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SUMMARY

RESUME

Les auteurs rapportent leur expérience concernant
I’élevage des acariens de la poussiére domestique : Der-
matophagoides pteronyssinus, Glyciphagus destructor
et Tyrophagus putrescentice. Deux sortes d’extraits an-
tigéniques ont été préparés a partir de ces trois es-
péces d’acariens. Une identité antigénique entre la
la poussiére domestique et Dermatophagoides pteronys-
sinus est mise en évidence par immunodiffusion. Par
cette méme méthode, les auteurs constatent de nom-
breux arcs de précipitation dans les sérums de lapins
hyperimmunisés (7 a 13), ainsi que dans le sérum de
malades allergiques a la poussiére. Sur 87 malades, 65
avaient des précipitines vis-d-vis de D. pteronyssinus.
Des arcs de précipitation sont révélés aussi par immu-
no-électrophorése. Le dosage des IgE et la recherche
des précipitines ont été effectués parallélement chez 32
malades., La coexistence d’un taux élevé des réagines et
de précipitines est observée dans 77,2 p. cent de cas.

Une bonne corrélation entre les résultats obtenus par
immunofluorescence et immunodiffusion a été observée
dans une série de 44 malades.

Results of research into the allergizing function of the

Acaridae in dust. An immunological study of patients’
sera and the sera of hyperimmunized rabbits. — The
authors describe their experiments with breeding house

dust Acaridae : Dermatophagoides pteronyssinus, Glyciphagus
destructor and Tyrophagus putrescentize. Two kinds of anti-
genic extracts were prepared from these three types of Aca-
ridae. Immunodiffusion showed house dust and Dermatopha-
goides pteronyssinus to be antigenically identical. By this same
method, the authors have found many precipitation ares in
the sera of hyperimmunized rabbits (7 to 13), as well as in
the sera of patients allergic to dust. Out of 87 patients, 65
produced precipitins in response to D. pteronyssinus. Precipi-
tation arcs were also found by immunocelectrophoresis. Assess-
ment of IgE and investigation for precipitins were carried
out concurrently on 32 patients. The coexistence of a high
level of reagins and precipitins was found in 77.2 per cent of
the cases.

A satisfactory correlation between the results obtained by
immunofluorescence and immunodiffusion was found in a
group of 44 patients.

MOTS CLES MEDLARS : Poussiéres - Acariens - Allergie respi-
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A Strasbourg, les recherches concernant les al-
lergies a la poussiére de maison, entreprises depuis
1965, aboutissent, par une voie différente de celle
des auteurs hollandais, 2 la mise en évidence des
acariens. C’est la présence d’un taux élevé de pro-
téines dans les extraits de poussiére, qui nous fit
rechercher un facteur biologique dans celle-ci [2, 3].

Nous avons dans un premier temps hyperimmu-
nisé des lapins avec Vl'extrait de poussiére domesti-
que préparé par nous-méme et mis en évidence la
présence d’anticorps précipitants anti-poussiére dans
I'immum-sérum ; puis nous avons constaté la pré-

(*) Travail présenté aux X° Journées Nationales d’Allergologie,
Strasbourg, mai 1972.

(**) Clinique dermatologique (Pr A. Basset) et Institut de Para-
sitologie (Pr J. Callot), CHU, BP 426/R 5, 67005 STRASBOURG.

sence d’anticorps précipitants anti-poussiére dans les
sérums des malades allergiques a celle-ci par la mé-
thode d’immunodiffusion en gélose. Lorsque nous
disposimes des extraits d’acariens, préparés a par-
tir des différentes espéces élevées dans nos laboratoi-
res, nous pilimes metire en évidence, toujours par la
méme méthode, 1’existence d’une fraction antigéni-
que commune 2 la poussiére domestique et l’aca-
rien Dermatophagoides pteronyssinus. Nous avons
fait part de ces résultats dans des communications
antérieures [4, 5, 6]. Plus récemment nous avons
hyperimmunisé des lapins avec des extraits préparés

ARAUJO-FONTAINE A., MILTGEN F., ROMBOURG H., MOLET
B., PAULI G., BASSET A. — Contribution & l'étude du rdle al-
lergisant des acariens de la poussiére. Etude immunologique
des sérums des malades et des sérums des lapins hyperim-
munisés. Rev. frang. Allergol.,, 1974, 14 (n° 2), 91-96.




92

a partir des élevages de Dermatophagoides pteronys-
sinus et de Glyciphagus destructor. Nous voulons
rendre compte ici de 'orientation légerement diffé-
rente de nos recherches, qui utilisent d’autres mé-
thodes que celles précédemment décrites, ainsi que
les résultats obtenus.

MATERIEL ET METHODES

Nos recherches sont orientées dans cinq directions :
I’élevage des acariens, la préparation des antigénes a
partir des acariens, la recherche des précipitines chez
Panimal hyperimmunisé et chez les malades aller-
giques, la recherche d’anticorps par immunofluores-
cence indirecte chez ces mémes malades et le dosage
du taux des IgE dans les sérums des malades.

ELEVAGE DES ACARIENS

Il comporte 1’analyse biologique des poussiéres et
I’élevage proprement dit.

Cent échantillons de poussiére provenant de mai-
sons de sujets allergiques ont été analysés par la mé-

thode de Voorhorst-Spieksma [12].

Pour D’élevage proprement dit, nous avons suivi
la technique de ces mémes auteurs. Néanmoins, nous
avons introduit une variante. Les Glyciphagus des-
tructor, élevés habituellement sur de la farine de
seigle, et les Tyrophagus putrescentiz, élevés sur du
lait en poudre, ont été ici élevés sur poudre de squa-
mes humaines additionnée de levure (Sacharomyces
cerevisize), c’est-a-dire le méme milieu que pour
Dermatophagoides pteronyssinus.

PREPARATION DES ANTIGENES

Nous avons préparé a partir des élevages des trois
espéces d’acariens (Dermatophagoides pteronyssinus,
Glyciphagus destructor et Tyrophagus pulrescentiz)
deux sortes d’extraits.

Le premier, destiné aux épreuves cutanées et ven-
tilatoires (effectués par le D Pauri), est préparé
selon la méthode de Voorhorst-Spieksma [11].

Le second est utilisé pour les tests d’immunodiffu-
sion et d’'immunoélectrophorese, ainsi que pour I'im-
munisation des lapins. Pour celui-ci, nous avons
adopté les méthodes préconisées par BIGUET et ses
coll. [7] pour la préparation des antigénes. Les aca-
riens des élevages de 15 jours a 1 mois et demi,
selon les espéces et le milieu nutritif, sont mis au
congélateur pendant quelques jours pour les tuer.
Le tout est ensuite broyé au mortier avec la poudre
de carborandum (grain 800) a sec pendant une
heure, et mis en suspension avec agitation magnéti-
que dans une solution de NaCl a 1 p. mille pendant
24 heures a 4 °C, puis centrifugé a 4 500 tours,
une fois 10 minutes pour supprimer le carborandum
et les gros débris, une deuxiéme fois & 4 500 tours
pendant une demi-heure, le tout a 4 °C. Les pro-
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téines du surnageant sont ensuite précipitées par
lacétone a +4 °C (deux fois) puis lavées a 1’éther
deux fois. Le produit sec obtenu nous sert d’anti-
géne. Ceci est valable, pour les extraits que mnous
utilisons depuis le 1°" janvier 1972.

Immunisation des lapins

Cinq lapins ont été immunisés ; deux avee I’anti-
gene Dermatophagoides pteronyssinus, deux avec
Iantigéne Glyciphagus destructor et un témoin avec
I'adjuvant de Freund, complet et incomplet.

Dix mg d’antigéne sec sont dissous dans un demi
ml d’eau physiologique et mélangés a un volume
égal d’adjuvant de Freund complet, pour les quatre
premiéres injections, puis incomplet pour les sui-
vantes.

Les lapins sont inoculés dans les aires ganglion-
naires axillaires a raison de deux injections par se-
maine, pendant dix semaines. Du sang est prélevé
avant immunisation, puis en cours d’immunisation,
puis & nouveau au bout de 10 semaines, par aspira-
tion au niveau de la veine marginale de l'oreille.

Sérums humains

Notre étude comporte 97 sérums. De ces sérums,
87 ont été prélevés chez des malades allergiques,
dont 67 présentaient les traits de Vatopie (antéeé-
dents héréditaires, polysensibilisation, troubles vaso-
moteurs) ; 16 étaient d’asthmatiques non atopiques ;
4 des pneumopathies diverses. Les 10 autres étaient
des sérums témoins, prélevés chez des sujets n’ayant
pas d’allergie connue. Ces sérums ont été gardés sans
conservateur au congélateur 3 —18 °C, et depuis
le premier janvier 1972 a —70 °C.

TECHNIQUE UTILISEE POUR LES PRECIPITATIONS EN
GEIOSE

L’'immuncdiffusion est réalisée en gel d’agarose,
en tampon véronal sodé, HCl a pH 8,2, force ioni-
que 0,05.

Limmunoélectrophorése est réalisée en gel d’agar
au méme pH et & la méme force ionique.

Pour I'immunodiffusion, les sérums sont utilisés
non concentreés. ;

Pour I'immunoélectrophorése, les sérums sont con-
centrés trois fois par lyophilisation. La diffusion est
effectuée pendant 36 heures. Puis les lames sont
lavées, ensuite plongées dans un bain de citrate de
sodium a 5 p. cent, afin d’éliminer les éventuels
Pprécipités non spécifiques : protéine C, anti-protéine
C ; finalement elles sont déminéralisées et colorées
a I’amido-Schawarz.

IMMUNOFLUORESCENCE

Les acariens sont tués par congélation 3 —18 °C.
On les met alors en suspension dans trés peu d’eau
physiologique a pH 7,2. Cette suspension est mise
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dans un boudin de muscles congelé, puis on fait des
coupes de 4 p d’épaisseur au microtome a congéla-
tion. Ces coupes déposées sur lame servent d’anti-
géne.

La réaction est faite par immunofluorescence in-
directe, selon la méthode classique [1]. Les coupes
sont ensuite contrecolorées au bleu d’Evans au 1/
5000 afin d’¢liminer les fluorescences non spécifi-
ques.

DosacEs pEs IGE

Ils ont été effectués sur 32 sérums de malades par
le D* R. TrierRY de 'Institut de bactériologie (Ser-
vice du P* Minck), par la technique de radio-immuno-
absorption (RIST, Pharmacia Upsala). Les résultats
sont exprimés en unités ; une unité correspond a
2,42 nanogrammes.

RESULTATS

ANALYSE DES POUSSIERES

Sur cent échantillons, nous avons trouvé une po-
pulation d’acariens faite essentiellement de Derma-
tophagoides pteronyssinus, Euroglyphus maynei, Gly-
ciphagus destructor, Tyrophagus putrescentize, et
accessoirement de Dermatophagoides farinze, Chor-
toglyphus arcatus, Klemania plumigera, Goheria,
Sturnophagoides bresiliensis Fain.

Nous avons pu isoler en élevage trois especes
Dermatophagoides pteronyssinus, Glyciphagus des-
tructor et Tyrophagus putrescentize.

Nous avons trouvé un pourcentage particuliére-
ment élevé, 97 p. cent, de Dermatophagoides ptero-
nyssinus, dans les poussiéres provenant des matelas
de nos malades.

IMMUNODIFFUSION

Nous utilisions auparavant la technique de Hart-
MANN et TorLLiEZ [9], variante du procédé d’Ouch-
terlony. Par cette méthode nous avions montré la
présence d’une fraction antigénique commune a la
poussiére domestique et a ’acarien Dermatophagoides
pteronyssinus, dans I'immun-sérum anti poussiére et
dans les sérums des malades allergiques.

Etant donné les limites de cette microméthode,
nous avons adopté les techniques préconisées par
BIGUET et coll. ; plus analytiques ces techniques nous
ont permis de constater, avec les sérums hyperim-
muns de lapins, que les acariens se comportent
comme des antigénes puissants, provoquant ’appa-
rition d’'un nombre considérable d’arcs de précipi-
tation (7 a 13 arcs) ; et qu'en plus de la présence
d’une fraction antigénique commune 2 la poussiére
domestique et a D’acarien D. pteronyssinus, il existe
des communautés antigéniques entre les différentes
especes d’acariens.
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En ce qui concerne la série de 97 sérums de ma-
lades allergiques, étudiés, nous avons pu, par cette
méthode confirmer la présence de précipitines dans
les sérums de malades, constater que, mises a part
les fractions antigéniques communes & la poussiére
domestique et a 1’espece Dermatophagoides pteronys-
sinus, il existe aussi des communautés antigéniques
entre les trois especes étudiées, enfin que le nombre
d’arcs de précipitation varie ainsi que l'intensité et
la qualité, selon les cas.

IMMUNOELECTROPHORESE

Pour les lapins hyperimmunisés, un nombre con-
sidérable d’arcs apparait ; il existe des arcs com-
muns aux deux antigénes utilisés : D. pteronyssinus,
G. destructor.

Pour les sérums de malades, nous avons obtenu
en immunoélectrophorése un maximum de cinq arcs.

L’ENSEMBLE DE NOS RESULTATS est exposé dans
les tableaux I, II et III.

Le tableau I montre :

1) que la poussiére standard, telle que nous pou-
vons nous la procurer dans le commerce, n’est pas
utilisable en immunodiffusion du fait, peut-étre, de
sa faible concentration en antigéne ;

2) qu’il existe un parallélisme étroit entre la pous-
siere domestique et 1’acarien Dermatophagoides pte-
ronyssinus ;

3) que les différences des trois malades peuvent
étre expliquées par une allergie 4 un autre compo-
sant de la poussiere ;

4) que le nombre des réactions positives aux au-
tres espéces d’acariens étudiés, ainsi qu’a d’autres
allergénes, est inférieur a celles de Dermatophagoides
pteronyssinus ;

5) que le milieu de culture se comporte comme
un élément neutre.

Le tableau II nous permet de dire que lorsque
I'on prend une série de malades positifs aux tests de
provocation et aux intradermo-réactions, aux deux
allergénes, on obtient une bonne corrélation avec la
positivité des tests en immunodiffusion.

Le tableau 1II monire qu’il existe une corrélation
étroite entre la positivité des tests cutanés et la posi-
tivité des tests en immunodiffusion, et que les: réac-
tions plus franchement positives en immunodiffusion
correspondent en général & des atopies franches.

IMMUNOFLUORESCENCE

45 sérums de malades sensibilisés a4 la poussiere
ont été testés sur trois antigénes d’acariens différents :
D. pteronyssinus ; T. putrescentize et G. destructor.
43 d’entre eux sont positifs 4 un taux d’au moins
1/40, 15 de ces 43 sérums sont positifs sur un seul
antigéne, dont 8 sur T. putrescentize ; 14 sérums
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TABLEAU I

IMMUNODIFFUSION EN GEIOSE

, Nousreg REACTIONS | REACTIONS TémoINs
ANTIGENES TESTES b POSITIVES NEGATIVES .
MALADES ‘ ’ POSITIFS NEGATIFS
Poussiére standard (Pasteur) 87 33 54 9 0 10
Poussiére domestique 87 66 21 0 10
D. pteronyssinus 87 63 24 2 8
T. putrescentiae 87 42 45 0 10
G. destructor 40 11 29 0 10
Poussiéres sans acariens 40 15 25 0 10
Moisissures du groupe IT 22 1 21 0 10
Milieu de culture 40 0 40 0 10
TABLEAU II
IMMUNODIFFUSION
NOMBRE POUSSIERE
DE D. PTERONYSSINUS STANDARD Di‘;?gf‘fF
MATADES (PASTEUR) QUE
— + — + — +
126 2a6 1a2 2a6 1a2 2a6
IDR
poussiére standard 4
D. pteronyssinus -
34 7 21 6 20 14 0 4 18 12
Test de provocation ——— —— e g
poussiére standard + 27 14 30
D. pteronyssinus -+

TABLEAU III

TESTS CUTANES ET TESTS EN IMMUNODIFFUSION

i 1
INT‘RADERMO— IMMUNODIFFUSION INT}RADERMO—REACTIONS
REACTIONS A D’AUTRES ALLERGENES

No CLINIQUE

P. P.

PS D. pt. | D.pt. | domes- | sans | Plumes M1 M2 Farine | Pollens
tique |acariens
9 bronchite - + 1la 2a 0a 4 +

11 asthme, eczéma + —+ 0a 0a 0a +
41 rhinite + + 3a 3a 0a +
45 eczéma atopique + + 5a 5a 0a +
52 asthme atopique + + 2a 4a 0a + 4 +
53 asthme atopique + -+ 5a 2a Oa +
54 asthme, eczéma + -+ 2a 0a 0a +
55 asthme, eczéma + + 1a 1la 0a
57 asthme, eczéma + 2a 1a 0a +
60 rhinite + — 0a 0a 0a +
61 eczéma atopique + + 0a 0a 0a -+
63 rhinite -+ —+ 0a 0a 0a +
67 eczéma + — 2a 0a 0a
84 asthme + — Oa 0a 3a +
87 eczéma atopique -+ -+ 2a 2a 0a + + + +

PS : poussiere standard. D. pt. : Dermatophagoides pteronyssinus.
M1 : moisissure du groupe I. M2 : moisissure du groupe II.
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TABLEAU 1V

RESULTATS DE 44 SERUMS DE MALADES ALLERGIQUES
A LA POUSSIERE TESTES EN IMMUNOFLUORESCENCE (IMF)
ET EN IMMUNODIFFUSION (ID) SUR ANTIGENE D’ACARIEN

IMF
\ 0 1 /40e 1/80e | 1/160¢ | Total
1D
0 arc 1 1 1 0 3
1 a2 arcs 1 10 16 0 27
+ de 2 arcs 0 4 6 4 14
Total 2 15 23 4 44

sont positifs sur 2 antigénes, dont 13 T. putrescen-
tize. Enfin 14 sérums sont positifs sur les trois an-
tigénes.

On retiendra de ces résultats, la grande sensibilité
de I'antigéne T. putrescentiz.

Par ailleurs 44 de ces sérums ont été testés éga-
lement en immunodiffusion avee les trois mémes
antigénes. Les résultats sont exprimés dans le tableau
IV qui prouve l'existence d’une bonne corrélation
entre le nombre d’arcs en immunodiffusion et le
taux de positivité en immunofluorescence.

Dosace pes IcE

Le dosage des IgE a été effectué chez 32 malades
atteints d’eczéma atopique, asthme atopique, asthme
non atopique, rhinite atopique, pneumopathie (mi-
liaire) et gale.

Les résultats sont exposés dans le tableau V. Ce
tableau nous permet de constater que, chez les ma-
lades présentant les traits de l’atopie, il existe 72 p.
cent de positifs supérieurs 2 1 000 U (compris entre
1 000 et 4 000 U) et 28 p. cent seulement inférieurs

TABLEAU V
IMMUNO- DOSAGE
DIAGNOSTIC NO;)’:?RE DIFFUSION pEs IgE
. MALADES
-+ -— |> 1000{< 1000
Fczéma
atopique 5 5 0 5 0
Asthme
atopique 19 18 1 12 7
Asthme
non atopique 5 5 0 0 5
Rhinite 1 0 1 1 0
Pneumopathie
" (miliaire) 1 1 0 1 0
Gale 1 1 0 0 1
Total 32 30 2 19 13
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a 1000 U (compris entre 380 et 900 U). Nous avons
pu observer la coexistence d’un taux élevé de réagi-
nes et de précipitines dans 77,2 p. cent de cas.

DISCUSSION

Comme nous l’avions déja signalé auparavant, il
apparait dans nos expériences une fraction antigéni-
que commune a la poussiére domestique et a I'es-
peéce d’acarien D. pteronyssinus.

Avec les techniques utilisées actuellement nous
avons pu constater :

— Dapparition d’un plus grand nombre d’arcs de
précipitation tant dans I'immun-sérum de lapins que
dans les sérums des malades allergiques a la pous-
siere et aux acariens de la poussiére ;

— DTexistence d’importantes réactions croisées non
seulement entre la poussiére et D. pteronyssinus,
mais aussi entre les trois especes d’acariens étudiés ;

— Jl’existence des fractions propres a chacune des
espéces d’acariens ;

— la plus grande fréquence de positivité vis-a-
vis de 1’espéce D. pteronyssinus par rapport aux au-
tres especes : G. destructor, T. putrescentiz. En effet,
sur 87 malades I'immunodiffusion était positive pour
D. pteronyssinus dans 65 cas ; parmi ces 65 cas, 39
avaient également des précipitines vis-a-vis de T.
putrescentize, 3 malades seulement avaient des pré-
cipitines avec T. pufrescentiz, sans en avoir vis-a-
vis de D. pteronyssinus ;

— la neutralité de notre milieu de culture (ta-
bleau I). Ceci peut s’expliquer par la grande con-
centration d’acariens dans nes élevages, qui fait
qu’au moment de la préparation de l’antigene, il
ne reste guere de squames humaines car elles ont été
consommées par les acariens eux-mémes ; d’autre
part la petite quantité de levures (Sachaeromyces
cerevisizz) n’est pratiquement pas altérée par le
broyage a sec et est éliminée lors de la préparation
de l'antigéne, c’est-a-dire que nos lapins sont hyper-
immunisés avec un antigéne constitué presque exclu-
sivement d’acariens et de leurs déjections.

Tout cela nous suggere I'importance, dans ce genre
d’expérience, des techniques utilisées pour la pré-
paration des antigénes, I'immunisation des animaux
et la trés grande importance des données techniques
dans la préparation des gels (pH, fi, etc.) dans 1'im-
munodiffusion et l'immunoélectrophorése, dont il
faut tenir compte dans l'appréciation des résultats.
Ainsi peut-on comprendre pourquei certains auteurs
comme Mivamoro, OsHIMA et IsHizaxi [10], trou-
vent des bandes tres faibles de précipitation vis-a-
vis de l'extrait de poussiére et pas de précipitation
vis-a-vis des extraits d’acariens, tandis que DascupTa
et CUNLIFFE [8] trouvent trés peu d’arcs de précipi-
tation vis-a-vis des acariens, bien que ces arcs de pré-
cipitation soient de forte intensité et nets, mais ces



