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Sommaire & caractére grand public

Le diagnostic d’asthme professionnel (AP) est parfois difficile. Un diagnostic erroné a des
conséquences importantes non seulement sur la santé des travailleurs mais aussi économiques. Dés
lors, améliorer les moyens diagnostiques actuels est un objectif prioritaire. L'inflammation des
bronches et en particulier la présence d'éosinophiles au niveau de I'épithélium bronchique est une
des caractéristiques majeures de l'asthme et de l'asthme professionnel. Une méthode récemment
développée permet d'évaluer facilement I'inflamsnation des bronches en analysant les cellules
contenues dans l'expectoration. L'expectoration est obtenue aprés inhalation d'eau salée. Cette
méthode se nomme "expectoration induite".

L'étude pour laquelle nous avons obtenue une subvention de 'TRSST en 1998 visait a évaluer si cette
nouvelle technique pouvait nous aider 4 améliorer le diagnostic d'AP dans les cas litigieux en mettant
en évidence des changements précoces dans |'inflammation bronchique alors qu'il n'y avait pas de
modifications de la fonction respiratoire.

Notre étude avait donc pour buts: 1) de déterminer s’il existe des modifications précoces de la
cellularité de I’expectoration (€osinophilie), sans modification de la fonction respiratoire (volume
expiratoire maximal seconde (VEMS), degré d'irritabilité des bronches) aprés exposition a un agent
professionnel en laboratoire chez des sujets atteints d’AP 2) d'évaluer si ces modifications étaient
plus précoces que les modifications d'irritabilité bronchique.

Pour répondre a ces questions, nous avons:

1.Sélectionné des sujets porteurs d'un AP a des agents de haut (protéines) et de bas (agents
chimiques) poids moléculaire. Le diagnostic de cet asthme professionnel avait été effectué
antérieurement dans notre centre par test de provocation bronchique spécifique (TPS). Les tests de
provocation bronchique sont des tests qui consistent & exposer les sujets en laboratoire a 1'agent
responsable de leur asthme

2 Réexposé ces sujets a l'agent causal de leur asthme en augmentant progressivement les durées
d'exposition. La premiére journée était un jour contrdle ou les sujets n'¢taient pas exposés a l'agent
professicnnel en cause, pour vérifier la stabilité de leur asthme. Les jours suivants, les sujets étaient
exposés & des doses d'agent professionnel progressivement croissantes par TPS jusqu'a ce qu'une
réaction asthmatique survienne et pour un maximum de deux heures.

3. Effectué i la fin de chaque journée, un test & la méthacholine mesurant la réactivité bronchique
non spécifique {degré d'irritabilité des bronches) et une induction d’expectoration pour évaluer
I’inflammation bronchique de ces sujets.



Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants:

Nous avons recrutés 27 sujets. Parmi ces 27 sujets, six ont présenté une réaction asthmatique ou un
changement significatif de leur VEMS lors du premier jour d'exposition, trois n'ont pas présenté de
réaction asthmatique, deux avaient un asthme trop instable pour effectuer 'exposition, un sujet n'a
pas souhaité poursuivre I'étude. Quinze sujets ont présenté une réaction asthmatique lors du dernier
jour d’exposition et ont été retenus pour I'analyse finale. Parmi ces quinze sujets, huit étaient exposés
2 des agents de haut poids moléculaire, sept & des agents de bas poids moléculaire. Nous avons pu
détecter une augmentation significative des éosinophiles en pourcentage (5.0 (30.5) vs 0.5(0.9)
p<0.05)) et en nombre absolu dés la journée précédant la réaction asthmatique par rapport au jour
contrble, alors qu'il n'y avait pas de modification significative de la fonction respiratoire cette
journée 1a.

Cependant, on constate que cing sujets n'ont jamais présent¢ d'inflammation bronchique. La majorite
des sujets (83%) ayant eu une augmentation d'éosinophiles étaient exposés a des agents de bas poids
moléculaire (agents chimiques par opposition aux agents de haut poids moléculaire qui sont es
agents protéiques comme la farine). Parmi les sujets exposés & des agents de bas poids moléculaire
83% d'entre eux avaient une augmentation précoce de I'inflammation bronchique.

1 existe une augmentation plus marquée de I'éosinophilie la journée précédant la survenue de la
réaction asthmatique chez les sujets exposés a des agents de bas poids moléculaire par rapport aux
sujets exposés  des agents de haut poids moléculaire.

Il existe une faible corrélation entre la différence d'éosinophilie entre jour contrdle et jour précédant
la réaction asthmatique et la différence de réactivité bronchique non spécifique entre ces deux
journées.

Conclusion. La méthode de I'expectoration induite permet de détecter des changements précoces
dans l'inflammation bronchique aprés exposition 4 un agent professionnel sans qu'il y ait de
modification significative de la fonction respiratoire. Ces changements sont présents essentiellement
chez les sujets exposés & des agents de bas poids moléculaire et les modification d'inflammation sont
beaucoup plus marqués avec ces agents qu'avec les agents de haut poids moléculaire. La méthode
de 'expectoration induite pourrait donc étre ajoutée comme technique d'investigation dans les cas
douteux d'asthme professionnels aux agents de bas poids moléculaire puisque on retrouve une
augmentation significative d'inflammation bronchique dans la grande majorit¢ des cas.
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1. Introduction

L’asthme professionnel est actuellement la maladie professionnelle pulmonaire la plus
fréquente dans les pays développés et au Québec (1;2). Compte tenu de la fréquence de cette
pathologie respiratoire en milieu professionnel, des méthodes diagnostiques les plus spécifiques et
sensibles possibles sont indispensables pour éviter d’exposer inutilement des sujets atteints d’AP ou
de retirer du travail des sujets asthmatiques mais sans AP. Le moyen le plus fiable de confirmer un
diagnostic d’AP est de pratiquer des tests de provocation bronchique spécifique en laboratoire
hospitalier. Cependant, ces tests sont parfois faussement négatifs, en particulier si le sujet n’a pas
€té exposé depuis une longue période 3 ’agent professionnel en cause. Dés lors, améliorer les
méthodes diagnostiques de I’AP devient prioritaire pour éviter les tests faussement négatifs.
L’importance de faire un diagnostic exact d’ AP n’est pas négligeable. En effet, si le diagnostic n’est
pas pos¢ et que le sujet reste exposé 4 1’agent en cause, le pronostic de son asthme empire et les
chances de guérison diminuent (3). Le sujet peut ne plus &ire capable de travailler et devoir suivre
une médication antiasthmatique importante et pour le reste de sa vie.

Une méthode non invasive (4), récemment développée, pourrait permettre d’améliorer la
sensibilité des tests de provocation bronchique spécifique en révélant des modifications précoces de
la cellularité de ’expectoration, reflet de I’inflammation caractéristique de la maladie asthmatique,
alors qu'il n’y a pas encore de modifications fonctionnelles respiratoires (changement du VEMS ou
de la réactivité bronchique non-spécifique a la méthacholine) lors des tests de provocation
bronchique spécifique en laboratoire hospitalier.

L’objectif de notre projet est de déterminer s'il existe des modifications précoces de ia
cellularit¢ dans Pexpectoration induite (augmentation du pourcentage d’éosinophiles dans
I"expectoration) aprés exposition & un agent professionnel sans modification significative des
paramétres fonctionnels (spirométrie et réactivité bronchique non spécifique) chez des patients
porteurs d’un AP diagnostiqué dans notre centre avant le début de 1’étude.

2. Hypothéses de recherche et objectifs

2.1. Hypothése

Notre hypothése est que des modifications de la cellularité de I’expectoration caractérisées par une
augmentation des éosinophiles peuvent apparaitre précocement aprés exposition 3 un agent
professionnel] chez un patient atteint d’ AP alors qu’il n’y a pas encore de modification de la réactivité
bronchique non spécifique mesurée par la concentration de méthacholine induisant une chute de 20%
du VEMS (CPy) et que le sujet n’a pas présenté de chute significative (> 10%) de son VEMS aprés
exposition a I’agent en cause.

2.2. Buts

2.2.1.Déterminer s'il existe des modifications précoces de la cellularité dans 1’expectoration induite
(augmentation du pourcentage d’éosinophiles dans 1’expectoration) aprés exposition 4 un agent
professionnel sans modification des paramétres fonctionnels (spirométrie et réactivité bronchique
non spécifique) chez des patients porteurs d’un asthme professionnel diagnostiqué dans notre centre
avant le début de I’étude.



2.2.2. Déterminer si les changements de cellularité observés dans l’expectoration induite
(augmentation du pourcentage d’éosinophiles dans 1’expectoration) sont plus précoces que les

changements de réactivité bronchique non spécifique (CP,) aprés exposition 4 un agent
professionnel chez des sujets avec AP sensibilisés a cet agent.

3. Sujets

3.1. Critéres d’inclusion

Les sujets dont le diagnostic d’ AP a des agents de haut ou de bas poids moléculaire a été posé par
TPS en laboratoire dans notre centre ont été contactés. De préférence, nous avons testé des sujets ou
les TPS ont été effectués avec un appareil en circuit fermé permettant de mesurer précisément la dose
d’agent administrée (5-7) mais, le nombre de sujets étant insuffisant, nous avons également
demandé la participation des sujets ayant eu des tests de provocation avec une exposition de type dit
“réaliste”. Ces sujets n’avaient pas présenté une réaction asthmatique trop sévére lors des TPS ayant
permis de porter le diagnostic (chute de VEMS< 50%). Leur VEMS de base était supérieur ou egal
a 2 litres et les fluctuations du VEMS enregistrées lors du jour contrdle n'excedaient 10%. Tout
traitement par un agent béta-2 mimétique de courte durée d’action avait été interrompu au moins 8
heures avant les mesures effectuées. Les traitements par stéroides inhalés, si c¢’était le cas, étaient
interrompus huit heures avant les tests de provocation bronchique et la dose totale était administrée
a la fin de la journée de test. Les sujets étaient jugés en état clinique stable (absence de visite a
I’urgence depuis au moins trois mois, absence d’éveils nocturnes a cause d’asthme) et n’avaient pas
présenté d’infection bronchique ou d’exposition allergénique pertinente depuis au moins un mois.

3.2. Critéres d'exclusion

Les patient(e)s présentant:

- un asthme nécessitant un traitement par corticothérapie par voie systémique;

- une hyperréactivité bronchique non spécifique sévere (CP20 < 0.25 mg/ml);

- un asthme instable ayant nécessité une visite en salle d’urgence ou un séjour hospitalier dans les
trois mois précédant 1’étude

- une maladie systémique évolutive significative: insuffisance cardiaque, maladie coronarienne,
hépatique, rénale, hypertension artérielle non contrlée.

- Une grossesse en cours

- une incapacité a signer le consentement éclairé

n'étaient pas inclus dans I’étude.

4. Méthodologie

4.1. Déroulement de I’étude
En moyenne quatre journées sont passées a I’hdpital du Sacré-Coeur pour les sujets atteints d’AP
aux agents de bas poids moléculaire, 3 pour les sujets atteints d'AP & des agents de haut poids

moléculaire.



4.2. Tests effectués

4.2.1.Tests de provocation bronchique spécifique (TPS)

Les tests de provocation bronchique spécifique 4 1’agent professionnel suspecté se sont déroulées de
la fagon suivante selon la méthodologie précédemment décrite (8):

Jour A :

Cette premiére journée consiste en une journée contrdle d'observation sans exposition pour s'assurer
de la stabilit¢ de I'asthme du patient. Le VEMS et la capacité vitale forcée (CVF) sont mesurés
initialement & 1'aide d'un spirometre Collins (Collins Inc. USA). Chaque mesure du VEMS est
pratiquee 3 fois consécutives et la meilleure de 2 valeurs reproductibles selon les critéres de 'ATS
conservée (9). Le VEMS est mesuré toutes les 10 min la premiére heure, toutes les 30 min la seconde
heure et toutes les heures durant les 6 4 7 heures suivantes. La CVF est mesurée aux heures. Un test
a1a méthacholine est effectué en fin de journée avec mesure de 1a CP,,. Ce test est effectué selon une
méthodologie standardisée (10) avec un nébuliseur de Wright (débit de 0,14 mi/min) avec une
respiration a volume courant durant 2 minutes. Les concentrations de méthacholine administrées sont
doublées de 0.03 4 16 mg/ml jusqu'a ce qu'une chute de 20% de VEMS se produise. Si, 4 1a demiére
dose, ie VEMS n’a pas chuté de plus de 20%, le test est complété en administrant 3 doses
supplémentaires de méthacholine, 32, 64 et 128 mg/ml. Une CP,, < 16mg/ml est considérée comme
le témoin d'une hyperréactivité bronchique non spécifique significative (11). Au décours du test a
la méthacholine, une induction de I’expectoration a 1’aide d’une solution saline est pratiquée. Au
cours de cette journée, des questions concernant la symptomatologie respiratoire du patient hui sont
posées.

Jour B :

Le sujet est exposé & la moiti¢ de la dose d’agent qui avait été nécessaire a induire une réaction
asthmatique lors de la premiére investigation. L’exposition se fait de fagon progressive selon la
methode précédemment décrite (8). Le VEMS et la CVF sont mesurés avant le début de I’exposition.
Apres la fin de I'exposition, le VEMS est mesuré toutes les 10 minutes la premiére heure, toutes les
30 minutes la deuxiéme heure puis toutes les heures jusqu’a la septiéme ou huitiéme heure aprés la
fin de 'exposition. La CVF sera mesurée aux heures. Le test de provocation bronchique sera
considéré comme positif si I’on obtient une chute de VEMS d’au moins 20% aprés exposition. Le
soir méme, un test 4 la méthacholine sera effectué a nouveau afin d’évaluer la réactivité bronchique
non speécifique aprés TPS. Un changement de CP,, est considéré comme significatif s’il est d’au
moins 3.2 fois la CP, initiale (12). Une induction de 1’expectoration par sérum hypersalé est
pratiquée au décours du test a la méthacholine. Si un sujet présentait une chute significative de son
VEMS (> 10%) au cours de cette journée, il étaitt retiré de 1’étude.

Jour C:

Le test est pratiqué dans les mémes conditions que lors du diagnostic. La méme dose d’agent est
utilisée. La réactivité bronchique et le recueil de 1’expectoration sont évalués en fin de jounée. Si
les sujets atieints d’ AP ne présentaient pas de réaction asthmatique au cours de cette journée, une
journée supplémentaire est réalisée : jour D



JourD:
L’exposition & 1’agent en cause est poursuivie pour une durée totale de deux heures. Le soir méme
ou le lendemain matin, un test 4 la méthacholine et une induction de I’expectoration sont pratiqués.

4.2.2. Induction de I’expectoration

Ce test est pratiqué a la fin de chaque jour de test au décours d’un test a la méthacholine. 11 est
effectué selon la technique précédemment décrite (13). Dix minutes aprés que les patients aient regu
200ug de salbutamol (aprés le test a la méthacholine), une nouvelle mesure de VEMS et de CVF est
pratiquée. La nébulisation de la solution saline est débutée et ces mesures sont répéices toutes les 7
minutes pendant 1’inhalation de la solution saline hypertonique. La solution saline hypertonique (9
cc) est nébulisée avec un nébuliseur ultrasonique durant des périodes de 7 minutes pour un total de
21 minutes. Les concentrations de solution saline sont augmentées toutes les 7 minutes de 3% a 4%
puis & 5%. Si le VEMS chutait a plus de 10% de la valeur post bronchodilatateur, la concentration
saline n'était pas augmentée. Si le VEMS chutait a plus de 20%, la nébulisation était interrompue.
Le recueil de I’expectoration se fait durant la nébulisation si le sujet exprime le désir d’expectorer,
et aprés chaque nébulisation de 7 minutes: on demande aux sujets de se rincer la bouche et la gorge
soigneusement puis d’essayer d’expectorer dans un pot stérile. La nébulisation est stoppée au bout
de 21 minutes.

La technique utilisée ici pour traiter I’échantillon d’expectoration est celle développée par I’équipe
du Dr FE Hargreave a Hamilton (4). La technicienne qui était en charge de cette analyse a suivi un
entrainement spécifique dans ce méme centre 2 Hamilton.

L’échantillon d’expectoration recueilli est transféré dans une boite de Pétri ol ses caracténistiques
macroscopiques sont notées. Les portions qui semblent plus opaques et/ou denses et différentes de
la salive macroscopiquement sont sélectionnées et placées dans un tube de 15ml de polystyreéne et
pesée. Ceci est traité avec 4 fois le volume de dithiothreitol (DTT) (Sputalysin 10%, Calbiochem
Corp., San Diego, CA.), dilué fraichement a 10% avec de 1’eau distillée. Le mélange est mélangé au
vortex pendant 15 secondes. Il est ensuite placé sur un agitateur (Dade Tube Rocker, Baxter
Diagnostics Corporation, Miami, FA) pendant 15 minutes. Un autre volume égal & quatre fois le
volume de solution saline tamponnée (Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS)) est ajoute.
La suspension est filtrée 3 travers un textile de nylon de 48 um (BBSH Thompson, Scarborough,
Ontario) pour bter les débris cellulaires et le mucus persistant. Un compte cellulaire total est effectu¢
dans un hémacymétre Neubauer et la viabilité cellulaire est déterminée simultanément en
déterminant les cellules colorées par le bleu trypan. Le compte cellulaire total de cellules par mg
d’expectoration traitée est calculé. Des lames sont préparées en plagant 60 pl de la suspension
cellulaire dans une centrifugeuse Shandon III (Shandon Southem Instruments, Sewickley, PA). Les
lames sont préparées par centrifugation 3 450 tour/minute pendant 6 minutes. Les comptes
différentiels des macrophages, des lymphocytes, polynucléaires neutrophiles, €éosinophiles et cellules
épithéliales bronchiques, sont pratiqués en comptant 400 cellules nucléées sur les deux lames
colorées avec du Wright, La suspension restante est centrifugée & 3000 tours/minutes pendant 4
minutes. Le surnageant est aspiré et 100! seront placés dans des tubes Eppendorfs et congelés 4
-70°C pour des mesures ultérieures des marqueurs inflammatoires dans le surnageant Eotaxin, IL-5).
Des lames sont congelées i -80°C en vue d’effectuer des mesures d’IL-5 par hybridation in situ,
d’antres lames sont congelées 4 -20°C pour pratiquées des mesures par immunohistochimie d’éotaxin
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et de MBP. dans le laboratoire du Dr Qutayba Hamid (Laboratoires Meakins-Christie, Montréal).
4.3. Variables étudiées

4.3.1. Fonctionnelles :

-La réactivité bronchique non spécifique est évaluée chaque jour de test et nous étudierons
I’évolution de la CPy afin d’objectiver si I’on retrouve une modification précoce de réactivité
bronchique non spécifique.

4.3.2. Biologiques :

L’analyse de ’expectoration évalue les paramétres suivants: 1) 1a cellularité: compte cellulaire total,
compte d’¢osinophiles, de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes en sachant que le compte
d’éosinophiles est ici le plus fiable ¢t le plus reproductible. Le taux d’éosinophiles sera notre
principale variable étudiée sur laquelle nous nous sommes basés pour calculer notre échantitlon.
L’étude des médiateurs de I’inflammation pourra permettre d’évaluer des taux de MBP, d’éotaxin
et d’IL-5. Nous comparerons les modifications de ces médiateurs avec celles des €osinophiles et
celles de 1a CP,,. Ces mesures seront effectuées lors du jour contrble et lors de chaque jour de test.
Les résultats de ces analyses (mesures de MBP, d'TL-5 et d'éctaxin) ne sont pas encore disponibles
et feront I'objet d'un complément de rapport.

5. Analyse des résultats :

Le degré de réactivite bronchique non-spécifique est évalué par lamesure de la CP,o. Un changement
de CPy, n'est pas considéré comme significatif si la CP,, mesurée ne s’est pas modifiée de plus de
3.2 fois par rapport 4 la valeur précédente. Ceci correspond & I’ écart reproductibilité interindividuelle
d’un jour a I'autre avec une probabilité de 95 % dans notre laboratoire (12). On considérera qu’il
existe un changement significatif dans le compte d’éosinophiles aprés exposition si leur compte s’est
modifi¢ de plus de deux fois par rapport  la valeur initiale, avec une augmentation d'au moins 5%
ce qui reflétera une modification de ’inflammation bronchique. Les variables n'ayant pas une
distribution normale seront transformées par des méthodes appropriées en vue de leur normalisation.
Les données descriptives sont rapportées sous forme de moyenne et d'écart type sauf pour les
données n'ayant pas une distribution normale qui sont rapportées sous forme de médiane et de rang
interquartile. Les mesures de CP, ont subi une transformation logarithmique. Les taux de CP,, lors
du jour contrdle, de I'avant demnier jour de test et du demnier jour d'exposition ont été comparés
utilisant une ANOV A pour mesures répétées. Les différence entre éosinophiles lors de I'avant dernier
jour et du jour de la réaction asthmatique ont été comparées a I'aide d'un test de Wilcoxon. Les
corrélations entres eosinophiles, réactivité bronchique non spécifique et chute maximale de VEMS
ont été étudiées & I'aide d'un tests de Pearson.

Le niveau de significativité choisi sera un p < 0.05. Toutes les analyses seront effectuées a I’aide
du logiciel statistique SPSS (Chicago IL).



6. Résultats

Nous avons exploré 27 sujets. Parmi ces 27 sujets, 6 ont présenté une réaction asthmatique ou un
changement significatif de leur VEMS lors du premier jour d'exposition, 3 n'ont pas présenté de
réaction asthmatique, 2 avaient un asthme trop instable pour effectuer 'exposition, un sujet n'a pas
souhaité poursuivre l'étude aprés deux journées de test. Quinze sujets ont présenté une réaction
asthmatique lors du dernier jour d’exposition et ont été retenus pour l'analyse finale. Il était prévu
d'inclure initialement 31 sujets au total dans le protocole initial, nous en avons inclus 27 dans le
temps imparti & I'étude. Sur les 31 sujets initialement prévus nous pensions en avoir 24 d'analysables
malheureusement uniquement 15 de ces sujets I'ont été. Cependant, étant donné que les résultats
obtenus sont significatifs avec les 15 sujets analysables, il n'était pas éthique de poursuivre plus avant
en ayant d'ores et déja obtenus les résultats recherchés. Le tableau 1 relate les caractéristiques des
quinze sujets analysés.

Huit sujets furent exposés a des agents de haut poids moléculaire, 7 & des agents de bas poids
moléculaire. Onze sujets eurent une réaction immeédiate, 4 une réaction semi-retardée, ces sujets
étaient tous exposés i des agents de bas poids moleculaire.

Il existe une augmentation significative des éosinophiles en pourcentage (5.0 (30.5) vs 0.5(0.9)
p<0.05)) et en nombre absolu dés la journée précédant la réaction asthmatique par rapport au jour
contrdle, alors que la chute moyenne de VEMS ce jour 1a était de 7.4% et qu'il n'y avait pas
d'augmentation significative d'hyperréactivité bronchique globalement (Tableau 2) (Figurel). Nous
n'avons pas retrouvé de différence significative entre le niveau d'éosinophiles chez les sujets ayant
eu deux jours d'exposition comparé aux sujets ayant eu trois jours d'exposition ni lors du jour
précédant la réaction asthmatique (3.15(19.0 vs 8.0(56.3)p = 0.3) ni lors du jour de la réaction
asthmatique (12(26.2) vs7.0(19.0)p=0.7).

1l n'y avait pas de changements dans les taux de neutrophiles aussi bien en pourcentage qu'en valeur
absolue.

On constate que uniquement 9 sujets sur 15 avaient une inflammation bronchique significative apres
exposition et 7 d'entre eux avaient une augmentation significative de leur éosinophilie dés le premier
jour d'exposition. Cing sujets n'ont pas présenté d'inflammation bronchique significative malgre la
survenue d'une réaction asthmatique. Un sujet avait un éosinophilie importante qui n'a pas augment¢
aprés exposition. Parmi les 7 sujets qui avaient une augmentation précoce et significative
d'éosinophilie, 5 étaient exposés 4 des agents de bas poids moléculaire. Ces 5 sujets avaient le méme
jour, une augmentation significative d'hyperréactivité bronchique. Aucun sujet expos¢ a des agents
de haut poids moléculaire n'avait de changement de CPy.. Il apparait donc que les changements
constatés sont presque limités aux agents de bas poids moléculaires (Tableau 3).Nous n'avons
constaté la survenue plus précoce d'inflammation bronchique que d'hyperréactivité bronchique que
chez deux sujets exposés A des agents de haut poids moléculaire.

Il existe une augmentation plus marquée de 1'éosinophilie chez les sujets exposés & des agents de bas
poids moléculaire qu'd agents de haut poids moléculaire la journée précédant la réaction
asthmatique{Tableau 3,Figure 2).



Il y existe une faible corrélation entre la différence d'éosinophilie entre jour contrdle et jour précédant
la réaction asthmatique et la différence de réactivité bronchigue non spécifique entre ces deux
journées (r = 0.51, p = 0.05)(Figure 3).

Les résultats des dosages de MBP, d'éotaxin et d'IL.-5 ne sont pas encore disponibles et feront I'objet
d'un compliément de rapport ultérieur.

7. Discussion

Les résultats obtenus montrent qu'il survient une augmentation d'éosinophiles dans I'expectoration
alors que les sujets n'ont pas encore présenté de chute significative de VEMS. Cette augmentation
d'éosinophilie survient essentiellement chez les sujets exposés 4 des agents de bas poids moléculaire.
Chez ces sujets il existe dans la plupart des cas une augmentation simultanée de la réactivité
bronchigue non spécifique. L'augmentation des éosinophiles est plus marquée chez les sujets ayant
été exposés A des agents de bas poids moléculaire.

1l a été précédemment démontré qu'il existait une apparition d'éosinophiles et d'TL-5 précocement
apres exposition a des faibles doses d'allergénes communs (14) sans chute de significative de VEMS.
Les auteurs retrouvaient une augmentation plus marquée d'€osinophiles au troisiéme jour d'exposition
comparé au premier jour d'exposition. Nous n'avons pas retrouvé de majoration significative
d'inflammation bronchique avec I'augmentation du temps d'exposition. On pourrait penser que la
survenue d'une réaction asthmatique est accompagnée d'une augmentation beaucoup plus
substantielle d'inflammation que la seule exposition sans survenue d'une réaction asthmatique. Or
nous n'avons pas constaté de différence significative entre le niveau d'éosinophiles iors de 1a journée
précédant la réaction et le niveau d'éosinophiles lors de la journée de la réaction asthmatique. Trois
sujets avaient d'ailleurs une éosinophilie plus marquée le jour précédant la réaction asthmatique que
le jour méme de la réaction. Les sujets qui présentaient une ésoinophilie le faisaient dés le premier
jour d'exposition. Il semble donc que I'apparition d'une inflammation bronchique isolée ne suffit pas
a déclencher une réaction asthmatique. Ce concept est bien illustré par les patients qui présentent une
bronchite €éosinophilique (15).

Nous n'avons pas constaté une augmentation d'éosinophiles chez tous les sujets étudiés: cing sujets
n'ont pas présenté d'éosinophilie aprés exposition 4 un agent de haut ou de bas poids moléculaire.
L'étude portant sur les TPS avec faibles doses d'allergénes communs (14) ne rapporte aucun résultat
individuel, nous ne sommes donc pas en mesure de voir si dans cette étude les auteurs retrouvait une
augmentation d'éosinophilie chez tous les patients. Dans notre étude nous avons constaté que
I'augmentation des éosinophiles était plus fréquente et plus marquée chez les sujets exposés a des
agents de faible poids moléculaire. L'augmentation plus marquée d'éosinophilie dans les réactions
retardées par rapport aux réactions immédiates a déja ét€ démontrée(16). On pourrait donc penser que
cette augmentation d'éosinophiles chez les sujets exposés aux agents de bas poids moléculaire est due
au fait que ce type d'agent induit plus fréquemment une réaction retardée. Cependant, il existe une
augmentation des éosinophiles alors que la réaction asthmatique n'a pas encore eu lieu. On peut donc
penser que chez les sujets sensibilisés, les agents de bas poids moléculaire ont un effet par eux-méme
et pas uniquement par le type de réaction qu'ils entrainent. D'ailleurs trois des sujets exposés a des
agents de bas poids moléculaire ont présenté une réaction immédiate avec une augmentation massive
d'éosinophiles. Ces agents pourraient avoir une action beaucoup plus marquée sur I'épithélium
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bronchique que les agents de haut poids moléculaire entrainant une libération de médiateurs et
subséquemment un afflux d'éosinophiles.

Il avait ét¢ montré précédemment (17) qu'il existait une augmentation significative de réactivité
bronchique précédant l'apparition de la réaction asthmatique chez certains sujets. Les auteurs
concluaient que les changements d'hyperréactivité bronchique non spécifique ¢taient un marqueur
sensible de la réactivité bronchigue spécifique aux agents professionnels. Il semble que ces résultats
ne soient applicables qu'aux agents de bas poids moléculaire. En effet, dans I'étude de Vandenplas
et al.(17), les sujets ayant modifié précocement leur CP,, étaient tous exposés a des agents de bas
poids moléculaire. Cependant, dans cette étude on ignorait combien de patients étaient réellement
porteurs d'un asthme professionnel, la fréquence de ce phénomeéne ne pouvait donc pas étre évaluce.
Dans notre étude 5 des 7 sujets exposés a des agents de bas poids moléculaire ont présenté un
changement précoce d’hyperréactivité bronchique avant de présenter une réaction asthmatique. En
revanche, aucun des sujets exposés au agents de haut poids moléculaire n'a présenté de changement
de réactivité bronchique précoce. L'augmentation de réactivité bronchique non spécifique semble étre
une marqueur précoce de la réactivité bronchique spécifique uniquement dans le cas des agents de
haut poids moléculaire. Nous avons constaté chez deux sujets exposés A des agents de haut poids
moléculaire une augmentation d'éosinophile sans changement de CP,,. Dans ces cas ci, I'apparition
d'une inflammation bronchique était un marqueur encore plus précoce que la majoration
d'hyperréactivité bronchique précédant la survenue d'une réaction asthmatique.

Certains auteurs ont rapporté une augmentation de neutrophiles aprés exposition aux isocyanates(18).
Nous n'avons retrouvé d'augmentation de neutrophiles mais d'éosinophiles aprés exposition, ce qui
est retrouvé dans la majorité des cas (19;20).

1l a été parfois rapporté qu'il y avait une bonne corrélation entre I'éosinophilie et la réactivité
bronchique non spécifique laissant entrevoir que I'hypereosinophilie pourrait précéder I'apparition
d'une hyperréactivité bronchique et que I'inflammation bronchique pourrait €ire un des facteurs
principaux expliquant I'hyperréactivité bronchique (21,22). Cependant, il y a de plus en plus
d'évidence montrant qu'il n'y que peu ou pas de corrélation entre hyperréactivité bronchique et
hyperéosinophilie(15;23). Nous n' avons retrouvé dans cette étude qu'une faible corrélation entre
réactivité bronchique non spécifique et osinophilie.

8. Conclusion

1l existe des changements précoces dans I'inflammation bronchique chez les sujets exposes a des
agents de bas poids moléculaire. On ne retrouve de tels changements uniquement chez quelques
sujets exposés a des agents de haut poids moléculaire. L'augmentation de I'éosinophilie est également
beaucoup plus prononcée chez les sujets exposés a des agents de bas poids moléculaire qu'aux agents
de haut pois moléculaire. Les changements de CP,, précédent aussi la survenue de réaction
asthmatique uniquement chez les patients exposés aux agents de bas poids moléculaire. Le type
d'agent en cause semble &tre déterminant dans la capacité d'induire une inflammation bronchique et
une majoration de ]'hyperréactivité bronchique.



9. Applicabilité et retombées éventuelles

Bien que la présence d’éosinophiles dans I’expectoration ne soit pas assez spécifique pour nous
permettre de poser le diagnostic d’asthme ou d’asthme professionnel, cette étude nous démontre que
dans 80% des cas la présence d'une éosinophilie précédait I'apparition de la réaction asthmatique chez
les sujets exposés 4 des agents de bas poids moléculaire. Chez ces patients les modifications de
I’expectoration peuvent &tre un facteur prédictif de 1’apparition d’une réaction asthmatique.
L’expectoration induite pourrait alors étre un outil diagnostique supplémentaire lors des TPS en
laboratoire dans le cas des patients qui présentent un asthme a des agents de bas poids moléculaire.
Il est bien entendu que méme si I’on constate une eosinophilie dans 1I’expectoration le diagnostic
d’AP devra étre confirmé ultéricurement par des tests de référence teis les TPS.

L’étude de la cellularité de I’expectoration pourrait donc étre pratiquée en routine dans notre
laboratoire chez les patients ayant une possibilité d'asthme 4 des agents de bas poids moléculaire.
Nous pratiquerions en routine une induction d’expectoration initialement chez ces patients lors de
la journée contrdle aprés le test & la méthacholine. Si le demier jour de I’investigation le TPS était
négatif, nous préléverions un échantillon d’expectoration pour vérifier s’il y a ou non augmentation
de I'inflammation bronchique. En cas d’augmentation des éosinophiles d’au moins deux fois la
valeur initiale avec un taux supérieur a 5%, ’investigation serait complétée soit par un allongement
de la période d’exposition en laboratoire soit par un retour au travail. Cette étude pourra donc mener
a une modification de notre démarche diagnostique de I’AP, en ajoutant un nouve! outil non invasif
et sécuritaire. L'expectoration induite pourra donc étre un outil trés précieux, en particulier dans les
cas litigieux.
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Tableau 1: Caractéristiques des sujets explores:

No Sexe Age Tabac  Atopie Agent Durée Derniére Traitement
d'exposition exposition
1 F 29 F A Farine 4 3 CSI,B,agonistes
2 H 42 exF NA Farine 5 1 CSI,B,agonistes
3 H 62 F A Farine 4 5 CS1,B,agonistes
4 H 50 NF A Farine 8 2 [B,agonistes
5 H 55 ex F A Farine 10 2 CSLB,agonistes
6 F 35 exF A Cobaye 6 5 f3,agonistes
7 H 57 NF A Farine 26 11 B,agonistes
8 F 35 NF A Latex 7 5 CSIL,{3,agonistes
9 F 55 ex F NA Thé 26 13 CSL,B,agonistes
10 H 63 NF NA HDI 35 5 p,agonistes
11 H 31 NF A HDI 5 5 CS1,B,agonists
12 H 51 ex F A Cedre rouge 15 10 Aucun
13 H 55 ex F A Cédre rouge 14 11 B,agonistes
14 H 47 ex F A Cedre rouge 3 3 CSI,B,agonistes
15 H 57 ex F NA MDI 0.2 3 CSI,B,agonistes
Moyenne  48.2(11.2) 11.2(10.2) 4.7(4.3)

Légende: HDI: diisocyanate d'hexamnéthyléne,, MDI: diisocyanate de diphénylméthane, A:atopique,
NA: non atopique, F: fumeur, NF:non fumeur, ex F: ex fumeur. CSI: cortico steroides inhalés
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Tableau 2: Evolution de la réactivité bronchique et de I’inflammation bronchique lors des tests de

provocation bronchique spécifique.

Contrdle J-1 J
n 15 15 15
chute maximum de 2.4(2.4) 7.35(3.8) 22.1(3.3)
VEMS (%)
CP,y, mg/ml 8.9(7.8) 5.3(3.9) 4.7(4.1)*
TCC, 10%ml 3.4(6.7) 4.6 (12.6) 6.6(24.4)
Eosino, % 0.5(0.9) 5.0(30.5)* 9.0(24.5)*
Neu,% 56.2(20.5) 55.0(41.5) 53.2(20.5)

Légende: J-1: jour précédant la réaction asthmatique, J: jour de la réaction asthmatique. CCT: compte
cellulaire total, Eosino: éosinophiles dans 1’expectoration. Neu: neutrophiles dans I'expectoration. Les
résultats sont exprimés comme médiane et rang interquartile sauf pour la CP,, qui est exprimée comme

movenne géometrique. *: p<0.05.
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Tableau 3: Caractéristiques biologiques et fonctionnelles des sujets étudiés en fonction de leur
exposition & des agents de haut ou de bas poids moléculaire

Agents de haut poids moléculaire

Jour contrdle J-1 J
No CPy Eosino CP,, Eosino CPy Eosino Réaction
mg/ml % mg/ml % mg/ml % asthmatique
1 0.56 1.0 0.43 1.0 0.26 3.0 immédiate
2 24 0.0 2.7 22.0 2.1 9.0 immédiate
3 5.6 0.5 7.4 0.5 5.0 3.0 immédiate
4 50.0 1.0 128 3.0 128 1.0 immeédiate
5 0.26 0.0 1.05 1.0 0.27 3.0 immeédiate
6 128.0 0.0 54.0 1.3 35 6.0 immeédiate
7 5 0.5 6 12.5 6.3 275 immédiate
8 13.5 0.0 18.0 0.2 7.4 15.0 immeédiate
5.5(4.6) 0.25(09) 7.1(16.1) 1.2(9.5) 4.45(3.9) 4.5(10.5)
Agents de bas poids moléculaires
Jour contrdle J-1 J
No CP, Eosino CPy Eosino CPy Eosino Réaction
mg/ml % mg/ml % mg/ml % asthmatique
9 9.0 0.8 0.9 87.0 4.4 7.0 semi retardée
10 0.38 36.5 0.3 315 ND 30.8 semi retardée
11 12.5 0.0 2.6 8.0 0.36 20.0 immédiate
12 128.0 1.0 128.0 40.8 128.0 22.0 immeédiate
13 89.0 0.7 10.0 57.3 3.4 62.6 immeédiate
14 3.6 0.8 1.0 5.0 ND 42.8 semi retardée
15 128.0 0.5 16.0 1.0 6.0 1.0 semi retardéc

15.6(13.8) 0.8(0.5) 3.9(34) 31.5(52.3) 53(4.6) 22(35.8)

Légende: J-1: jour précédant la réaction asthmatique, J: jour de la réaction asthmatique. CCT: compte
cellulaire total,Eosino: éosinophiles dans }’expectoration.
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