques complexes, générant des profils de sensibilisation
individuels variés. Il ne permet pas la discrimination de
sensibilisations croisées non cliniquement relevantes et
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Tableau 3

Sensibilisation a la farine de blé explorée par test ISAC chez 13 patients.

N° DA ou AA ou PT blé PT Cap (U/L) Elisa TPO farine ISAC (ISU)

OE S° blé gluten de blé (g)

PT fractions IgE blé IgE IgE fractions Tria 18 Tri a gliadin Tri a 19,0101 Tri a aA_TI
allergeniques gluten allergéniques du (agglutinin ~ (crude gliadin) (omega 5 gliadine) (Inhibiteur
du blé (mm) blé (ng/ml) isolectin) Alpha amylase)

1 DA AA 9 7 o gliadine = 8,5 3,8 nf o gliadine =29 2 positif 0 0 0 0
B gliadine = 1 B gliadine =4
v gliadine = 0,5 ALB/GLO =29
® lentes =2 Gliadines =3
BPM =2 Autres = négatifs
autres = négatifs

2 OE AA 3,5 nf o gliadine = 6,5 56 18 o gliadine = 20 10 positift 0 0,53 0 2,48
LTP=4,5 B gliadine = 12

v gliadine =2
Gluténines BPM =3
LTP=38

ALB/GLO = 14
Glia totales =7
Autres = négatifs

3 OE AA en cours tolérance 4 2,5 nf 8,9 nf a gliadine = 14 4,5 négatif 0 0 0 0
LTP=19
ALB/GLO =12
Autres = négatifs
4 OE AA 0 nf nf 52 nf nf 14 positif 0 0 0 0
5 OE S 3 3 ALB/GLO =5 nf nf o gliadine = 0,5 nf 0 0 0 0
o gliadine = 5 B gliadine = 0,5
B gliadine = 3,5 AILB/GLO = 12
® lentes =2.5
Gluténines BPM =3
LTP=2,5
6 OE S + + LTP : + nf ALB/GLO =201 nf 0 1,32 0,59 2,56

o gliadine = 141

B gliadine = 126

v gliadine = 49

® lente =9

® 5 gliadine =42
Gluténines BPM = 133

LTP = 154

Glia totales = 201
7 OE S 0 nf nf 1,01 nf nf 0 0 0 0
8 OE N 0 nf nf 22 nf nf 0 0 0 0
9 DA nd nf nf nf nf nf AL GL =65 nf 0 0 0 0
10 DA S + nf nf nf nf Toutes fractions = nég  nf 0 0 0 0
11 DA S 35 nf nf nf nf nf 1 0 0 0
12 OE S 2 nf nf nf nf nf 0 0 0 0
13 DA nd 0 nf nf nég nf 30 : nég 0 1.9 0 0

DA : dermatite atopique, OE : cesophagite a eosinophiles, AA : allergie alimentaire, S : sensibilisation objectivée par prick test ou IgE spécifiques par Cap, AL GL : albumines/globulines, BPM : gluténines de bas poids
moléculaire, LTP : protéine de transfert lipidique, nd : non déterminé par prick-test et Cap farine de blé gluten, nf : non fait.
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d’allergies alimentaires chez les sujets allergiques aux pollens,
pour : la carotte, la noisette, céleri [12,45,46].

5.4. Les sources allergéniques insuffisamment représentées

La demande d’une extension progressive reposera sur
I’expérience des cliniciens, assurant une représentation de lieux
géographiques différents, et sur la caractérisation de nouveaux
allergénes majeurs.

Dans I’allergie a I’arachide, il a ét€ montré qu’Ara h 2 est
sensible et spécifique [47—49]. Les allergiques sont fréquem-
ment co-sensibilisés a Arah 1 et Ara h 3 [48,50]. Cependant ces
allergenes majeurs ne rendent compte que de 4,8 % des
allergies a 1’arachide dans la population italienne [51]. Dans
cette population, la LTP, Ara h 9, est présente dans 45 % des cas.
Ce n’est pas un marqueur spécifique d’allergie puisque présente
dans 26,7 % des cas de patients allergiques a la péche
sensibilisés a Pru p 3 [49]. L’importance d’Ara h 6 comme
allergene majeur (92 % des cas d’allergie en France) est
soulignée par I’étude montrant sa spécificité de 92 % [48]. Sa
représentation dans les populations du Sud n’est pas encore
connue. L’inclusion d’Ara h 6 et 7 serait utile, pour affiner les
différences de profils selon les populations non semblables
d’Espagne, Etats-Unis, Suede et France [50-52].

L’expérience que nous avons par 1’exploration des poly-
sensibilisations et des allergies alimentaires certaines montre
que différentes autres sources ne sont pas suffisamment
représentées.

Le blé est exploré par I’agglutinine nTri a 18, 'oméga
5 gliadine rTri a 19, des inhibiteurs d’alpha-amylase (nTri a aA
TI) et les gliadines (nTri a gliadin). Le diagnostic de
sensibilisation sur 13 cas n’a pu étre confirmé par ces
allergenes que dans quatre cas (Tableau 3). L’adjonction de
la nsLTP (Tri a 14) serait nécessaire : il s’agit d’un allergene
majeur de 1’allergie alimentaire au blé, également impliqué
dans I’allergie alimentaire a I’effort [53-55], et cité depuis peu
dans I’asthme du boulanger [56]. 11 serait également nécessaire
de disposer de la fraction albumines/globulines de la farine de
blé, a laquelle plus de 80 % des enfants allergiques au blé sont
sensibilisés [53], et qui contient d’autres allergénes que la LTP
et les inhibiteurs d’alpha-amylase [57].

De méme, les performances sont insuffisantes pour la
crevette pour laquelle il conviendrait de disposer de I’arginine-
kinase, allergéne mineur [58], pour la noix de cajou (Ana o 3 est
requise). Pour I’ceuf, I’adjonction de lysozyme Gal d 4 pourrait
étre utile quoiqu’une étude indique une déficience de réactivité
en test ISAC, par comparaison avec le CAP unitaire [18].

Dans le cas du pollen d’olivier, des allergeénes paraissent
importants Ole e 7 (nsLTP) et Ole e 11 (pectine méthylestérase)
[59].

5.5. Sources allergéniques encore non représentées

En matiere d’allergie alimentaire, il serait nécessaire de
disposer des allergénes majeurs et spécifiques des aliments
dont le risque d’anaphylaxie sévere est démontré : moutarde,
lupin, lentilles, noix, amande, sarrasin, mais, du déterminant

galactose alpha-1,3 galactose [29]. Le diagnostic d’allergie aux
légumineuses et aux laits de cheévre-brebis n’est actuellement
pas accessible.

6. ISAC appliqué a la recherche

Des études épidémiologiques ont été déja entreprises.
L’analyse de sérums de 23 077 patients italiens consultant, il est
vrai, dans des centres d’allergologie, a montré que 71 % des
sérums contenaient des IgE spécifiques a au moins un allergene
[60]. Les plus fréquents sont Cup a 1 (42,7 %), Der £ 2 (38,7 %),
Phl p 1 (37,9 %) Le premier allergéne alimentaire est Pru p 3
(9,8 %). Des différences relatives caractérisent des groupes
d’age [60].

ISAC sera également appliqué a I’étude de I’apparition
d’IgG4 spécifiques induites par des immunothérapies.

Les ISAC-inhibitions pourraient contribuer a 1’analyse des
réactivités croisées (RC), a I’appui du test d’activation des
basophiles. Il vient d’étre montré par ces méthodes conjointes
que la nsLTP de mire (Morus spp) a une forte RC avec les
nsLTP de péche, noisette, armoise, et que cet allergene a bien
une activité biologique, lorsqu’il est testé chez des sujets
allergiques a Pru p 3 [61].

7. Conclusions

A coté des avancées qu’a apporté le test d’activation des
basophiles, le test ISAC offre un espoir certain d’approfondisse-
ment. Toutefois, étant donné la multiplicité des informations et la
nécessité des connaissances sur les allergenes spécifiques et les
allergénes croisants, le test ISAC ne saurait étre un test de
dépistage, ni méme de premiere intention [62—64].

Le test ISAC se positionne comme la biologie d’avenir en
allergologie. Des lors il devra tenir compte des attentes des
cliniciens. En matiere de diagnostic, le probleme est aigu pour
I’allergie alimentaire. Les résultats attendus sont la limitation
des moyens invasifs de diagnostic, encore actuellement
indispensables, que sont les tests d’introductions réalistes en
double insu. Les autres exigences des cliniciens sont de
disposer de modeles probabilistiques de prédiction de la
persistance d’une allergie, comme de sa sévérité. Le probleme a
été abordé€ par le diametre des prick-tests et le taux des IgE
spécifiques a la source allergénique. Des valeurs prédictives
intéressantes d’allergie ont été établies, mais elles sont
variables selon les populations [65-67].

Ces problémes ne pourront trouver une solution satisfaisante
que par la constitution d’un systéme expert d’informations qui
sera la véritable aide au diagnostic du futur [68,69].

Ce systéme expert sera construit sur la prise en compte des
multiples données du test ISAC : combinaisons des allergenes
d’une source et intensités de fluorescence. Mais ces données
biologiques n’auront de sens qu’appariées a des données
cliniques tres précises concernant la pathologie allergique, sa
persistance, le risque de sévérité d’apres la gravité de la maladie
chronique ou celle d’une réaction aigué antérieure. Les données
biologiques devraient étre analysées selon un score d’impu-
tabilité clinique qu’il serait nécessaire de déterminer par un
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consensus. Cette association stricte des données biologiques et
cliniques n’est pas encore abordée. Le traitement de ces
données appariées, par des moyens mathématiques complexes
aboutissant a des systémes experts d’information, justifiera
I’expansion, et dirigera I’avenir des micro-assays comme ISAC
[69,70].
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