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La réponse allergique vis-à-vis d’un allergène
requiert deux contacts

Allergènes

Th2

B

Plasmocytes

1er contact :
Synthèse d’IgE
sensibilisation

2ème contact :                                 
dégranulation des mastocytes

Allergie : manifestations cliniques 
de la sensibilistaion

Asthme
Rhinite

Dermatite atopique



Clinical Reviews in Allergy & Immunology , 2019

https://link-springer-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/journal/12016
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June 2002, vol 2 p 446, Nature Reviews Immunology

LA REACTION ALLERGIQUE

SENSIBILISATION du mastocyte et du basophile



Valenta et al, 2018, Advances in immunology
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LA REACTION ALLERGIQUE :
Déclenchement

Multivalence

Rapprochement

Signal



Valenta et al, 2018, Advances in immunology



Recepteur de 
l ’extremité Fc 
des  IgE 
(FcεRI)

Histamine et 
autres 
substances de 
l ’allergie 
immédiate
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Ma

DEGRANULATION



ITAM

prot kinase C 
(PKC)

ITAM

Evénements 
biochimiques 
au cours de 
l’activation 
des 
mastocytes

Phospholipase A2

Effets immédiats

Histamine, tryptase, 
chymase

IL3,IL4, IL5, IL6, IL8, 
IL10, IL13 et TNF

Orientation Th1/Th2



Valenta et al, 2018, Advances in immunology
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LA REACTION ALLERGIQUE
La phase tardive

- A la réaction immédiate fait suite chez certains patients, une 
réaction inflammatoire tardive (retardée / 4-6 h après contact)

- Acteurs de phase tardive :  éosinophiles, lymphocytes Th2





La phase tardive ou réaction 
inflammatoire localisée

• 4-6 heures après initiation de la réaction allergique - dure 1 à 2 jours 

• Infiltration de cellules dites inflammatoires
– éosinophiles (30%) : la cellule responsable des dégâts tissulaires 

– neutrophiles (30%)
– lymphocytes T CD4+ activés

– basophiles

• Médiateurs produits pendant la phase précoce favorisent le recrutement 
local et l’activation de cellules inflammatoires

cytokines : IL-4, TNFa, IL-1  
chimiokines : IL-8, éotaxine, Rantes, MIP-1a, MCP-3 ..
histamine : active les cellules endothéliales (IL-6, IL-8)

IgE : activation cellules CD23+
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Démarche diagnostique

• Interrogatoire :

Historique          imputabilité

• Examen clinique
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IgE totales
IgE spécifiques

Quantitatifs ou semi-quantitatifs

Diagnostic biologique :
Dosages des Ig

Ac anti IgE
Serum patient
Ac anti-IgE

IgE totales

à Mesure de la fluorescence
Allergène
Serum patient
Ac anti IgE

IgE spécifiques





Valeurs de références des IgE
totales

• Valeurs de référence selon l’âge (données fournisseur)

• 6 semaines <4 kU/L
• 3 mois <7,2 kU/L
• 6 mois <12,8 kU/L
• 9 mois <17,4 kU/L
• 1 an <22,8 kU/L
• 2 ans <40,3 kU/L
• 3 ans <56 kU/L
• 4 ans <70 kU/L
• 6 ans <98 kU/L
• 8 ans <124 kU/L
• 10 ans <148 kU/L
• Adultes <114 kU/L
• Calibration selon le standard 75/502 de l’OMS (human IgE), 1 UI/L~ 2.4ng/L IgE



Technique des CLA-Hitachi

-Bandelettes coatées avec 30 allergènes (3 types de bandelettes)

-Mise en contact avec sérum du patient

-Révélation par anti-IgE couplés à une enzyme

-Réaction de chimioluminescence

-Lecture au luminomètre

-Résultats sous forme de classes de 0 à 4





Résultats du test :
•Le Luminomètre mesure l'émission 
de lumière en unités de luminescence 
(ULs) desquelles sont soustraites 
celles du contrôle négatif. Les valeurs 
sont ensuite classées de 0 à 4 selon 
le tableau de résultats ci-dessous :

CLA Classe ULs nettes Concentration d'IgE
4 > 242 Niveau très élevé
3 143-242 Niveau élevé
2 66-142 Niveau modéré
1 27-65 Faible niveau
0/1 12-26 Très faible niveau
0 0-11 Aucune IgE détectée



Inhibition des IgE spécifiques

-Pour mettre en évidence une ou des protéines communes entre 2 
allergènes

-Pour vérifier l’activité d’un extrait allergénique (allergie croisée)

-Pour sélectionner un allergène en vue d’une désensibilisation



Inhibition de Cap

Allergène de référence

Allergène croisant

50% inhibition
40 kUA/L 20 kUA/L



Diagnostic biologique de 
l’allergie

• Diagnostic à l’échelon moléculaire
• Raisonnement par famille moléculaire

– Différencier sensibilisation primaire et 
sensibilisation croisée

– Etablir un risque de réaction sévère potentiel 
– Meilleure sélection des indications d’ITS



Evolution des techniques de 
dosage des IgE spécifiques

• Grand nombre d’allergènes pouvant être testés en 
même temps

• Faible quantité de sérum
• Quantification des résultats
• Détermination d’un profil allergénique
• En 2 ou 3ème intention : tests multiallergènes utilisant le 

CRD = components-resolved diagnostic, suivant les 
protéines reconnues par les IgE à Il existe différentes 
familles de protéines allergéniques reconnues par les IgE. 

• à Comment??

















Source : Biomnis



Source : Biomnis



Interprétation biologique

• En fonction des données de la littérature
• Des données cliniques disponibles du 

patient



Protéines de stockage

LTP

PR-10

Profilines

CCD Protéines labiles

Protéines stables

Risque de symptômes ou sévérité des symptômes 
selon le type de protéines



• Ara h1, Ara h2 et Ara h3 sont des protéines de stockage de l’arachide.
• Ara h9 est une LTP et Ara h8 est une PR10.

• Ara h2 est une protéine associée à des réactions cliniques, alors qu'Ara
h8 est labile et peu susceptible d'être attribuable à des réactions
cliniques significatives. Bien qu'un résultat positif d'IgE anti-arachide
puisse suggérer une allergie potentielle, des niveaux indétectables aux
Ara h1, 2, 3 et 9 (protéines stables) et un résultat positif isolé à Ara h8
suggèrerait généralement une tolérance générale.

• Cependant, le niveau des IgE spécifiques de la protéine peut
également fournir des informations de diagnostic (et pas simplement la
présence d'un résultat de test positif); par exemple, des concentrations
croissantes d’IgE spécifique à Ara h2 sont associées à un risque accru
de réaction à l'arachide.

Exemple : l’arachide

Klemans RJ et al. Clin Exp Allergy 2015;45:720-30.
Beyer K et al.  Allergy 2015;70:90-8.



Exemple (suite)

• Ara h 1 and Ara h 6 Sensitization Causes Clinical Peanut Allergy in 
Ara h 2-Negative Individuals. Etude parue en 2019 sur population 
islandaise. (Magnusdottir H et al, 2019, Int Arch Allergy Immunol)



• Intérêt principal = liaison des IgE à des protéines 
spécifiques dans un aliment peut fournir des 
informations diagnostiques plus spécifiques que les tests 
qui rapportent la liaison des IgE à des extraits constitués 
de mélanges de protéines.

• Connaître les familles de protéines auxquelles 
réagissent les IgE des patients permet l’identification des 
réactions croisées comme par exemple avec les familles 
PR-10 et LTP.

• Intérêt pour indication d’un test de réintroduction en 
allergie alimentaire par exemple ou pour ITS.

Intérêts



Diagnostic moléculaire de 
l’allergie



Augmentation du taux d’IgG4 spécifiques observée pendant une 
désensibilisation = indicateur d’efficacité thérapeutique (évolution inverse 
des titres d’IgE spécifiques)

Participation au suivi de la réponse du patient au cours de l’ITS : peu utilisé 
car pas indispensable pour juger de l’efficacité de l’ITS

Dosage doit être effectué avant le début du ttt puis à intervalles réguliers en 
fonction du protocole de désensibilisation.

à Même technique que pour la détection des IgE spécifiques

Dosage des IgG4
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• Tests cellulaires

• Tests avec l’allergène incriminé

• TAB (test d’activation des basophiles)

• Histaminolibération 

Tests de provocation in vitro



Exposition
des molécules
d’activation

CD 63

CD203

All

Relargage d ’histamine

venins

médicaments

aliments
Animaux

Basophile sang 
total

Basophile activé
Anti IgE



Histamine 

Demi vie de quelques minutes à effets de courte 
durée car rapidement métabolisée

10% du contenu granulaire des mastocytes

Vasodilatation

Augmentation de la perméabilité vasculaire

Contraction des muscles lisses (bronche & digestif)

Augmentation de la production de mucus

Attraction des cellules inflammatoires



Anti IgE AllergènePBSEAU

Dilution 1  HR =His(ng/ml) / His totale X 100

Totale dilutionsPositif

Le test est positif lorsqu’une dilution de l’allergène libère plus de 5% de 
l'histamine totale. Si libération de plus de 5% dans le tube PBS alors 

test invalide car libération spontanée d’histamine.



CYTOMÉTRIE EN FLUX
TAB



CD8 T Lymphocyte

Natural Killer

CD4 T Lymphocyte

Lymphoid cells
(from lymph nodes)

Cell type Cell surface markers

CD3 + CD8+

CD3 + CD4+

Souris CD3- DX5+

Humain : CD3- CD16+CD56+



Poly-Morphonuclear
Neutrophil (PMN)

Macrophage

Dendritic Cells

MDSC

Myeloid cells
(from bone marrow)

Cell type Cell surface markers
CD11b+ CD14

CD11b+ CD66b

CD11b+ CD11c+ MHC II +

Gr1+ CD11b+



The use of antibodies

Antibodies are directed against a specific antigen

They are used here as biological tools to identify cell
surface markers

Antibody coupling to fluorochrome

Detection of binding by Flow 
cytometryF4/80

Anti-F4/80

Anti-F4/80

Anti-F4/80

Flurochrome

Flurochrome



Fluorochrome labelled antibodies

Antibody directed against a cell surface marker
Excitation of fluorochrome by LASER
Detection of emitted light by Detector

Flurochrome
D E T E C T O R

F4/80

Anti-F4/80



Fluorochromes



Flow cytometry
•Flow cytometry aims to measure the properties of 
individual particles (ie. Cells)

•Powerful technique = allow the analysis of 1000cells/sec

•Each cell pass through a laser beam and refracted/diffused
light is analysed

•Mainly based on fluorochrome-labeled antibodies directed
against cell surface markers.

•Applications :
üRoutine diagnosis : hematology, immunology labs
üResearch lab : cell characterisation in complex
populations



What is a Flow cytometer ?

Fluidics system

Laser/Cell contact

Laser

Optics and detection
(mirrors/filters)

Detectors 
(Lightàelectric signal)

Computer
Acquisition 
Software



From a mixed cell population in suspension 
in a tube to a single cell flow 

Fluidics system

LASER

Needle – Fluidics system



Forward Scatter (FSC)
Side Scatter (SSC)

Indication on cell size Indication on cell content
(granulosity)



Forward Scatter (FSC)
Side Scatter (SSC)



Histogram

FSC = Size

SSC = granulosity

What can we see on 
computer screen?



What can we see on 
computer screen?

FSC = taille

SS
C 

= 
gr

an
ul

ar
ité

Each point is a single cell

(X;Y) coordinates

Two-parameters



Optics & Detection

Fluorescence is dissociated

by mirrors and filters, and 

directed on detectors.

FSC

LASER

PMT

Filtres
Miroirs 
dichroïques



Data analysis

CD11b

F4/80



CD11b

F4/80

Macrophages

PMNMDSCDCLymphoid cells

Data analysis



Data analysis

CD11b

F4/80

Macrophages

PMNMDSCDCLymphoid cells

CD11b

F4/80
Macrophages

PMNMDSCDCLymphoid cells



Data analysis

CD11b

F4/80
Macrophages

PMNMDSCDCLymphoid cells



TEST d’ACTIVATION DES BASOPHILES
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Diagnostic du choc anaphylactique
Dosage de l’histamine plasmatique :
Pic dans les 5 premières minutes : 1/2 vie (10 à 20 min.)

prélèvement dans la 1/2 h sur EDTA et centrifugé dans les 20 
min à 4°C avant congélation ou dosage

Valeurs normales : < 1ng/ml

Dosage de la tryptase :
20 % du contenu protéique des mastocytes
Intérêt : cinétique + lente que l’histamine    

. Prélèvements + tardifs que l’histamine possible 
pic : 15 min à2 h (1/2 vie 2h)

. Pas de conditionnement particulier

. Dosage immunofluorométrie
Valeur normale : < 11 µg / l

• Consensus de 2012 pour analyse si dégranulation mastocytaire
suite à un choc : t2H > t24h : 120%+2

Contrôle à distance (mastocytose)



Demi-vie : 2h
Principale sérine-protéase des mastocytes

Augmente la secretion du mucus et la contraction 
des muscles lisses (bronches)

Active le complement 

Clivage des peptides broncho et vasodilatateur

Tryptase



Mesure de l ’antigène

Ac anti tryptase
Serum patient

Ac anti tryptase

Tryptase

Tryptase Cap Phadia®



Dosage tryptase

• Protéase spécifique du mastocyte, libération en continu (sécrétions
basales de formes immatures) ou brutale (dégranulation anaphylactique
de formes matures). Le dosage de la tryptase mesure les 2 formes et
renseigne ainsi la richesse en mastocytes d’un individu donné.

• Utilisé pour diag des anaphylaxies par dégranulation mastocytaire, pour
diag et suivi des mastocytoses systémiques, suivi de certaines
hémopathies malignes, l’évaluation du risque clinique d’anaphylaxie chez
des patients allergiques aux venins d’hyméhoptères.

• Tryptasémie de base est stable.
• Ce paramètre présente une valeur médico-légale, il est possible de

réaliser un prélèvement post-mortem.



Dosage ECP (protéine 
cationique des éosinophiles)

• Médiateur contenu dans les granules secondaires de l’éosinophile, libéré
lors de l’activation cellulaire

• Dosage permet d’estimer la gravité de l’inflammation des voies aériennes
et de suivre l’évolution d’un asthme. Taux d’ECP augmente au cours des
rhinites et de l’asthme allergique, DA, affections gastro-intestinales IgE-
dépendants (oesophagites…), allergie alimentaire, parasitoses, churg-
stauss, hyperéosinophilie idiopathique, polypose nasosinusienne

• Examen de 2nde intention peu utilisé dans le suivi des maladies allergiques.
Il existe une forte variabilité interindividuelle de l’augmentation de
niveaux d’ECP en pathologie et son évaluation ne présente pas d’intérêt
diag. Dans la DA, la sévérité est plus facilement évaluée avec score
SCORAD.
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• Pour tout type de réactions allergiques, il y a
reconnaissance de l’antigène par un lymphocyte T
mémoire ou effecteur

• Des tests in vitro et in vivo sont utilisés pour la détection
des T mémoires ou effecteurs :
• Les patch-tests in vivo avec l’antigène suspecté

peuvent être utilisés pour déterminer la cause de
l’allergie médicamenteuse mais leur sensibilité est
relativement faible.

• Il existe des tests in vitro de prolifération, de production
cytokinique…

Analyse de la réponse T antigène 
spécifique



A-Tests non-fonctionnels :
¤Tetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :
¤ Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes: 

CFSE, PKH26..)

¤ Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)

Analyse de la réponse T antigène 
spécifique



A-Tests non-fonctionnels :
¤Tetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :
¤ Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes: 

CFSE, PKH26..)

¤ Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)

Analyse de la réponse T antigène 
spécifique



Tetramer (pentamer…) analysis:
identification des lymphocytes T avec des TCR Ag-spécifiques



A-Tests non-fonctionnels :
¤Tetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :
¤ Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes: 

CFSE, PKH26..)

¤ Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)

Analyse de la réponse T antigène 
spécifique



Test de prolifération : thymidine tritiée
(Ag-spécifique ou non) 

Diapo Dr Krzysiek R



CFSE (CFDA-SE) proliferation assay
CFDA-SE: carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

Dilution of CFSE with cell division

Lyons and Parish, 1994
JIM, 171;131

Divisions:
3           2         1           0 Divisions:

3  2  1 0

CFSE
FL-1 (Log)

Diapo Dr Krzysiek R



CFSElow

cells
(proliferating,
Ag-specific
cells)

CFSEhigh

cells
(undivided cells)

Ag-specific T cells (CFSElow) are distinguishable 
from other cells in culture (CFSEhigh)

Diapo Dr Krzysiek R



PBMCs from a PA donor were isolated, labeled with CFSE, 
and cultured in the presence of 100 μg/ml peanut extract 

Peanut allergy

Turcanu V et al J Clin Invest 2003

Th2 polarization

Peanut specific T cells in peanut allergic
patients:
INFglowTNFalowIL4highIL5highIL13high

Peanut specific T cells in non allergic
or patients with outgrown PA allergy:
INFghighTNFahighIL4lowIL5lowIL13low

Diapo Dr Krzysiek R



A-Tests non-fonctionnels :
¤Tetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :
¤ Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes: 

CFSE, PKH26..)

¤ Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)

Analyse de la réponse T antigène 
spécifique



ELISPOT 

Measures frequencies of the antigen-specific cells and the type of molecules
these lymphocytes secrete, ELISPOT assays not only establish the 

magnitude (clonal size) but also the quality (effector class, e.g. Th1, Th2, Th17 etc) 
of Ag-specific immunity. 

Tests utilisés pour allergie retardée (HS de type IV aux médicaments).

ELISPOT assays are orders of magnitude more sensitive for detecting rare cells
than are FACS-based techniques such as tetramer or 

intracytoplasmic cytokine staining.



Principe de l’ELISPOT



Technique 
Elispot
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