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1. Définitions et généralités
1.1. Asthme professionnel (AP) et asthme exacerbé par le travail

L’asthme est une pathologie chronique des voies aériennes induisant une activation de
I’immunité innée et adaptative et résultant en une hyperréactivité bronchique, une
surproduction de mucus et une augmentation de la sensibilité des cellules musculaires lisses
bronchiques avec une majoration de la contraction en réponse a des stimuli non spécifiques
comme I’air froid ou I’exercice physique (1). L’inflammation bronchique et I’hyperréactivité
bronchique conduisent par la suite a un remodelage des voies aériennes supérieures. Comme
I’asthme allergique, I’AP et 1’asthme exacerbé par le travail sont des pathologies
multifactorielles impliquant des facteurs génétiques, environnementaux et des influences

comportementales.

L’exposition professionnelle peut induire un asthme, un équivalent d’asthme (bronchite a
¢osinophiles par exemple) ou exacerber un asthme préexistant ou coexistant. Une exposition
professionnelle a des produits irritants peut également induire des symptomes respiratoires

liés a un asthme induit par un agent irritant (2).

En milieu professionnel on distingue deux situations (3,4) :
- I’AP qui est un asthme de novo, conséquence d’une exposition professionnelle.
- D’asthme exacerbé par le travail qui correspond a un asthme préexistant exacerbé ou

aggravé par une exposition professionnelle.

L’AP et ’asthme exacerbé par le travail ne sont pas exclusifs. Un AP peut par la suite étre
exacerbé par le biais de modifications des conditions de travail. En pratique, I’AP est prouvé
lors d’un test de provocation spécifique positif a un agent présent dans 1’environnement

professionnel. Notre étude s’intéressera aux AP de novo.
La définition de 1I’AP nécessite une unité temporelle et spatiale ¢’est-a-dire une relation entre

les symptomes d’asthme et le travail (anamnese, débit expiratoire de pointe), une exposition,

et pour I’AP I’absence d’asthme préexistant (5).

Cf. Annexe 1 : Classification de I’AP.
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1.2. Asthme induit par un agent irritant ou « reactive airway dysfunction
syndrome » (RADS)

Le RADS est une entité d’asthme pouvant étre d’origine professionnelle (6). Il s’agit d’une
symptomatologie respiratoire apparaissant lors d’une exposition unique ou d’expositions
répétées, alors appelé « acute irritant-induced occupational asthma », a de faibles doses d’un
agent irritant bronchique. Les symptomes consistent le plus souvent en une toux et une
dyspnée sifflante (7). Ils apparaissent dans les 24h apres I’exposition et persistent au moins 3
mois (8).

Dans le RADS on peut retrouver une obstruction bronchique aux EFR et le test de
provocation non spécifique a la métacholine est souvent positif. Une rémission est vue chez
25% des patients dans les 2 ans suivant I’exposition a I’irritant ou I’accident (9,10).

Le RADS est considéré comme non immunologique et le mécanisme physiopathologique ne
semble pas dépendre pas d’une sensibilisation immune (2,3,11). La nature et la sévérité de
I’inflammation générée dans le RADS dépendent de la nature de 1’exposition, dont I’intensité
d’exposition et les propriétés physico-chimiques de 1’agent irritant (état, vapeur, pression,

solubilité, réactivité chimique).
2. Epidémiologie

L’AP représente 10% a 25% des asthmes selon les pays avec une incidence de 250 a 300 cas
par million de personnes et par an (12,13). A ce jour, plus de 400 agents liés au travail
susceptibles d’induire un AP ont été identifiés (14).

Les facteurs prédisposant et les facteurs de susceptibilité d’AP parmi les travailleurs sont
I’atopie (surtout pour les molécules de haut poids moléculaire (HPM)) (15,16), les facteurs
génétiques (17,18) et le tabagisme (19). La prévalence de I’AP semble également plus
importante chez les femmes (20). Aucun de ces facteurs ne permet, pour un patient donné, de
déterminer un risque de sensibilisation en cas d’exposition professionnelle a un agent
sensibilisant (21). La fréquence et ’intensité d’exposition a des agents sensibilisants comme

la farine et les persulfates semble cependant augmenter le risque de développer un AP (2).
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3. Exposition

On distingue deux types de molécules pouvant étre a 1’origine d’un AP (22) :
- Les agents de haut poids moléculaire (HPM) dont le poids moléculaire est supérieur a
10.000 Da. Les farines de bl¢, de seigle et d’orge appartiennent a cette catégorie.
- Les agents de bas poids moléculaire (BPM) dont le poids moléculaire est inférieur a

1000 Da. Les persulfates appartiennent a cette catégorie.

La majorit¢ des HPM sont des protéines ou des complexes polysaccharidiques. Les BPM
contiennent souvent des groupements fonctionnels avec au moins 2 groupements azote et/ou
oxygene réactifs et la faculté de se conjuguer avec la lysine. Les groupes fonctionnels réactifs
des BPM sont connus pour leur capacité a créer des liaisons covalentes avec des
macromolécules du «soi» telles que I’albumine sérique humaine et pour causer des

modifications structurelles protéiques incluant la création de nouveaux déterminants

antigéniques capables d’entrainer une sensibilisation immune (23).

L’AP et D’asthme exacerbé par le travail résultent d’interactions entre des facteurs
environnementaux et des facteurs intrinseques (24,25) :
- Parmi ces facteurs environnementaux on trouve, la voie d’exposition (cutanée ou
respiratoire), le type d’agent causal, les caractéristiques particulaires de 1’agent causal
(taille de la particule, structure, volatilité), le niveau d’exposition (concentration, durée
d’exposition) et le mode d’exposition (gaz, particule).
- Les facteurs intrinséques comportent le sexe, la susceptibilité génétique, I’atopie,

I’hyperréactivité bronchique non spécifique et la rhinite.

L’AP et I’asthme exacerbé par le travail sont consécutifs & une exposition a I’agent causal sur
le lieu de travail (3). Les patients peuvent également étre exposés a domicile a d’autres agents

irritants ou sensibilisants comme les acariens, les pollens, la pollution ou la fumée de tabac.
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4. Physiopathologie de I’AP

4.1. Inflammation immune

4.1.1. Généralités

Le mécanisme physiopathologique de I’AP est en partie similaire a celui de I’asthme non
professionnel. Pour les HPM et certains BPM en dehors des persulfates le mécanisme semble
étre IgE-induit et une sensibilisation préalable est nécessaire. Pour les molécules de bas poids
moléculaire telles que les persulfates le mécanisme est encore incompris mais semble
impliquer un mécanisme inflammatoire non IgE-médié (2,24). On retrouve a chaque fois une
infiltration bronchique de type éosinophilique, neutrophilique ou les deux (24).

Les expositions professionnelles impliquent le plus souvent un agent auquel le patient se
sensibilise, et plus ou moins associé a des facteurs irritants (7). La sensibilisation peut se faire
par voie cutanée ou respiratoire mais l’exposition est toujours respiratoire en cas de

symptomes d’AP (23,24,26).

L’ AP peut survenir avec ou sans période de latence (3,4,27) :
- L’AP avec période de latence est décrit principalement pour les HPM et certains BPM
par le biais d’'un mécanisme probablement immuno-allergique.
- L’AP sans période de latence est décrit principalement pour les BPM par le biais d’un

mécanisme probablement irritatif.

4.1.2. Mécanismes IgE-médiés et réponse immunitaire adaptative

Dans la réaction d’hypersensibilité de type I les IgE se lient entre elles avant d’étre reconnues
par les récepteurs mastocytaires, induisant une dégranulation et la libération de médiateurs
pro-inflammatoires. La sensibilisation immune se produit apres inhalation de 1’allergéne par
le biais d’une présentation antigénique par les cellules dendritiques aux lymphocytes T helper
CD4+ (Th) dans les ganglions lymphatiques régionaux. Le rdle des cellules épithéliales

bronchiques est crucial dans 1’activation des cellules dendritiques (1).
L’activation des lymphocytes T initie la réponse immunitaire. La nature de la réaction

immunitaire dépend de I’environnement cytokinique au niveau du site d’activation

lymphocytaire. En fonction des facteurs de susceptibilité et des épitopes antigéniques les
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lymphocytes Th se différencient en sous-populations de lymphocytes T effecteurs capables de
produire différents types de cytokines. Par la suite il y a une activation du lymphocyte B par
le lymphocyte T activé, puis un changement d’isotype et donc du type d’immunoglobuline

synthétisée par le lymphocyte B activé (1).

La polarisation du lymphocyte T peut suivre différentes voies.

La polarisation de type Th2 est la principale voie inflammatoire de 1’asthme allergique. Elle
implique la transcription du facteur GATA-3 avec pour principales cytokines impliquées les
interleukines 1L-4, IL-5, IL-9 et IL-13. L’IL-4 est cruciale pour la différenciation et
I’expansion des lymphocytes Th2 (28) et I’IL-4 associée a I’IL-13 promeut le changement
d’isotype de la production d’IgM a la production d’IgE (29) ainsi que l’expression de
récepteurs de faible et haute affinité aux IgE (récepteurs Fc€). L’IL-5 est impliquée dans la
production, la différenciation, 1’activation et la survie des polynucléaires ¢osinophiles (PNE)
(1,30). L’IL-13 agit sur les cellules épithéliales et les cellules musculaires lisses des voies
aériennes en favorisant le remodelage bronchique et le développement d’une hyperréactivité

bronchique (31).

La polarisation de type Thl induit une inflammation impliquant la transcription du facteur
Tbet et dont les principales cytokines sont 'IFN-y, le TNFa, I'IL-1, I'IL-6 et I’IL-8. La
différenciation des lymphocytes B se fait vers des cellules phagocytaires. La voie Thl est
principalement impliquée dans les défenses contre les pathogenes intracellulaires. Cette voie
inflammatoire est altérée dans les pathologies granulomateuses et les maladies auto-immunes.

Les voies Thl et Th2 s’inhibent mutuellement par le biais des génes SOCS (32).

La polarisation de type Thl7 est observée dans l'inflammation de patients asthmatiques
présentant un profil d’infiltration cellulaire de type neutrophilique avec une synthése moins
importante de cytokines de type Th2. Ces asthmes ont un phénotype différent et sont
fréquemment d’installation tardive et plus séveres avec une obstruction bronchique souvent
non réversible. On retrouve une prédominance de polynucléaires neutrophiles (PNN) avec des
cytokines de type Thl et/ou Th17. La voie Th17 implique la transcription du facteur RORyT
et la synthése de I’'IL-17 et de I’'IL-22 (33). Cette voie, bien que de plus en plus étudiée, reste

méconnue (34).
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La voie de la tolérance immune et des lymphocytes T régulateurs est médiée par le facteur de
transcription Foxp3 qui permet la synthese de lymphocytes T régulateurs inductibles (iTreg).
Cette voie induit une tolérance immune et une diminution des médiateurs de I’inflammation.
Dans cette voie inflammatoire on observe la synthése de cytokines de type IL-10 et TGF-§,
qui permettent la suppression de 1’activation des cellules dendritiques bronchiques et la
prévention de I’angiogeneése par le biais d’interactions avec les cellules épithéliales (1). Chez
les patients asthmatiques sévéres en exacerbation on observe une diminution des lymphocytes
Treg et des cytokines de type IL-10 et TGF-béta dans le sang et dans les expectorations (35).
Ces altérations de la voie Treg induisent un déséquilibre entre les différentes voies

inflammatoires en faveur de la voie Th2 (1,36).

D’autres voies inflammatoires sont impliquées dans [’asthme (23) telles que les voies Th9 et
Th22. Les iNKT jouent également un role dans la pathogénie et I’aggravation de I’asthme.
Leur rdle reste a déterminer et il existe encore peu de données publiées dans la littérature sur

le sujet.

La vision d’une inflammation de type Thl, Th2 ou Thl7 est probablement trop simpliste.
L’une des principales hypotheses actuelles va dans le sens d’une plasticité lymphocytaire avec

la synthese de cytokines de plusieurs voies inflammatoires dont 1’une prédomine (1,37,38).

Cf. Annexe 2 : Physiopathologie de I’inflammation de type Th2 dans I’asthme.

4.1.3. Mécanismes immuns a médiation cellulaire

L’immunité a médiation cellulaire semble étre impliquée dans la physiopathologie de 1’asthme
mais il existe encore peu de données de la littérature a ce sujet. Dans 1’asthme de type Th2
certaines cellules dendritiques et les monocytes présents localement peuvent acquérir des
compétences phagocytaires des macrophages. Dans I’inflammation de type Th2 ces

monocytes peuvent ¢galement produire des substances activatrices des PNN et des PNE (1).
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4.1.4. Réponse immunitaire innée

Dans I’asthme les cellules de I’'immunité innée semblent jouer un rdle important dans
I’inflammation, notamment par le biais de la production de cytokines et chémokines pro-
inflammatoires chémoattractantes (23,39). Lorsque ces cellules sont altérées on retrouve une

diminution de la détoxification ainsi qu’une majoration du stress oxydant et de 1’apoptose
(40).

Les ILC sont des cellules situées a la frontiere de I’'immunité innée et de I'immunité
adaptative semblant impliquées dans la physiopathologie de 1’asthme mais dont I’importance
reste méconnue. Les ILC2 impliquées dans 1’asthme de type Th2 semblent pouvoir étre
activées par une stimulation épithéliale (polluants environnementaux, irritants, infections

respiratoires virales ou bactérienne) et par les alarmines telles que 1I’'IL-25 et TSLP (1,41).

4.2. Inflammation non immune

4.2.1. Epithélium, mésenchyme et voies aériennes

L’¢épithélium respiratoire forme 1’interface entre les bronches et I’environnement extérieur.
L’inhalation de composants contenant des facteurs irritants ou toxiques peut induire des
dommages épithéliaux et faciliter la sensibilisation allergique en favorisant une réponse pro-
inflammatoire, une inflammation neurogene, une augmentation de la perméabilité épithéliale
et capillaire et un remodelage des voies aériennes (11). Cette augmentation de la perméabilité
épithéliale et capillaire peut faciliter la pénétration des allergenes, des virus et des toxines et

ainsi, permettre de possibles sensibilisations de novo (23).

Les mécanismes d’altération épithéliale sont, soit des ruptures d’interaction cellule-cellule ou
cellule-matrice extracellulaire, soit des mécanismes cytotoxiques directs (23). Des facteurs
génétiques et environnementaux notamment 1’exposition professionnelle, avec une altération
des systémes de réparation de ’ADN, sont impliqués dans ces dommages épithéliaux (23).
Ces dommages stimulent le «turn-over » cellulaire au travers de facteurs de croissance
autocrines ou des signaux du mésenchyme adjacent comme, par exemple « 1’epidermal

growth factor », le « fibroblast growth factor » et le « transforming growth factor b » (23).
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L’opposition locale des cellules épithéliales et mésenchymateuses crée une unité trophique
dans laquelle les cellules impliquées contre-régulent la différenciation des unes et des autres.
On retrouve une dérégulation de cette unité trophique en réponse a I’exposition a des
allergénes environnementaux (23). Il existe également un « cross-talk » entre les cellules

¢épithéliales et les cellules immunitaires de I’immunité innée et adaptative (1).

4.2.2. Toxicité

La plupart des composants allergéniques susceptibles de causer un AP sont cytotoxiques a une
faible dose. De par leurs composants irritants ces molécules induisent un « signal de danger »
majorant I’inflammation (23). Il en résulte des 1ésions toxiques irritatives avec notamment des
dommages sur les cellules épithéliales majorant la perméabilité de la barriere épithéliale et
générant des modifications de la matrice extracellulaire (exsudat fibrino-hémorragique et
cedéme). On retrouve également une infiltration tissulaire de cellules immunes ainsi qu’une
activation de ces cellules immunes avec une libération de cytokines, de médiateurs pro-

inflammatoires et de facteurs de croissance (8,11,42).

4.2.3. Stress oxydant

Dans I’asthme, il existe une augmentation de la production d’especes réactives de I’oxygene
et de I’azote, de facteurs pro-oxydants ainsi qu’un déséquilibre de la balance oxydant-
antioxydant. Ces phénomenes ont été bien décrits au niveau bronchique sur modele murin et
humain mais il existe encore peu de données concernant le stress oxydant systémique dans
I’asthme (43,44). La majoration du stress oxydant semble étre une conséquence de
I’inflammation liée a une exposition aux BPM, notamment aux persulfates, et aux irritants
bronchiques plutot que la cause de cette inflammation (45). Il se forme alors un cercle vicieux
car une augmentation importante du stress oxydant induit une aggravation de I’inflammation
bronchique (46,47). La pollution, les particules diesel, le tabac, certains toxiques et certaines

expositions professionnelles aggravent le stress oxydant local (23).

4.2.4. Inflammation neurogene

Au niveau des voies aériennes s’enchevétrent des fibres neuronales dont certaines pénetrent la
membrane basale et arrivent au contact des cellules épithéliales respiratoires (48). Ces fibres

reconnaissent des signaux externes par le biais de récepteurs spécifiques (TRP Channel),
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conduisant a la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et a une bronchoconstriction (49).

TRPAT est un récepteur neuronal qui reconnait une grande variété de stimuli nocifs dont des
allergeénes professionnels, des irritants environnementaux (tabac, pollution, chlorine) et des
composants endogeénes (especes réactives de 1’oxygene et de 1’azote, dérivés de 1’acide

arachidonique) (23).

Il existe un «cross-talk » entre le systtme nerveux et les cellules immunes locales,
notamment par les « epithelial-derived enzyme neutral endopeptidase » (NEP), qui
décomposent les neuropeptides pro-inflammatoires (50). L’activité de la NEP épithéliale peut

étre influencée par des expositions professionnelles et environnementales (51,52).

4.3. Génétique

Des geénes de susceptibilité sont impliqués dans I’AP dont les principaux peuvent étre
catégorisés de la maniére suivante (23,53,54) :
- Les génes HLA de classe II qui sont associés a ’immunorégulation et a I’'immunité
innée.
- Les genes impliqués dans l’inflammation de type Th2. Ces génes peuvent étre
impliqués dans la différentiation ou la fonction effectrice cellulaire.
- Les genes des enzymes anti-oxydantes. Les génes majeurs du systéme antioxydant
sont ceux codant la « NADPH-dehydrogenase », la « glutathion S-transferase »,
« ’heme-oxygenase 1 », la catalase et la « superoxyde dismutase ».
- Les génes associés a la fonction épithéliale, comme les genes des caténines, et a
I’immunité muqueuse ainsi que ceux associés aux fonctions bronchique et pulmonaire

(remodelage bronchique, sévérité de la maladie) (11,55).

Les interactions gene-gene et gene-environnement semblent jouer un role important (8,53).

4.4. Facteurs associés

I1 existe des interactions entre I’inflammation liée a I’allergene et celle liée aux autres stimuli
tels que la pollution, les composés organiques volatiles, le dioxyde d’azote ou de souffre, la

chlorine, les particules diesel ou le tabac (7). Des facteurs physiques tels que 1’air froid, 1’air
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sec, I’exercice physique et les infections respiratoires aigués et chroniques (fongiques, virales
ou bactériennes) peuvent également majorer la réponse inflammatoire (1,7). Des études sur
modele animal montrent que [’exposition a ces facteurs associés majore la réponse
inflammatoire liée a I’allergéne et semble induire une aggravation des symptomes d’asthme

(56-58).

Cf. Annexe 3 : Synthése de la physiopathologie de 1’asthme Th2 et non Th2.

4.5. Cas particulier de I’AP lié a la farine et aux persulfates

45.1. AP lié ala farine

L’ AP du boulanger est essentiellement li¢ a I’inhalation de protéines végétales mais également
aux additifs, aux améliorants et aux contaminants de la farine. Chez le boulanger, I’ AP semble
étre 1ié¢ a une inflammation de type Th2 IgE-médiée impliquant une sensibilisation immune
(59-61). Le role des 1gG-4 est encore incompris mais ne semble pas étre un facteur protecteur
de sensibilisation ou d’inflammation IgE-induite (61). L’¢lévation des IgE spécifiques a la
farine semble étre associée a un asthme mais également a une rhinite, une conjonctivite et une
dermatite allergique (59).

Dans les expectorations induites de boulangers présentant un AP reproduit par un test de
provocation bronchique spécifique a ’allergéne, on retrouvait une majoration du nombre de

PNE a la phase aigué et a la phase tardive de la réponse bronchique spécifique (62,63).

4.5.2. AP lié aux persulfates

I1 existe actuellement peu de données publiées concernant la physiopathologie de 1’ AP 1i¢ aux
persulfates. La majorité des BPM sont des produits chimiques qui semblent étre a 1’origine
d’une réaction immunologique non IgE-médiée et d’une réaction irritative propre au produit
(45,53,64,65). Les mécanismes immunologiques sont encore incompris. Trés peu de BPM

semblent induire des asthmes IgE-médiés (2).

La pathogénie de I’asthme professionnel li¢ aux persulfates alcalins est encore incertaine et
divers mécanismes physiopathologiques sont évoqués pour ces molécules. Plusieurs

caractéristiques suggerent un mécanisme immuno-allergique telles que 1’existence d’un temps
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de latence entre le début de I’exposition et I’apparition des symptdmes, et la notion de
susceptibilité individuelle (66). Toutefois, peu d’études font état d’une sensibilisation IgE-
dépendante et, chez les sujets atteints la positivité des tests cutanés a lecture immédiate est
inconstante (67,68). D’autre part, sur modéle animal expérimental il a été mis en évidence
qu’une exposition aigué aux persulfates entrainait une hyperréactivité bronchique non

spécifique, résultat qui allait dans le sens d’un mécanisme irritatif (68—70).

Au niveau bronchique on observait le plus souvent une infiltration neutrophilique
prédominante et précoce (4 heures apres 1’exposition et pour une durée de 24 heures) puis une
hyperréactivit¢ bronchique (68). Dans certains cas [’infiltration éosinophilique était
majoritaire. Les études retrouvaient également une légere augmentation des IgE sériques et
une majoration progressive et tardive des IgG (64,69). Le role des IgG-4 est encore

incompris.

5. Prise en charge diagnostique

5.1. Interrogatoire détaillé

La premiere partie du diagnostic positif et étiologique repose sur une prise en charge en centre
spécialisé avec un interrogatoire détaillé et un examen physique ciblé et précis (71).
L’interrogatoire doit porter une attention particuliere a 1’exposition allergénique ainsi qu’aux
produits chimiques utilisés sur le lieu de travail et & domicile. Le type et le nombre d’HPM et
de BPM utilisés doit étre consigné sur une liste détaillée, avec la fréquence et la durée
d’exposition, le type de taches réalisées, la durée et I’exposition liée aux emplois précédents
(4,72).

La symptomatologie doit étre associée au temps de travail avec la mise en évidence d’une
unité de lieu et de temps, c’est-a-dire avec la recherche d’une aggravation au travail avec ou
sans période de latence et d’une amélioration durant les vacances. Initialement la
symptomatologie peut également étre améliorée les week-ends (72,73). L’utilisation de
I’« Asthma Quality-of-Life Questionnaire », I’ACQ et I’ACT permet d’estimer le handicap 1i¢

a I’asthme dans la vie quotidienne (74).

Il est important d’essayer de différencier un asthme de novo 1ié au travail d’un asthme

préexistant ou coexistant exacerbé par le travail (4,7,42).
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5.2.  Examen physique

L’examen physique suit le méme schéma que celui de n’importe quel patient asthmatique,
avec la recherche de signes cliniques de gravité et de bruits auscultatoires anormaux. Les
¢épisodes de sifflements, la dyspnée d’effort et de repos, 1’oppression thoracique et la toux
doivent étre recherchés (8). Un examen cutané, rhinologique et ophtalmologique complet doit
étre pratiqué. L’exposition a la farine peut induire une rhinite, une conjonctivite, une dermite
et un asthme. L’exposition aux persulfates peut causer une symptomatologie dermatologique
(dermite de contact, dermite irritative, eczéma de contact par hypersensibilité retardée,
urticaire de contact), des symptdmes respiratoires, une rhinite et parfois des anaphylaxies

séveres (45). Le DEP doit étre évalué.

5.3. Examens complémentaires

Des recommandations de prise en charge diagnostique sont disponibles pour I’asthme

professionnel, cependant aucune n’est spécifique aux boulangers ou aux coiffeurs (72,75,76).

5.3.1. Epreuves fonctionnelles respiratoires

Les EFR réalisées avec un test de réversibilité aux béta-2-mimétiques de courte durée
d’action permettent le diagnostic d’un trouble ventilatoire obstructif (coefficient de Tiffeneau
< 70%), de diagnostiquer une obstruction bronchique fixée (VEMS < 80%) ainsi qu’une
distension thoracique (CPT > 120%). La mesure du DEP doit comprendre 4 mesures par jour
et doit étre réalisée en présence du médecin, a domicile, sur le lieu de travail durant
I’exposition et en dehors des périodes de travail (week-ends et vacances) en prenant en
compte une possible période de latence (4,77). Certaines mesures peuvent étre difficiles a
mettre en place sur le lieu de travail, comme la spirométrie car elle nécessite I’aide d’un
technicien afin d’assurer une reproductibilité technique (72).

Un test de provocation non spécifique a la métacholine doit également étre réalisé afin de
rechercher une hyperréactivité bronchique non spécifique (72). Il est important de le réaliser
en période de travail en comparaison avec une période de congés d’au moins dix jours. Le test
de provocation non spécifique est considéré positif si la chute du VEMS se produit a deux

doses doublantes en comparaison au test réalisé en période de congés (78).
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5.3.2. Tests immunologiques et évaluation de I’inflammation

Les tests immunologiques comprennent les prick-tests et le dosage des IgE spécifiques
(42,60).

Les prick-tests a lecture immédiate sont réalisés pour les pneumallergénes communs, les
trophallergénes communs et les allergeénes spécifiques retrouvés sur le lieu de travail a I’aide
d’extraits commerciaux, associés dans la plupart des cas a des tests réalistes a la farine native
et aux céréales pour les boulangers.

Les IgE spécifiques représentent ¢galement une aide au diagnostic en particulier pour les
boulangers (79). Notons que la recherche d’IgE spécifiques recombinants pour la farine est
encore controversée et que, chez les coiffeurs, les prick-tests et la recherche d’IgE spécifiques

sont le plus souvent négatifs (66).

La mesure du FeNO et le comptage cellulaire au niveau des expectorations induites
permettent d’apprécier l’inflammation bronchique et sa sévérité (63,72,80). Le bilan
biologique sanguin permet une évaluation de I’inflammation systémique avec la recherche

d’une majoration des PNE et des PNN.

5.3.3. Test de provocation bronchique spécifique

Le test de provocation bronchique spécifique tient une place importante pour poser le
diagnostic d’asthme professionnel, mais il doit étre réalis¢ dans un centre expert (81,82). Il
s’agit du « Gold Standard » pour le diagnostic d’AP, la détermination de 1’agent causal et le
diagnostic différentiel entre un AP et un asthme exacerbé par le travail (81,83). Le test
d’exposition spécifique est positif lorsqu’il induit une chute du VEMS (>20% dans les 30
minutes ou >15% jusqu’a 12h aprés le test), ou une modification de plus d'une dose doublante
de métacholine 24h aprés 1’exposition, ou une majoration du FeNO >17ppb 24h apres
I’exposition, ou une majoration des PNE >3% dans I’expectoration induite 24h apres
I’exposition (78,81). En pratique le TPB est réalisé a la suite des examens cités plus haut. Les
patients ayant un test de provocation spécifique positif présentent, le plus souvent, une
hyperréactivité bronchique importante et un asthme plus sévere que les patients ayant un test

de provocation spécifique négatif (84).
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5.3.4. Autres examens complémentaires

D’autres examens sont nécessaires au diagnostic positif d’AP tel que 1’analyse du gaz du sang
a la recherche d’une hypoxémie ou d’une hyperventilation. La radiographie thoracique
recherchera des signes de distension thoracique et permettra 1’élimination de diagnostics

différentiels.

Cf. Annexe 4 : Examens diagnostiques de I’AP.
6. Prise en charge thérapeutique

6.1. Traitement pharmacologique

Le traitement de I’AP et de 1’asthme exacerbé par le travail est similaire a celui de I’asthme
non professionnel, avec I’indication d’un traitement inhalé optimal selon les
recommandations GINA et une éviction allergénique appropriée (42,74,75). Plusieurs études
se sont intéressées aux anti-IgE dans comme traitement de 1I’AP, notamment chez les
boulangers. Dans ces études, le traitement par Omalizumab® permettait une épargne en
corticoides oraux ou inhalés et les patients présentaient un taux d’exacerbations abaissé (85—
88).

Cf. Annexe 5 : Recommandations GINA 2019 pour le traitement de I’asthme.

6.2. Mesures associées

6.2.1. Prévention primaire et secondaire

Les interventions sur le lieu de travail sont importantes en prévention primaire d’exposition
professionnelle a la farine et aux persulfates (89-91). Les mesures de prévention primaire
incluent le port de gants adaptés, le lavage des mains, une hygiéne appropriée du lieu de
travail et 1’évitement des sprays et des vaporisateurs pour les coiffeurs (5). Le port de
masques protecteurs de type FFP1 est plus difficile a mettre en place. Il est crucial d’avoir une
ventilation appropriée du local par 1’ouverture de plusieurs fenétres avec une circulation d’air

et une ventilation mécanique interne au batiment (92,93).
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Les produits chimiques dangereux contenant des persulfates et les produits ménagers
contenant des ammoniums quaternaires doivent étre étiquetés. Les employés doivent
bénéficier de formations et d’une éducation spécifique a 1’utilisation des différents produits a
risque d’irritation ou de sensibilisation (10,78). Des mesures quantitatives d’agents
sensibilisants et irritants doivent également étre mises en place et surveillées par le médecin

du travail (5,8).

La prévention secondaire consiste en un diagnostic précoce chez les employés a risque

exposés a des agents sensibilisants ou irritants sur le lieu de travail (24,94).

6.2.2. Prévention tertiaire

La prévention tertiaire consiste en une prise en charge thérapeutique optimale des patients et
en ’éviction des agents sensibilisants ou irritants sur le lieu de travail (24). Un diagnostic et
une éviction totale précoces des allergénes imputables sont des mesures importantes de la
prise en charge médicale méme si a ce jour le bénéfice de I’éviction totale est controversé
(68,95). Dans la plupart des cas, la prise en charge nécessite un reclassement professionnel ou
un changement de carriére. Si 1’éviction n’est pas envisageable, il existe une nécessité
d’aménagement de poste afin de limiter au maximum 1’exposition professionnelle (7,61) et un
suivi médical rigoureux par le médecin du travail, le médecin traitant et le pneumologue. La
symptomatologie respiratoire et les dommages des voies aériennes peuvent subsister plusieurs

années apres I’éviction (24,95).

L’une des principales limitations de la prise en charge de I’AP chez les boulangers et les
coiffeurs est le risque de perte d’emploi ou I’impossibilité¢ de quitter leur propre entreprise
(24). Les conséquences de la perte d’emploi et I’appartenance a un milieu socio-économique
modeste font partie des raisons pour lesquelles I’AP est sous-diagnostiqué dans ces milieux

(91,96).
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INTRODUCTION

L’asthme professionnel (AP) est défini comme un syndrome inflammatoire obstructif
réversible des voies aériennes variable au cours du temps et associ¢ a une hyperréactivité
bronchique non spécifique dont I’origine est attribuée a une substance de 1’environnement de
travail et plus particulierement a un agent causal spécifique (4). A ce jour, plus de 400 agents
liés au travail susceptibles d’induire un AP sont répertoriés (14). L exposition professionnelle
peut causer un asthme de novo ou exacerber un asthme préexistant (3). Il s’agit d’une
pathologie fréquente mais sous-diagnostiquée touchant 10% a 25% de la population selon les

pays avec une incidence de 250 a 300 cas par million de personnes par an (12,13).

L’inhalation d’allergénes sur le lieu de travail peut induire un AP chez certains sujets exposés.
Les agents responsables de ces AP peuvent étre classés en agents de haut poids moléculaire
(HPM) ou de bas poids moléculaires (BPM) (22). Les HPM sont des protéines ou des
glycoprotéines d’origine animale, végétale ou microbienne. Les BPM sont en général des
substances chimiques (23). Les mécanismes physiopathologiques de I’AP 1i¢ aux HPM et de
I’AP 1ié aux BPM sont encore incompris. Il semblerait que 1’ AP induit par les HPM implique
un mécanisme IgE-médié¢ tandis que I’AP li¢ aux BPM mette en jeu des mécanismes
inflammatoires non-IgE meédiés et des mécanismes irritatifs (2,24). Dans les deux cas on
retrouve une infiltration cellulaire bronchique de type éosinophilique, neutrophilique, ou les

deux (24).

A ce jour, dans I’AP peu de d’études se sont intéressées aux mécanismes cellulaires et
moléculaires mis en jeu lors des réactions bronchiques consécutives a 1’exposition a des

agents de HPM ou de BPM.

L’objectif principal de notre étude est d’analyser et de comparer les mécanismes
physiopathologiques (Th2 ou non Th2) de deux types d'AP, I’AP 1i¢ a la farine (molécules de
HPM) et I’AP 1ié aux persulfates (molécules de BPM), lors de tests de provocation
bronchique (TPB) spécifiques. L’ objectif secondaire de 1I’étude est de comparer la réponse
clinique dans I’AP lié a la farine et I’AP lié aux persulfates et notamment la fréquence et

I’intensité de la réponse bronchique immédiate et de la réponse retardee.
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MATERIEL ET METHODE

Notre étude était conduite du 15/02/2012 au 31/10/2018 dans le Service de Pneumologie des
Hopitaux Universitaires de Strasbourg. Elle a été approuvée par le comité de protection des
personnes le 10 janvier 2012 et par ’ANSM le 22 février 2012. Chaque patient a regu une

information orale et écrite claire, loyale, appropriée et a signé un consentement éclaire.

Population

Les patients inclus dans notre étude étaient agés de 18 a 55 ans et présentaient un AP
intermittent, persistant léger ou persistant modéré. L’AP était défini comme un asthme de

novo induit par un allergéne lié travail.

Pour I’AP lié a la farine, les patients étaient inclus en cas de présence d'une histoire clinique
évocatrice, d'un test cutané positif a la farine de blé (>3 mm par rapport au témoin négatif en
utilisant le produit natif ou un extrait commercial du laboratoire Stallergénes®) et/ou des IgE
spécifiques positives vis & vis de la farine de blé (>0,1 kU/I, Laboratoire Phadia®). Ils
bénéficiaient également de tests cutanés vis-a-vis d’autres farines (seigle, orge), d’acariens de

stockage et de I’a-amylase.

Pour les AP liés aux persulfates, les patients étaient sélectionnés selon une histoire clinique

évocatrice.

De facon a pouvoir déterminer la présence d’un terrain atopique, tous les patients
bénéficiaient de tests cutanés aux pneumallergénes communs (laboratoire Stallergénes®), dont
le critere de positivité était un diamétre moyen de papule >3 mm par rapport au témoin
négatif.

Les symptomes de rhinite et de conjonctivite au travail étaient également colligeés.

Cf. Annexe 6 : Critéres d’exclusion.
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Tests d’exposition a I’allergéne professionnel ou au placebo

Mode d’exposition

Les patients étaient sélectionnés dans 1’Unité d’Allergologie du Service de Pneumologie des
Hopitaux Universitaires de Strasbourg. Les tests d’exposition ont été effectués en suivant les
recommandations européennes (81). Chaque patient a été exposé, aprés randomisation, en
double aveugle et en «cross over » a I’allergéne professionnel ou au placebo selon une
procédure standardisée dans une cabine de 9 m® avec un taux de renouvellement d’air variant
entre 170 m%h et 470 mh. Le test d’exposition spécifique durait au maximum 2h et les
patients restaient perfusés et sous surveillance médicale stricte pendant 1’exposition et jusqu’a
6 heures apres la derniere dose du TPB. Un examen clinique et une spirométrie (CareFusion
MicroLoop Spirometer®) étaient réalisés toutes les heures et en cas d’apparition d’une

symptomatologie respiratoire.

Test d’exposition a la farine

Les patients boulangers étaient exposés, selon un protocole standardisé, a 1kg de la farine
pour laquelle ils présentaient des symptémes respiratoires au travail. L’exposition consistait a
manipuler la farine de maniére a ce que les molécules se dispersent dans 1’air. Le patient était
exposé durant deux minutes puis sortait de la cabine pour une pause de 10 minutes avec un
examen clinique et la réalisation d’une spirométrie au début et a la fin de ces 10 minutes. Les
expositions suivantes duraient 4 minutes, 8 minutes, 16 minutes, 32 minutes puis 64 minutes,
a chaque fois entrecoupées d’une pause de 10 minutes comparable a celle décrite
précédemment. Le placebo utilisé pour le deuxieme TPB était du lactose monohydrate

(préparation standardisée a la pharmacie du CHU de Strasbourg).

Test d’exposition aux persulfates

Les patients coiffeurs étaient exposés a une poudre décolorante contenant des persulfates
d’ammonium, de potassium et de sodium a mélanger avec une creme oxydante (peroxyde
d’hydrogéne 40 volumes 12%). Le protocole d’exposition était similaire a celui des patients
boulangers hormis pour la manipulation qui consistait a mélanger les deux produits lors des

deux premieres minutes puis a I’application sur les cheveux d’un mannequin de coiffure en
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plastique (quarts de tétes) a chaque exposition suivante. Le placebo était un mélange de creme
de riz (Bjorg®) mélangée & du lactose monohydrate (préparation standardisée a la pharmacie
du CHU de Strasbourg).

Conditions de réalisation des examens paracliniques

L’évaluation du NO exhalé était réalisée conformément aux recommandations de I’ American
Thoracic Society (97) a ’aide de I’appareil NObreath (Bedfont Scientific Ltd®). La mesure
était réalisée par une technicienne initiée et nécessitait 3 essais dont la valeur la plus élevée

était conservée.

L’augmentation des doses de métacholine lors du TPBNS était réalisee selon la procédure
décrite par Coates et al. (98) a I’aide du systéme de provocation PROVO04® et du spirométre
automatisé Micro 5000 (Medisoft®). Le TPBNS débutait & la dose de 25ug avec une
augmentation progressive d’une dose doublante toutes 2 minutes (50pg, 100ug, 200ug,
400ug, 800ug, 1600ug, 2400ug puis 3200ug). Le PD20 représentait la dose cumulée ayant
provoqué une chute >20% du VEMS et signait la positivité du TPBNS a la métacholine.

Le protocole de recueil et d’analyse des expectorations induites se basait sur les
recommandations de I’ERS (99) et les valeurs seuil du compte cellulaire utilisées étaient
celles définies par Gibson (100). La production de 1’expectoration était stimulée par
I’inhalation d’un liquide salé hypertonique & des concentrations croissantes de 3%, 4% puis
5%. Cette technique permettait aux patients incapables de produire une expectoration

spontanée d’activer un réflexe de toux et améliorait la clairance muco-ciliaire.

Chronologie des évaluations

Pour chaque test d’exposition spécifique au produit actif et au placebo nous avons réalisé un
examen clinique, une mesure du NO exhalé, une expectoration induite ainsi qu’une prise de
sang avant et 3h apres le test. Le patient était revu 24h aprés le TBP pour un examen clinique,
une mesure du NO exhalé, une expectoration induite, une prise de sang et un TPBNS a la
métacholine si le patient n’avait pas présenté de réaction immédiate ou retardée lors du TPB

spécifique. Une prise de sang était réalisée avant, 3h aprés ainsi que 24h apres chaque TPB
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pour une conservation & -80°C du sérum et du culot de lymphocytes et monocytes (PBMC) et

des granuleux. Les TPB étaient séparés d’un mois au minimum.

Cf. Annexe 7 : Tableau | : Calendrier des visites.

Parametres d’€valuation de la réponse bronchique a 1’allergene et criteres

de positivite du TPB

Plusieurs criteres ont servi a I’évaluation de la réponse bronchique immédiate (< 30min) ou
retardée (>3h) a I’allergéne ou au placebo. Un seul des critéres suivants suffisait a définir un
TPB spécifique positif, a I’exception des signes cliniques qui devaient étre associés a 1’un des

autres criteres (81).

Les signes cliniques d’évaluation de la réponse bronchique a I’allergéne étaient : une dyspnée
évaluée par I’¢échelle analogique de Borg et une symptomatologie respiratoire évaluée par la
dyspnée sur une échelle de 0 a 3, la toux évaluée sur une échelle de 0 & 3, I’apparition de
sibilances ou la modification de I’intensit¢é du murmure vésiculaire a 1’auscultation
pulmonaire. Indépendamment du diagnostic d’AP, nous avons également évalué 1’apparition
ou I’aggravation de symptomes de rhinite (majoration du score de Lebel de 5 points dans les
3h suivant I’exposition) et de conjonctivite (modification du score de TOSS dans les 3h

suivant 1’exposition).

Le VEMS et la courbe débit-volume étaient évalués en fonction du temps. Une réponse
bronchique immédiate était obtenue si 1’on constatait une chute du VEMS >20% par rapport a
la valeur de base pendant et dans les 30 minutes suivant I’exposition. Son apparition Nous
faisait arréter la procédure. La réponse bronchique retardée était définie comme une chute du

VEMS >15% entre 3 et 12 heures apres la fin de 1’exposition.

En cas d’absence de réponse immédiate ou retardée lors du test d’exposition a 1’allergene
professionnel ou au placebo, un TPBNS a la métacholine était réalisé 24h apres la fin de
I’exposition. Une modification d’au moins deux doses doublantes de métacholine 24h apres le

TPB, en comparaison a la valeur avant le TPB, constituait un critére de positivité.
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Une élévation >17ppb du NO exhalé 24h aprés le TPB spécifique a 1’allergéne professionnel

ou au placebo était un critére de positivité du TPB (101).

L augmentation >3 % de la quantité de PNE au niveau de [’expectoration induite 24h apres
le TPB a I’allergéne ou au placebo, en comparaison avec la valeur avant le TPB, constituait

un critére de positivite.

Etude des voies inflammatoires de I’AP

Cytométrie en flux (102)

La caractérisation des cytokines de différentes voies inflammatoires était réalisee par
cytométrie en flux sur billes magnétiques (BD™ Cytometric Bead Array) sur FACS Aria 11®.
Cette méthode permettait une mesure quantitative simultanée de plusieurs cytokines dans nos
échantillons. Les valeurs de fluorescence étaient comparées aux valeurs de la gamme étalon.
Les données étaient ensuite analysées a I’aide du logiciel FCAP BD Biosciences®. Les
différentes voies inflammatoires testées étaient: 1’inflammation globale (IL-6), la voie
Thl (IL-8, IL-12, IFN-y), la voie Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), la voie Thl7 (IL-17) et la voie
Treg (IL-10).

Cf. Annexe 8 : Principes de la cytométrie en flux.

Méthode ELISA simplex et multiplex (103)

Les chémokines et alarmines étaient analysées par technique ELISA simplex pour RANTES
et ELISA biplex pour I’IL-33 et TSLP a I’aide de billes magnétiques (Invitrogen ProcartaPlex

Multiplex Immunoassay Thermofisher®).

Cf. Annexe 9 : Principes de I’ELISA et de ’ELISA Multiplex.
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Analyse des transcrits au niveau des culots cellulaires sanguins et d’expectoration

(104.105)

L’analyse des transcrits dans les culots cellulaires sanguins et d’expectoration était réalisée
par méthode « QuantiGene Plex Assay » (QuantiGene Plex Multiplex Gene Expression
Assay, Thermofisher®). Cette méthode combinait le signal d’amplification de I’ADN branché
(bDNA) et la technique des billes magnétiques (xMAP®), ce qui permettait la détection et la
quantification de multiples ARN de facon simultanée. Les transcrits des différentes voies
inflammatoires testées étaient : I’inflammation globale (IL-6), les chémokines et alarmines
(RANTES, TSLP, IL-33), la voie Th1 (IL-8, IL-12, IFN-y, Thet), la voie Th2 (IL-4, IL-5, IL-
13, GATA-3), la voie Th17 (IL-17, RORYT), la voie Treg (IL-10, Foxp3), ’ECP (eosinophil

cationic protein).

Cf. Annexe 10 : Principes de I’analyse des transcrits par « QuantiGene Plex Assay ».

Criteres de jugement principal et secondaires

Le critére d’évaluation principal de notre étude était la caractérisation des mécanismes
physiopathologiques et des phénotypes de 1’inflammation bronchique et sanguine chez les
patients boulangers et coiffeurs au décours d’un TPB spécifique. Les parameétres étudiés
étaient le NO exhale, la numération des PNE et des PNN (sang et expectorations induites), le
profil cytokinique au niveau du sérum et la quantification des transcrits cellulaires au niveau
des PBMC.

Les critéres de jugement secondaires étaient des critéres cliniques et spirométriques :

— Evaluation de la réponse bronchique immédiate,
— Evaluation de la réponse bronchique retardée,
— Mesure de la réponse clinique respiratoire, rhinologique et ophtalmologique par des

scores cliniques.
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Analyse statistique

Les analyses statistiques étaient réalisées & l’aide du logiciel R (R Software®, The R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Les variables continues et
catégorielles étaient présentées respectivement en moyennes + écart-type (« Standard
Deviation ») et en pourcentages. Les comparaisons des variables continues étaient effectuées
a l’aide d’un «test t» de Student et les comparaisons des variables catégorielles étaient
réalisées a I’aide d’un «test de Chi®». Les différences cliniques et paracliniques entre les
groupes étaient estimées a 1’aide d’une variation de moyenne de pente entre TO et T3h et/ou
TO et T24h appelées contraste et présentées respectivement sous la forme d’intervalles TO-T3
et TO-T24. La comparaison des données expérimentales dans les deux groupes était réalisée
par un modeéle de régression linéaire pour T3h et T24h en comparaison a la valeur a TO. La
significativité statistique était exprimée sous forme * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001).
Le risque a était de 5%.

RESULTATS

Population

17 patients boulangers et 9 patients coiffeurs avec un diagnostic d’AP, &gés de 18 a 55 ans
(age moyen 32,47 + 9,34 et 31,00 + 11,90 ans respectivement), étaient inclus dans notre
étude. Il s’agissait d’une étude mono-centrique prospective contrdlée, comparative et

randomisée en double aveugle. Il n’y avait pas d’effet ordre des TPB sur nos résultats.

Nos deux groupes étaient comparables. Il existait une différence statistiquement significative
sur les valeurs de FeNO initiales (p=0.006**). Les patients boulangers avaient des valeurs de
FeNO basales plus élevées que les patients coiffeurs (en moyenne 39,19 + 28,29 et 13,80 +
7,53 ppb respectivement). Les boulangers présentaient une hyperréactivité bronchique non
spécifique plus importante que les coiffeurs. En effet, la dose cumulée de métacholine était
également significativement plus faible chez les patients boulangers que chez les patients
coiffeurs (en moyenne 284,56 + 391,65 et 1744,44 + 1112,55 pg respectivement)
(p=0,004**).
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Cf. Annexe 11 : Diagramme des flux.
Cf. Annexe 12 : Tableau Il : Caractéristiques de la population étudiée a TO.

Cf. Annexe 13 : Différences entre les groupes.

Positivité du TPB a I’allergeéne professionnel

47% des patients boulangers, soit 8 patients sur 17, et 44% des patients coiffeurs, soit 4
patients sur 9, avaient un test d’exposition spécifique a I’allergéne professionnel positif.

Les critéres de positivité sont detaillés ci-apres.

Criteres cliniques

Tous les patients boulangers avec un TPB actif positif avaient une aggravation du score
des symptdmes respiratoires et du score de dyspnée de Borg 3h apres le TPB actif. Chez les
patients coiffeurs avec un TPB actif aux persulfates positif seuls 50% avaient une aggravation
du score des symptémes respiratoires et du score de dyspnée de Borg 3h apres le TPB actif.
Aucun patient exposé au placebo ou avec un TPB actif négatif n’avait de majoration

significative de ces scores.

75% des patients exposés a la farine avec un TPB a 1’allergéne positif, soit 6 patients sur 8,
avaient une augmentation significative du score de Lebel 3h apres le TPB actif. L’analyse de
tous les boulangers montrait que 52% des patients exposés a la farine, soit 9 patients sur 17,
avaient une positivation du score de Lebel, que leur TPB actif soit positif ou non.

Chez les patients coiffeurs un seul patient avec un TPB a [I’allergéne positif avait une
augmentation significative du score de Lebel 3h aprés le TPB actif. On notait également un
score de rhinite positif chez un autre patient 3h apres un TPB a I’allergéne négatif.

Critéres paracliniques

La positivité du test d’exposition spécifique s’est traduite par une réaction immédiate chez
tous les patients boulangers et chez 25% des patients coiffeurs.

Une modification de deux doses doublantes de métacholine 24h aprés le TPB actif était
observée chez 75% des patients coiffeurs. Ce test n’était pas réalisé chez les patients
boulangers exposés a la farine car tous les patients avec un TPB actif positif avaient une

réponse bronchique immédiate.
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Une élévation significative de la valeur du FeNO 24h apres le test d’exposition spécifique
était constatée chez 38% des patients boulangers et seulement chez un patient coiffeur.
24h apres le TPB actif, une augmentation des PNE >3% au niveau des expectorations

induites était retrouvee chez 25% des patients boulangers et chez aucun patient coiffeur.

Aucun patient exposé au placebo n’avait de variation significative de ces parameétres.

Cf. Annexe 14 : Positivité du test d’exposition spécifique a I’allergéne professionnel.

Comparaisons des données cliniques chez les patients avec un TPB actif

positif

Ici nous exposons les variations des données cliniques chez les patients avec un TPB actif

positif, car chez les patients avec un TPB actif négatif toutes ces données restaient stables.

Chez les patients boulangers on notait une tendance a 1’augmentation du score de Borg et du
score des symptémes respiratoires 3h aprés le TPB actif, retrouvée dans une moindre mesure
chez les coiffeurs. Ces variations du score de Borg étaient statistiquement non significatives
dans I’intervalle TO-T3 par comparaison au TPB placebo (p=0,65 et p=0,99 respectivement
chez les boulangers et les coiffeurs). Dans les deux groupes 1’élévation du score des
symptémes respiratoires était statistiguement non significative dans les intervalles TO-T3 et
TO-T24.

En ce qui concerne la rhinite, aucune modification significative n’a été notée dans I’intervalle
TO-T3 (p=0,97 et p=1,00 respectivement chez les boulangers et les coiffeurs) ou T0-T24
(p=0,71 et p=0,92 respectivement chez les boulangers et les coiffeurs). Cependant, dans les
deux groupes on observait une tendance a I’augmentation du score de Lebel 3h aprés le test

d’exposition spécifique.

Le score de TOSS ne permettait pas la réalisation d’une modélisation statistique. En effet,

aucun patient n’avait de score de TOSS positif (> 5) avant ou aprées le TPB actif.

Cf. Annexe 15 : Variation du score de Borg et du score de Lebel.
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Comparaisons des données paracliniques chez les patients avec un TPB

actif positif

Ici nous détaillons les variations paracliniques chez les patients avec un TPB actif positif. Ces

données restaient stables chez les patients avec un TPB actif négatif.

Variation du NO exhalé

Chez les patients boulangers et coiffeurs il n’y avait pas de différence significative au niveau
de la pente de variation du FeNO dans les intervalles TO-T3 et TO-T24 en comparaison avec
les données du TPB placebo (p=1,00 pour TO-T3 et TO-T24 chez les boulangers, p=1,00 pour
TO-T3 et TO-T24 chez les coiffeurs).

Variation du nombre de PNE et PNN dans 1’expectoration induite

Nous n’avons pas observé de variation significative de la pente de majoration des PNE dans
I’intervalle TO-T24 en comparant le TPB actif et le TPB placebo chez les patients boulangers
et coiffeurs (p=0,99 dans les deux groupes). De la méme fagon aucune variation significative
n’a été mise en évidence pour les PNN (p=0,87 et p=1,00 respectivement chez les boulangers

et les coiffeurs).

Cf. Annexe 16 : Variation des PNE et des PNN au niveau des expectorations.

Variation du nombre de PNE et PNN sanguins

Chez les patients boulangers il n’y avait pas de différence statistiquement significative au
niveau de la pente d’augmentation des PNE sanguins dans les intervalles TO-T3 et TO-T24 en
comparaison avec le TPB placebo (p=1,00 et p=0,99 respectivement pour TO-T3 et TO-T24).
De la méme fagon, il n’y avait pas de différence au niveau de la pente d’augmentation des
PNN sanguins dans les intervalles TO-T3 et TO-T24 en comparaison au TPB placebo (p=1,00
pour TO-T3 et TO-T24).
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Chez les patients coiffeurs nous n’avons pas observé de différence significative au niveau de
la pente d’augmentation des PNE sanguins dans les intervalles TO-T3 et T0-T24 en
comparaison avec le placebo (p=1,00 et p=0,96 respectivement pour TO-T3 et TO-T24). De la
méme facon, chez les patients coiffeurs il n’y avait pas de différence au niveau de la pente
d’augmentation des PNN sanguins dans les intervalles TO-T3 et TO-T24 en comparaison avec
le TPB placebo (p=1,00 et p=0,98 respectivement pour TO-T3 et TO-T24). On notait
cependant une tendance a I’augmentation des PNN dans l’intervalle TO-T3 qui n’était
statistiquement pas significative (en moyenne en Giga/L 3,82 £0,72aT0,5,30 + 1,26 a T3 et
3,58 £ 0,69 a T24).

Cf. Annexe 17 : Variation des PNE et des PNN sanguins.

Résultats expérimentaux

Seuls les échantillons des TPB positifs a I’allergéne professionnel étaient analysés.

Etude du profil cytokinique du sérum par cytométrie en flux et méthode ELISA

L’étude du profil cytokinique dans le sérum par cytométrie en flux ou méthode ELISA était
réalisée chez les 8 patients boulangers et les 4 patients coiffeurs ayant un TPB actif positif. La
majorité des cytokines étudiées n’étaient pas présentes en quantité suffisante dans le sérum a
TO, T3 ou T24 pour permettre une modélisation statistique. Seule la chémokine RANTES

était présente en quantité suffisante pour permettre une analyse statistique.

Chez les patients boulangers ayant un TPB actif positif il existait une augmentation
significative des concentrations sanguines de la chémokine RANTES a T3 par comparaison
avec TO (p=0,008**). Cette concentration diminuait & T24 sans variation significative en
comparaison avec TO (p=0,43).

Chez les patients coiffeurs on ne retrouvait pas d’augmentation significative des
concentrations sanguines de RANTES a T3 ou a T24 pour le TPB actif en comparaison avec
la concentration a TO (p=0,15 et p=0,08 pour T3 et T24 respectivement). Nous avons

cependant noté une tendance a I’augmentation progressive de RANTES a T3 puis & T24.

Cf. Annexe 18 : Variation des concentrations de chémokine RANTES au niveau du sérum.
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Analyse des transcrits dans les culots cellulaires sanguins et d’expectoration

Nous détaillerons ici uniquement les résultats des transcrits dans les culots cellulaires de
PBMC. Les culots cellulaires d’expectorations contenaient des taux de transcrits trop proches

du seuil de détection pour permettre une interprétation fiable de leurs variations.

Inflammation non spécifique (IL-6) et alarmines (TSLP, 1L-33)

Nous n’observions pas de variation statistiquement significative au niveau des taux de
transcrits cellulaires d’IL-6 et d’alarmines de type TSLP ou IL-33 chez les patients

boulangers et coiffeurs apres le test d’exposition spécifique a 1’allergéne professionnel.

La chémokine RANTES

L’analyse des transcrits cellulaires de la chémokine RANTES chez les patients boulangers et
coiffeurs ne permettait pas la mise en évidence de variations significatives de la quantité de
transcrits a T3 ou T24 en comparaison avec TO (p=0,89 et p=0,38 respectivement pour T3 et
T24 chez les boulangers, p=0,72 et p=0,81 respectivement pour T3 et T24 chez les coiffeurs).
Chez les boulangers on notait une tendance a I’augmentation de la quantité de transcrits a T24

et des taux de base plus élevés que chez les coiffeurs mais sans significativité statistique.

Cf. Annexe 19 : Variation de la quantité de transcrits de la chémokine RANTES au niveau
des PBMC.

Inflammation de type Th2

L’¢étude des cytokines de I’inflammation de type Th2 n’a pas montré de variation significative
de la quantité de transcrits a T3 ou & T24 chez les patients boulangers et coiffeurs pour 1I’IL-4
et ’ECP (IL-4 chez les boulangers p=0,73 et p=0,23 respectivement pour T3 et T24, chez les
coiffeurs p=0,76 et p=0,99 respectivement pour T3 et T24) (ECP chez les boulangers p=0,67
et p=0,91 respectivement pour T3 et T24, chez les coiffeurs p=0,60 et p=0,58 respectivement
pour T3 et T24). On observait une tendance a I’augmentation progressive jusqu’a T24 des
taux d’IL-4 chez les boulangers alors que celle-ci tendait a rester stable chez les coiffeurs.

L’ECP diminuait a T3 pour augmenter a nouveau a T24 dans les deux groupes. Les taux d’IL-
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5 étaient trop proches du seuil de détection et ne permettaient pas une analyse fiable des
résultats pour cette cytokine.

Dans les deux groupes nous avons observé une tendance a 1’augmentation de la quantité de
transcrits du facteur de transcription GATA-3 a T3 avec une diminution a T24 mais sans
variation statistiquement significative en comparaison a TO (chez les boulangers p=0,31 et
p=0,94 respectivement pour T3 et T24, chez les coiffeurs p=0,59 et p=0,97 respectivement
pour T3 et T24).

Cf. Annexe 20 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th2 au niveau des PBMC.

Inflammation de type Thl

Nous n’avons pas observé de variation significative de la quantité de transcrits a T3 et a T24
chez les patients boulangers et coiffeurs pour I’'IL-8, I’'IFN-y et le facteur de transcription
Thet. Cependant, nous notions une tendance a I’augmentation progressive d’IL-8 a T3 puis a
T24 chez les coiffeurs qui n’était pas retrouvée chez les boulangers (chez les coiffeurs p=0,79
et p=0,19 respectivement pour T3 et T24). L’IFN-y et le facteur de transcription Tbet restaient

stables au cours du temps dans les deux groupes.

Cf. Annexe 21 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th1 au niveau des PBMC.

Inflammation de type Th17

Pour I’IL-17 il y avait une diminution significative des quantités de transcrits cellulaires a T3
et a T24 chez les patients coiffeurs en comparaison a TO, diminution également retrouvée
chez les patients boulangers mais statistiguement non significative (p=0,033* et p=0,031*
respectivement pour T3 et T24 chez les patients coiffeurs, p=0,59 et p=0,15 respectivement

pour T3 et T24 chez les patients boulangers).
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Nous n’avons pas observé de variation significative de la quantité de transcrits pour le facteur
de transcription RORYT a T3 et a T24 chez les patients boulangers et coiffeurs (chez les
patients boulangers p=0,52 et p=0,87 respectivement pour T3 et T24, chez les patients
coiffeurs p=0,65 et p=0,87 respectivement pour TO et T24).

Cf. Annexe 22 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th17 au niveau des PBMC.

Voie de la régulation immune (voie T reg)

Concernant 1’IL-10, cytokine principale de la voie de la tolérance immune, nous avons
observé une tendance a I’augmentation a T3 puis une diminution a T24 chez les patients
boulangers et une tendance a I’augmentation a T3 restant stable a T24 chez les patients
coiffeurs mais sans significativité statistique (chez les patients boulangers p=0,77 et p=0,36
respectivement pour T3 et T24, chez les patients coiffeurs p=0,45 et p=0,45 pour T3 et T24).

Pour le facteur de transcription Foxp3 nous avons observé une augmentation a T3 avec une
diminution a T24 chez les patients boulangers et coiffeurs mais les taux de transcrits de Foxp3
étaient présents en quantité plus importante chez les coiffeurs que chez les boulangers.
L’augmentation était statistiquement significative & T3 chez les patients coiffeurs (chez les
boulangers p=0,72 et p=0,40 respectivement pour T3 et T24, chez les coiffeurs p=0,006** et
p=0,16 respectivement pour T3 et T24).

Cf. Annexe 23 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Treg au niveau des PBMC.

DISCUSSION

L’asthme est une pathologie fréquente affectant une grande partie de la population mondiale
dont des enfants et de jeunes adultes, entrainant d’importants colts de santé (106). L’impact
socio-economique de 1’asthme et plus particulierement de I’AP en fait un probleme de santé
publique. De nombreuses études se sont intéressées a la physiopathologie de I’asthme de type
Th2 et non Th2, mais il y a aujourd’hui encore peu de données concernant la
physiopathologie de I’AP (2,107-109). Notre travail se proposait d’étudier les mécanismes
physiopathologiques de deux types d’AP : I’AP lié a la farine (molécules de HPM) et I’AP lié

aux persulfates (molécules de BPM). Il s’agit, a notre connaissance, de la premiere étude
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s’intéressant aux variations du taux de cytokines appartenant a des voies inflammatoires

différentes aprés exposition spécifique.

Population étudiee

Les effectifs de notre étude étaient faibles avec 17 patients boulangers dont 8 avec un TPB a

la farine positif et 9 patients coiffeurs dont 4 avec un TPB aux persulfates positif.

Nos deux groupes étaient comparables en tous points hormis pour les données de FeNO et de
métacholine initiales. Les 17 patients boulangers avaient une FeNO plus élevée et des doses
cumulées de métacholine de base plus basses que les 9 patients coiffeurs. Il semblait donc y
avoir une inflammation bronchique initiale significativement plus élevée chez les patients
boulangers que chez les patients coiffeurs. Ces résultats concordent avec les données de la
littérature. Lummus et al. (23) rapportaient que les patients exposés aux molécules de HPM
avaient communément une hyperréactivité bronchique plus importante probablement liée a un
mécanisme de type Th2 et IgE-médié. Les patients exposés aux molécules de BPM telles que
les persulfates auraient probablement un mécanisme inflammatoire non Ige-médie (23). Il y
avait plus de femmes chez les patients coiffeurs que chez patients boulangers, mais de facon

statistiquement non significative.

Il n’y avait pas de différence concernant les scores cliniques initiaux. Notamment, aucun
patient n’avait de symptomatologie respiratoire, rhinologique ou conjonctivale cliniquement
significative avant le début des tests. Il n’y avait pas non plus de différence au niveau des

granulocytes sanguins ou au niveau des expectorations induites entre nos deux groupes.

Interprétation des resultats

Résultats expérimentaux

Notre étude était une étude princeps dans le Laboratoire d’Allergologie des Hopitaux
Universitaires de Strasbourg concernant les techniques de cytométrie en flux sur billes
magnétiques et 1’é¢tude des transcrits par méthode « QuantiGene Plex Assay ». Toutes les
premiéres manipulations expérimentales réalisées lors de nos travaux étaient mises en place

en présence d’un ingénieur ou d’un docteur en sciences expert de la technique. La mise a
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disposition du personnel qualifi¢é pour I’apprentissage des méthodes était permise par les

laboratoires Thermofisher® et BD™,

Notre travail n’a pas permis la mise en évidence d’une majoration des cytokines seriques pro-
inflammatoires chez les patients avec un TPB spécifique a 1’allergéne positif, hormis pour la
chémokine RANTES qui était augmenté de facon statistiguement significative chez les
patients boulangers dans I’intervalle TO-T3, et de facon non significative dans I’intervalle TO-
T24 chez les patients coiffeurs. L’absence de significativité chez les coiffeurs était
probablement liée & une puissance statistique insuffisante due au faible nombre de patients
dans ce groupe. Au niveau du sérum, la majorité des cytokines étudiées étaient trop proches
du seuil de détection pour étre analysées de facon fiable. Il serait intéressant, dans une

prochaine étude, d’utiliser des outils plus sensibles pour leur détection.

L’analyse des transcrits au niveau des PBMC nous a permis d’étudier plusieurs voies
inflammatoires.

Au niveau de la voie Th2, chez les patients boulangers nous avons observé une tendance a
I’augmentation progressive de 1’expression des transcrits d’IL-4 jusqu’a T24 qui n’a pas été
retrouvée chez les patients coiffeurs, donnée qui pourrait étre compatible avec une
inflammation de type Th2 chez les boulangers. L’ECP, marqueur de I’activation des PNE,
restait stable dans les deux groupes, probablement parce qu’elle est exprimée de fagon
préférentielle au niveau des PNE. On notait également dans les deux groupes une majoration
statistiquement non significative de I’expression du facteur de transcription GATA-3a T3. La
guantité de transcrits de la chémokine RANTES semblait augmenter de fagon progressive a
T3 puis a T24 surtout chez les boulangers, tandis que les transcrits d’alarmines (IL-33 et
TSLP) restaient stables au niveau des PBMC dans les deux groupes. L’une des hypothéses a
la majoration de RANTES dans le sérum et au niveau des transcrits cellulaires est que cette
cytokine pourrait permettre le « homing » des cellules inflammatoires, notamment les PNE,
par une activité de chémoattraction et de modification de la matrice extracellulaire (110).
TSLP et I’IL-33 sont probablement exprimés majoritairement dans d’autres types cellulaires
tels que les cellules épithéliales (1).

L’expression des transcrits de cytokines de la voie Thl restait stable chez les boulangers,
tandis qu’on observait une tendance a 1’élévation progressive des quantités de transcrits
d’IL-8 a T3 puis & T24 chez les coiffeurs.

57



Ces données pourraient aller dans le sens d’une inflammation plutot de type Th2 chez les
patients boulangers et d’une inflammation plus complexe, impliquant possiblement la voie

inflammatoire de type Thl chez les coiffeurs (1).

Pour la voie Thl7, dans les deux groupes il y avait une diminution significative de
I’expression des transcrits d’IL-17 apres le TPB actif & T3 et & T24. Cela pourrait traduire une
diminution d’expression de cette voie afin de favoriser la voie T régulatrice (34,36). En
parallele, la quantité de transcrits d’IL-10 et de Foxp3 semble majorée a T3, plaidant pour la

mise en place d’une réaction immune régulatrice et protectrice.

Positivité du TPB actif et données cliniques

Les études de Mufioz et Vandenplas (4,72) mettaient en évidence le fait que le TPB spécifique
a ’allergéne professionnel ne pouvait pas étre obligatoire au diagnostic d’AP du fait de la
nécessité d’un centre spécialisé pour sa mise en place et de la présence de possibles faux
positifs et faux négatifs. Dans ces études on notait une sensibilité de 60% et une spécificité de
82% du test d’exposition spécifique a ’allergéne professionnel (4) ainsi qu’un taux de faux
négatifs de 20% (72). Dans notre étude 47% des patients boulangers et 44% des patients
coiffeurs avaient un TPB actif positif. Ces chiffres étaient 1égerement inférieurs aux données
de la littérature actuelle (4,81). La réalisation d’un TPB actif contre placebo en double

aveugle avait pour but de diminuer le risque de faux positifs.

Chez les patients boulangers tous les sujets ayant un TPB actif positif présentaient une
réaction immédiate avec une chute > 20% du VEMS dans les 30 minutes suivant le TPB. On
objectivait chez tous ces patients une aggravation de la symptomatologie respiratoire,
notamment de la dyspnée, ce qui est compatible avec les données précédentes suggérant une
hyperréactivité bronchique accrue. L’aggravation systématique des symptomes de rhinite 3h
apres le TPB actif est également compatible avec une atteinte conjuguée de la muqueuse des
voies aériennes supérieures comme on 1’observe souvent dans les maladies allergiques.

Chez les patients coiffeurs avec un TPB actif positif seuls 25% des sujets présentaient une
réaction immédiate et 75% avaient une réaction retardée avec une chute de deux doses
doublantes de métacholine au TPBNS 24h apres le test d’exposition spécifique. Seuls 50% et
25% des coiffeurs présentaient respectivement une aggravation des symptomes respiratoires,

notamment une dyspnée, et de la rhinite 3h apres I’exposition a 1’allergéne professionnel.
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Aucun patient n’avait de réaction conjonctivale avant ou apres le TPB actif et placebo. Chez
les boulangers pour qui la réaction nasale est concomitante de la réaction bronchique, cela
pourrait s’expliquer par le fait que les réactions conjonctivales auraient pu nécessiter un temps

d’exposition plus long car elles sont en général tardives (111).

Données paracliniques

Les données paracliniques de notre étude ont montré une tendance a I’augmentation des PNN
sanguins a T3 chez les coiffeurs. Il n’y avait pas de variation significative des valeurs de
FeNO et des doses cumulées de métacholine aprés la réalisation du TPB actif chez les patients
boulangers et coiffeurs en comparaison au placebo. Cependant, les patients boulangers avec
un TPB actif positif semblaient avoir une hyperréactivité bronchique initiale importante avec
des doses cumulées de métacholine basses et un FeNO élevé, ce qui est en accord avec la

littérature actuelle (84).

Limites et forces de I’étude

Limites de I’étude

Notre étude présentait certaines limites qui doivent étre prises en compte lors de son
interprétation, la principale étant liée au faible effectif. Du fait du nombre limité de sujets
inclus, la puissance statistique de notre étude était faible, expliquant probablement le faible
nombre de différences statistiguement significatives retrouvées. Il est possible que des

différences apparaissent dans une étude de plus grande envergure.

De plus, malgré des critéres d’inclusion stricts la durée d’arrét de travail avant les TPB était
trés variable entre les sujets, allant de 10 jours a 420 jours. Cette différence n’avait pas
d’influence statistiquement significative sur nos résultats. Il n’y avait pas non plus de

variation de nos résultats en fonction du VEMS de base.
Du fait du milieu de conservation des expectorations contenant du Dithiothreitol, il nous était

impossible d’y mesurer I’inflammation bronchique par cytométrie en flux sur billes

magnétiques.
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En effet, le Dithiothreitol empéchait la dénaturation de I’ARN afin d’en permettre I’analyse
mais rendait impossible la réaction enzymatique nécessaire a la détection des autres molécules
d’intérét. La quantité de cellules y était également trop faible pour permettre une mesure

fiable de la quantité de transcrits.

Forces de 1’étude

Les tests d’exposition spécifiques étaient réalisés au sein du CHU de Strasbourg, centre de
réference en AP, de facon reproductible par le méme personnel hospitalier a chaque fois
(médecins, techniciens et infirmicres diplomées d’état). Il s’agissait d’une étude prospective,
randomisée et en double aveugle. Le double aveugle était permis par la préparation de
I’allergene et du placebo au laboratoire d’allergologie par un personnel dédié.

Tous les patients de notre étude avaient un double contréle négatif, un TPB placebo et un TO
qui comportait les données cliniques, paracliniques et les échantillons sanguins et
d’expectoration avant la réalisation du TPB actif.

Comme nous I’avons détaillé plus haut, la mise en place des expérimentations en laboratoire
de recherche était réalisée sous la supervision d’un ingénieur ou d’un docteur en sciences
expert de la technique. Un médecin et une technicienne réalisaient toutes les manipulations de
facon reproductible. Cela permettait de prévenir les biais liés a la réalisation technique de la
partie expérimentale de notre travail. 1l y avait un faible nombre de données manquantes et
nous disposions pour tous nos patients de la totalité des données cliniques, paracliniques et
des échantillons prévus pour les analyses expérimentales en laboratoire.
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TROISIEME PARTIE :

CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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En conclusion, notre étude n’a pas permis de mettre en évidence des mécanismes
physiopathologiques différents dans les deux types d’AP étudiés. Nous avons observé une
augmentation de la chémokine RANTES a T3 et a T24 surtout chez les boulangers,
possiblement en lien avec une chémoattraction des cellules immunes, en particulier les PNE,
vers le site inflammatoire. Chez les patients boulangers plusieurs autres marqueurs étaient
compatibles avec une inflammation de type Th2, notamment D’atteinte des muqueuses
respiratoire et nasale 3h apres le TPB spécifique a 1’allergeéne professionnel, des valeurs de
FeNO plus élevées 24h apres le TPB et une tendance a 1’élévation des taux de transcrits
lymphocytaires d’IL-4 3h et 24h apres le TPB. Nous observions également dans les deux
groupes une diminution du nombre de transcrits des cytokines de la voie inflammatoire Th17
pouvant s’expliquer par la favorisation de la voie T régulatrice.

Méme si a ce jour I’on distingue des profils phénotypiques différents entre les AP liés aux
HPM et aux BPM (112), notamment la farine et les persulfates, les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents sont encore largement méconnus et nécessitent de plus
vastes investigations afin de développer par la suite des biomarqueurs spécifiques et des

traitements adaptés (7).

Notre étude est, a notre connaissance, la premiere a investiguer apres test d’exposition
specifique les différentes voies inflammatoires pouvant étre mises en jeu dans I’AP lié a la
farine et aux persulfates. Ce travail était une étude pilote permettant également la mise en
place des différentes techniques expérimentales dans notre laboratoire. Il serait intéressant par
la suite de mener les mémes investigations de recherche sur une population plus large, en
incluant également dans 1’analyse des voies inflammatoires le TPB placebo et les patients
avec un TPB actif négatif. Nous souhaitons également étudier les différentes alarmines,
chémokines, cytokines, et facteurs de transcription au sein de la population cellulaire des

granulocytes qui est plus difficile a investiguer du fait d’une fragilité cellulaire importante.
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ANNEXE

Annexe 1 : Classification de I’AP (3).

[ WORK-RELATED ASTHMA (WRA) ]
I

! ! !

WORK-EXACERBATED
OCCUPATIONAL ASTHMA (OA) ASTHMA (WEA) VARIANT
SYNDROMES

Asthma triggered by work

Asthma caused by work

1 1 Pre-existing or eEosnophilic
coincident bronchitis
IMMUNOLOGIC OA NON-IMMUNOLOGIC OA asthma ePotroom
® IgE-mediated OA (Irritant-induced OA) asthma
® IgE-independent OA *Asthma-like
*, disorders
(organic dusts)
«
ACUTE IRRITANT-INDUCED OA Delayed onset after “moderate”
Acute onset after high-level irritant exposure:
irritant exposure: “Low-dose irritant induced asthma”
® Single episode: RADS “Not-so-sudden RADS”
® Multiple episodes

Figure 1 : Classification de I’AP.



Annexe 2 : Physiopathologie de I’inflammation de type Th2 dans 1’asthme (1).
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Figure 2 : Physiopathologie de I’inflammation de type Th2 dans 1’asthme.
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Annexe 3 : Synthése de la physiopathologie de 1’asthme Th2 et non Th2 (1).
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Figure 3 : Synthese de la physiopathologie de 1’asthme Th2 et non Th2.
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Annexe 4 : Examens diagnostiques de I’AP (72).

| Work-related asthma symptoms l

|

| 1st step investigation |

Assessment of NSBH

Assessment of immunological sensitization

(or reversible airway obstruction) (SPT and/or slgE)
' ' v v i
Negative NSBH AND Negative but NOT I Positive | | Not available I Negative or Highly positive
exposed at work exposed at work weakly positive (PPV >90%)
(NPV >95%)T AND NSBHR*
*

| 2nd step investigation ]

Serial measurements of PEF/FEV;
and/or NSBH and/or sputum eosinophils at
work and off work

Especially useful when:

e The subject is exposed to multiple
asthmagens at work

e No agent known as causing OA has been
identified at work

o Facility for SIC is not easily available

e The conditions of exposure at work cannot be
reproduced in the lab

v v '

| Negative ¥ |

S

Occupational asthma “

| Positive I IEquivocaI l——

Specific inhalation challenge in the
laboratory

Especially useful when:

e SIC can be performed efficiently and safely

e The patient is no longer exposed at work

e The highest level of diagnostic confidence is
reguired

e There is need to identify a particular agent

e PEF records are inconclusive

——

I Positive | I Negative # |

> [No occupational asthma ] “

Figure 4 : Examens diagnostiques de I’AP.
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Annexe 5 : Recommandations GINA 2019 pour le traitement de 1’asthme (74).

Diagnosis
Symptom control & risk factors
(inchuding lung function)

Inhaler technique & adherence
Patient preference

Asthma medications
Non-pharmacological strategies
Treat modifiable risk factors

“Not for children <12 years
PREFERRED | STEP1 “*For children 8-11 years, the
CONTQC%I&L‘!:: preferred Step 3 treatment is
medum dose ICS
*For patients prescribad
BDP/formotercl or BUD/
T AL formoterc! mansenance and
options | t Twotropium by mist inhaler is
an add.cn treatment for
patients =12 years with a
RELIEVER As-needed shortl-acling betaz-agonist (SABA) history of exacerbations

Figure 5 : Recommandations GINA 2019 pour le traitement de 1’asthme.
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Annexe 6 : Critéres d’exclusion.

o Un asthme persistant sévere non controlé.

e Unasthme en crise.

e L’existence d’un syndrome obstructif sévere (VEMS < 70% de la valeur théorique).

e Les asthmes non professionnels : atopiques ou non atopiques secondaires a une
sensibilisation cliniquement pertinente & un allergene domestique per annuel ou
aggraves au travail.

e La prise au cours des 6 derniers mois d’un traitement anti-IgE, au cours des 3 derniers
mois de corticoides intramusculaires, au cours du dernier mois de corticoides oraux,
au cours des 14 jours précédents d’antidépresseurs tricycliques, au cours des 7
derniers jours d’anti-leucotrienes.

o Un tabagisme actif ou tabagisme sevré > 10 paquets-année.

e Une incapacité a comprendre les manceuvres nécessaires au test de provocation et les
implications de celui-ci.

o Une obstruction bronchique déclenchée par les manceuvres spirométriques.

« Une infection récente des voies aériennes supérieures (< 2 semaines).

e Un infarctus du myocarde récent (< 3 mois).

o Un accident vasculaire cérébral récent (< 3 mois).

e Un anévrisme artériel connu.

o Une hypertension artérielle systémique.

o Une épilepsie sous traitement.

o Les patients ayant participé a une autre étude clinique dans les trois mois précedant
I’inclusion.

o La grossesse et I’allaitement.

e L’impossibilit¢ de fournir au sujet une information éclairée (sujet en situation
d’urgence ou difficultés de compréhension).

e Un sujet sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle.
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Annexe 7 : Calendrier des visites

Tableau | : Calendrier des visites.

TPB
2¢ séance
. ( 1 mois minimum apres la
Sélection 1= Test 2 Test P8 3t Test ( 1% séance) P
métacholine | métacholine 1+ séance métacholine
VISITES
JO J+ 3 mois max
Vi V2 V3a v4 V5 V3b V6 v7
Plus de 3
Aprés au . 24h N semaines
moins 10 jours [ APES AU ahae | oan Apresau apres V4 f 54n
dactivité moins 10 jours \ moins 10 jours N
activité de repos V3a apres V4 de repos 24h apres V6
professionnelle aprés
V3b
Information du sujet et
signature du Pre- x
consentement information
Randomisation X
Examen clinique X X X X X X X X
Avant Avant le
le TPB TPB
Examens biologiques 3h [ 24hapres 3h aprés 24h aprés
X apres
rise de san le TPB le TPB
G 9) e TPB le TPB
Mesures spirométriques X X X X X X X X
Tests cutanés X
Mesure HRBNS 52 o x* X x*
(métacholine)
Test de grossesse X X
Expectorations induites
X X X X X 4
(solution saline)
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Avant Avant le
le TPB TPB
a 3rhés 3h aprés
p 24h apres 24h aprés
Mesure NO exhalé le TPB
leTPB | 1o 1pg le TPB
Sh 6h aprés
apres
le TPB le TPB
Exposition
(tests de provocations
bronchiques spécifiques)
] X X
- Farine ou persulfates
- Placebo
Légende :

* Le test a la métacholine n’est effectué que si le patient n’a pas présenté de réponse
immeédiate ou retardée lors du TPB speécifique.

HRBNS : hyperréactivité bronchique non spécifique

Avant I’inclusion

Les traitements suivants devaient étre arrétés au moins 72h avant les tests :

— Les corticostéroides inhalés, oculaires, ou intranasaux.
— Les décongestionnants par voie intranasale ou systémique.
— Les antihistaminiques a durée d’action bréve.

— Les antihistaminiques de type 2.
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Annexe 8 : Principes de la cytométrie en flux (102).
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Figure 6 : Principes de la cytométrie en flux.

La caractérisation des cytokines des différentes voies inflammatoires était réalisée par cytométrie en
flux sur billes (BD™ Cytometric Bead Array). Cette méthode permettait une mesure quantitative
simultanée de plusieurs cytokines dans nos échantillons. Plusieurs anticorps spécifiques d’une seule
protéine étaient fixés sur chaque bille. Le réactif permettant la détection était un mélange de
phycoerythrine conjuguée & un anticorps spécifique de la protéine & détecter. Ce réactif a une intensité
de fluorescence unique ce qui permettait de tester plusieurs cytokines a la fois et, de ce fait, de
diminuer le volume d’échantillons nécessaires ainsi que la durée de 1’expérimentation. Cette méthode
dite de « complexes en sandwich » (bille + analyte + réactif de détection) permettait une meilleure
détection de la réaction enzymatique. Ces complexes étaient quantifiés par leur fluorescence en
cytométrie en flux sur FACS Aria 11°. Les intensités de fluorescence étaient comparées aux valeurs
d’une gamme étalon. Les données étaient ensuite analysées via FCAP BDBiosciences®.

Un échantillon 30 Plex permettait de réaliser la calibration du cytometre de flux.
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Annexe 9 : Principes de ’ELISA et de I’ELISA Multiplex (103).

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Transformation
D aﬁ D D D d"un substrat
D D ﬁ ﬁ incolore cn un

D Qa DD produit coloré

AAAA i 2 A‘i.".'.Z"L

A Antigéne O Enzyme D Substrat ﬁ Pruduit coloré

Multiplexed Bead Assay

A ‘ Streptavidin
ALEXA 488

\mm lotrix Boads A K %m
>, QLA

Captur % Biotinylated
‘M,m' Dvuxm

Sandwich assay on surface of
a fluorescent-tagged plastic bead

ECEBOE 418
Locture 17

Figure 7 : Principes de I’ELISA et de ’ELISA Multiplex.

Les chémokines et alarmines étaient analysées par technique ELISA simplex pour RANTES et ELISA
biplex pour I’IL-33 et TSLP a l’aide de billes magnétiques (Invitrogen ProcartaPlex Multiplex
Immunoassay, Thermofisher®). Aprés préparation de la gamme standard, on diluait les billes
magnétiques sur lesquelles étaient fixées les anticorps spécifiques de RANTES, IL-33 et TSLP. Les
billes étaient mises en contact avec une solution tampon spécifique (« Universal Assay Buffer ») avant
I’ajout d’un antigéne de détection. La détection était permise par I’ajout de streptavidine péroxydase.

La détection des complexes était réalisée par spectrofluorométrie (Luminex xMAP®).
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Annexe 10 : Principes de I’ Analyse des transcrits par « QuantiGene Plex Assay » (104).

Sample Target Signal .
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Figure 8 : Principes de 1’analyse des transcrits par « QuantiGene Plex Assay ».

La méthode « QuantiGene Plex Assay » combine le signal d’amplification de I’ADN branché (bDDNA)
et la technique des billes magnétiques (XMAP®), permettant la détection et la quantification de
multiples ARN de fagon simultanée. L’ADN branché est une technique d’hybridation ciblant
spécifiquement I’ARN par le biais de sondes constituées d’ADN, permettant une amplification du
signal. La technique « QuantiGene Plex Assay » utilise des microbilles magnétiques (« Capture
Beads ») en tant que support afin de capturer I’ARN cible. Cette technique permet la quantification de
multiples ARN cibles (un type de bille reconnaissant un type d’ARN cible). Chaque unité
d’amplification contient de multiples sites d’hybridation fixant la molécule de détection «Streptavidin-
conjugated R-Phycoerythrin ». Chaque type de bille émet un signal de fluorescence propre permettant
la discrimination des différents ARN. Ce signal de fluorescence est analysé par cytométrie en flux
(Luminex®). Cette technique permet de détecter jusqu’a 36 ARN au cours d’une méme manipulation
sur un seul échantillon. Le signal est rapporté en intensité médiane de fluorescence, valeur

proportionnelle au nombre de molécules d’ARN cible présents dans 1’échantillon.
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Annexe 11 : Diagramme des flux.

Patients « screenés »

=37
» Tabagisme actif n=7
g Asthme non controlé n=3
» | Asthme sévére sous anti-IgE n=1
Population étudiée
n=26
AP a la farine AP aux persulfates
n=17 n=9

Figure 9 : Diagramme des flux.
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Annexe 12 : Caracteéristiques de la population étudiée a TO.

Tableau Il : Caractéristiques de la population étudiée a TO.

Farine (n=17) Persulfates (n=9) « p-valeur »
Age (années) 32,47 +9,34 31,00 + 11,90 0,7519
Sexe : 0,09
o Femmes 8 (47%) 8 (89%)
o Hommes 9 (53%) 1(11%)

IMC (kg/m?) 26,43 £522 2439 421 0,29
Atopie 11 (65%) 4 (44%) 0,56
Tabagisme (paquet-année) 3,22 £ 3,67 3,20 £ 4,27 0,50
Prick-tests positifs :

o Pneumallergénes 10 (59%) 4 (44%) 0,78

o Farine 17 (100%) / <0,0001
IgE spécifiques farine de blé :

o Positives 8 (47%) /

o Négatives 3 (18%) /
VEMS :

o Moyenne (L/min) 3,44 +£0,80 3,27 £0,49 0,50

o Moyenne (%) 96,00 + 13,71 97,11+ 10,43 0,82

o <80% 2 (11%) 0
NO exhalé (ppb) 39,19 + 28,29 13,80 + 7,53 0,006**
TPBNS & la métacholine :

o Test positif 17 (100%) 7 (78%) 0,21

o Doses cumulées (g) 284,56 + 391,65 1744,44 + 111255 0,004**
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Score de Lebel 1,00+1,12 0,67 +1,00 0,45
Score de TOSS positif 0 0 1,00
Score de Borg 2,471+ 1,70 1,944 £ 1,98 0,51
Score de symptémes respiratoires 0,882 + 1,54 0,556 + 0,88 0,50
PNE dans les expectorations 0,88
induites :

o 22% 8 (47%) 3 (33%)

o <2% 8 (47%) 5 (56%)
PNN dans les expectorations 1,00
induites :

o =76% 3 (18%) 1 (11%)

o <76% 13 (76%) 7 (78%)
Majoration PNN et PNE dans 3 (18%) 0
les expectorations induites
PNE sanguins : 0,22

o <03G/L 10 (59%) 8 (89%)

o 0.3-05G/L 4 (24%) 1 (11%)

o 0.5-1G/L 3 (17%) 0
PNN sanguins : 0,77

o <2GIL 2 (11,76%) 0

o 2-715GIL 15 (88,24%) 9 (100%)

o >75G/L 0 0
Test de provocation bronchique a 1,00
I’allergéne professionnel :

o Positif 8 (47%) 4 (44%)

o Négatif 9 (53%) 5 (56%)
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Annexe 13 : Différences entre les groupes.
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Figure 10 : Différences entre les groupes.

A : FeNO de base chez les patients boulangers (AP lié a la farine) et chez les patients coiffeurs (AP lié aux
persulfates).

B : Doses cumulées de métacholine de base chez les patients boulangers (AP lié a la farine) et chez les patients
coiffeurs (AP lié aux persulfates).
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Annexe 14 : Positivité du test d’exposition spécifique a 1’allergéne professionnel.

TPB actif Total
Asthme Positif Négatif
- Farine 8 9 17
- Persulfates 4 5 9
Total 12 14 26

Figure 11 : Positivité du test d’exposition spécifique a 1’allergeéne professionnel.

Tableau 111 : Criteres de positivité du test d’exposition spécifique a I’allergene professionnel.

Signes cliniques (3h) : Rénction Réaction Majoration du Majoration des PNE
- Dyspnce et symptomes | immeédiate retardée FeNO =17pph au nivean des
respiratolres (24h) cxpectorations >3%
- Rbhinite (24h)
- Conjonctivite
Boulangers (n=8) - 100% 100% / 38% (n=3) 25% (n=2)
- 75% (n=6)
-0
Coiffeurs (n—4) - 50% (n—2) 25% (n~1) 75% (n-3) 25% (n—1) 0
- 25%(n-1)
-0
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Annexe 15 : Variation du score de Borg et du score de Lebel.
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Figure 12 : Variation du score de Borg et du score de Lebel.

A : Variation du score de Borg chez les patients boulangers avec TPB actif positif et TPB actif négatif en comparaison au
Félezlcflt;fr)i.ation du score de Borg chez les patients coiffeurs avec TPB actif positif et TPB actif négatif en comparaison au
?Zléc\it;(r)i.ation du score de Lebel chez les patients boulangers avec TPB actif positif et TPB actif négatif en comparaison au
Fl)):a?csli;?iation du score de Lebel chez les patients coiffeurs avec TPB actif positif et TPB actif négatif en comparaison au
placebo.

87



Annexe 16 : Variation des PNE et des PNN au niveau des expectorations induites.

o PNE au niveau des expectorations induites
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Figure 13 : Variation des PNE et des PNN au niveau des expectorations induites.

A : Variation du pourcentage de PNE au niveau des expectorations induites chez les patients boulangers avec TBP actif
positif et TPB actif négatif en comparaison au placebo.

B : Variation du pourcentage de PNE au niveau des expectorations induites chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif
et TPB actif négatif en comparaison au placebo.

C : Variation du pourcentage de PNN au niveau des expectorations induites chez les patients boulangers avec TBP actif
positif et TPB actif négatif en comparaison au placebo.

D : Variation du pourcentage de PNN au niveau des expectorations induites chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif
et TPB actif négatif en comparaison au placebo.
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Annexe 17 : Variation des PNE et des PNN sanguins.
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Figure 14 : Variation des PNE et des PNN sanguins.

A : Variation de la quantité de PNE sanguins (G/L) chez les patients boulangers avec TBP actif positif et TPB actif négatif en

comparaison au placebo.
B : Variation de la quantité de PNE sanguins (G/L) chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif et TPB actif négatif en

comparaison au placebo.
C : Variation de la quantité de PNN sanguins (G/L) chez les patients boulangers avec TBP actif positif et TPB actif négatif en

comparaison au placebo.
D : Variation de la quantité de PNN sanguins (G/L) chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif et TPB actif négatif en

comparaison au placebo.
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Annexe 18 : Variation des concentrations de chémokine RANTES au niveau du sérum.
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Figure 15 : Variation des concentrations de RANTES au niveau du sérum.

A : Variation de la concentration de RANTES sérique (pg/mL) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif

positif en comparaison a TO.
B : Variation de la concentration de RANTES sérique (pg/mL) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif

en comparaison a TO0.
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Annexe 19 : Variation de la quantité de transcrits de chemokine RANTES au niveau des
PBMC.
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Figure 16 : Variation de la quantité de transcrits de RANTES au niveau des PBMC.

A : Variation du taux de RANTES (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a

TO.

B : Variation du taux de RANTES (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.
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Annexe 20 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th2 au niveau des PBMC.
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Figure 17 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th2 au niveau des PBMC.

: Variation du taux d’IL-4 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.

: Variation du taux d’IL-4 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a T0.

: Variation du taux d’ECP (UA) & T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.

: Variation du taux d’ECP (UA) & T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.

: Variation du taux de GATA-3 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.
: Variation du taux de GATA-3 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO0.
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Annexe 21 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Thl au niveau des PBMC.
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Figure 18 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Thl au niveau des PBMC.

: Variation du taux d’IL-8 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.
: Variation du taux d’IL-8 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO0.

: Variation du taux d’IFN-, (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a T0.
: Variation du taux d’IFN-, (UA) & T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison & TO.

: Variation du taux de Thet (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.
: Variation du taux de Thet (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.
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Annexe 22 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th17 au niveau des PBMC.
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Figure 19 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Th17 au niveau des PBMC.

A : Variation du taux d’IL-17 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO0.
B : Variation du taux d’IL-17 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.

C : Variation du taux de ROR , T (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.

D : Variation du taux de ROR ,T (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a T0.
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Annexe 23 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Treg au niveau des PBMC.

o IL-10

0.0030
|

0.0025
L

IL10
0.0020
L

IL10
0.0015 0.0020 0.0025 0.0030

0.0015
L

Pré. 3h 24h Pré. 3h 24h

Temps Temps

o Facteur de transcription Foxp3

]
n
g _ 3 7
S o
o
i 8
n
5 3
I ™ O
o o o
8 5
I L w
8 3
8 | S 7
S o
o
i 2
n
g | 3 -
S o
o
T T 1 T T 1
Pré 3h 24h Pré 3h 24h
C Temps Temps

Figure 20 : Variation de la quantité de transcrits de la voie Treg au niveau des PBMC.

A : Variation du taux d’IL-10 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a TO.
B : Variation du taux d’IL-10 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.

C : Variation du taux de Foxp3 (UA) a T3 et T24 chez les patients boulangers avec TBP actif positif en comparaison a T0.
D : Variation du taux de Foxp3 (UA) a T3 et T24 chez les patients coiffeurs avec TBP actif positif en comparaison a TO.
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RESUME

Introduction : L’asthme professionnel (AP) peut étre induit par des agents de haut poids
moléculaire (HPM) et par des agents de bas poids moléculaire (BPM). Les mécanismes
physiopathologiques de 1’AP sont encore incompris. L’objectif de notre étude est de comparer les
mécanismes physiopathologiques et la réponse clinique de deux types d’AP : I’AP induit par la
farine (HPM) et I’ AP induit par les persulfates (BPM).

Meéthode : Des patients avec un AP lié a la farine ou aux persulfates, agés de 18 a 55 ans étaient
inclus dans une étude prospective, randomisée, en double aveugle contre placebo au CHU de
Strasbourg. Un test de provocation bronchique (TPB) spécifique a 1’allergéne professionnel était
conduit contre placebo. L’examen clinique avec les scores de Lebel (rhinite allergique), de TOSS
(conjonctivite allergique) et de Borg (dyspnée), ainsi que des examens complémentaires
comprenant spirométrie, NO exhalé, test a la métacholine, expectorations induites et prélevements
sanguins étaient réalises a TO, T3h et T24h pour les deux TPB. Des cellules issues de
prélevements sanguins (sérum et des cellules sanguines mononuclées (PBMC)) et des
expectorations induites du TPB a I’allergene professionnel étaient utilis€ées pour I’étude des
mécanismes physiopathologiques et des voies inflammatoires.

Résultats : 26 patients dont 17 boulangers et 9 coiffeurs étaient inclus dans notre étude. A 1’état
de base les boulangers présentaient une hyperréactivité bronchique importante avec un NO exhalé
plus élevé (p=0,006**) et des doses de métacholine plus basses pour un test positif (p=0,004**)
en comparaison aux coiffeurs. Le TPB a I’allergéne professionnel était positif chez 47% des
boulangers et 44% des coiffeurs. Tous les boulangers avaient une réaction bronchique immédiate
tandis que 75% des coiffeurs présentaient une réaction bronchique de type retardée. On retrouvait
une majoration du taux de chémokine sérique de type RANTES et de son transcrit au niveau des
PBMC a T3 et a T24 chez les boulangers (p=0,008**, p=0,38) et a T24 chez les coiffeurs
(p=0,81). On observait également une diminution significative de la quantité de transcrits de la
voie inflammatoire Th17 (pour I’'IL-17 a T3 p=0,033*, p=0,59) et une augmentation du taux de
transcrits de la voie T-régulatrice (pour Foxp3 a T3 p=0,72, p=0,006**) dans les deux groupes.

Conclusion : Cette étude était princeps dans notre laboratoire en ce qui concerne 1’étude des voies
inflammatoires. Notre travail mettait en évidence des variations cytokiniques compatibles avec
une inflammation de type plutét Th2 chez les boulangers et plus complexe chez les coiffeurs,
impliquant possiblement la voie Thl. La diminution des transcrits d’IL-17, principalement chez
les coiffeurs, était compatible avec une activation de la voie T-régulatrice.

TITRE EN ANGLAIS : Comparison of the pathophysiological mechanisms in occupational
asthma to wheat flour and persulfates after specific inhalation challenge.

THESE : Médecine Spécialisée, Année 2019.

MOTS-CLES : Asthme professionnel, physiopathologie, test de provocation bronchique
spécifique, farine, persulfates.
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