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ABREVIATIONS

Ac: Anticorps,

L’AESAN: Agencia Espaiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion,

Afssa: Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments,

Ag: Antigene,

Anses: Agence Nationale de Sécurité
Sanitaire de I’Alimentation de
I’environnement et du travail,

BO: bowel ou intestin,

BS: body surface, surface corporelle,

CC: corporal cavity ou cavité corporelle,
CEVPM : Centre d’Expérimentation et de
Valorisation des Produits de la Mer,

Cl: Complexes Immuns,

CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité,

D-PAF: Database of parasite in Fish or
sellfish, base de données sur les parasites
de poison et de crustacés,

Efsa: European Food Safety Authority ou
Autorité européenne de sécurité des
aliments,

ELISA:  enzyme-linked immunosorbent
assay,

FAO : Organisation des nations unies pour
I'alimentation et 'agriculture,

FceR: Récepteur du fragment constant de
la chaine € des IgE,

FI: fillets ou filets,

GAA : Anisakiose Gastro-Allergique,

Gl: gills ou branchies,

GO: gonad, gonades,

HD: Hote définitif,

HI: Hote intermédiaire,

HLA: Human Leucocyte Antigen,

HS: Hypersensibilité,

HTS: High Throughput Sequencing ou
séquencage a haut-débit,

IFI: Immunofluorescence indirecte,

IgE: Immunoglobuline E,

IgG: Immunoglobuline G,

IgM: Immunoglobuline M,

IL: Inter-Leukine,

InVS: Institut de veille sanitaire,

LBm: lymphocyte B mémaoire,

L1: Larve stade 1,

L2: Larve stade 2,

L3: Larve stade 3,

L4: Larve stade 4,

L5: Larve stade 5,

LI: liver ou foie,

LT: Lymphocyte,

LTCD4"'m: Lymphocyte T CD4" mémoire,
MAPAQ: Ministére de [|'Agriculture, des
Pécheries et de I'Alimentation, Canada,
MBP: Major Basic Protein,

MO: mouth ou bouche,

OC: oral cavity, bouche,

OMS : organisation mondiale de la santé,
PAF: Platelet Activated Factor,

PCR: Polymerase Chain Reaction,

PMSI: Programme Médicalisé des
Systemes d’Information,

RAV: Réseau national d’Allergovigilance,
RIA: RadiolmmunoAssay,

RFc: Récepteurs au Fragment constant,

ST: stomach, estomac,

TCR: récepteur des lymphocytes T,

TGFR: Transforming growth Factor,
cytokine appartenant a la famille des
facteurs de croissance tissulaires,

TH1: T helper 1; lymphocytes auxiliaires,
TH2: T helper 2; lymphocytes auxiliaires,
TNF: Tumor Necrosis Factor, le facteur de
nécrose tumorale,

WB: Western blot.
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INTRODUCTION

L’anisakidose humaine est une infection parasitaire provoquée par I'ingestion de larves de
nématodes de la famille des Anisakidae contenues dans différents organes de poissons ou
de céphalopodes consommés crus ou peu cuits. Lorsque la larve est présente dans le tube
digestif, elle tente de pénétrer la paroi de I'estomac ou de l'intestin de I'Homme. Celui-ci est
une impasse parasitaire, c’est-a-dire que les larves infestantes ne peuvent pas évoluer et
devenir adultes.

Les larves responsables de I'anisakidose appartiennent principalement au genre Anisakis
spp. et dans une moindre mesure au genre Pseudoterranova spp. (Ishikura et al., 1993).

Dans le genre Anisakis spp. c’est principalement l'espéce Anisakis simplex qui est
responsable de cette maladie, on parle alors d’anisakiose (anciennement appelée
anisakiase).

La forme gastrique de I'anisakiose, d’évolution aigué, évoque un syndrome pseudo-ulcéreux
caractérisé par des douleurs épigastriques violentes qui surviennent 4 a 6 heures apreés le
repas infestant.

La forme intestinale, plus tardive, est souvent asymptomatique ou évoque un syndrome
tumoral.

Chez des sujets sensibilisés aux antigenes d’Anisakis simplex, des manifestations allergiques
intestinales ou généralisées, parfois graves, peuvent survenir lors d’une consommation
ultérieure de poisson contaminé, méme cuit. Les allergies se manifestent de facon diverse,
de la crise d'urticaire jusqu'au trés grave choc anaphylactique.

eme

La premiere description du ver dans les poissons date du XIII""" siécle. Cependant, c’est un
biologiste francais, Félix Dujardin qui décrit les adultes nématodes Anisakis chez un dauphin
en 1845 dans son traité « Histoire naturelle des helminthes ou vers intestinaux ». Ainsi le
nom Anisakis est basé sur anis- (préfixe grec signifiant différent) et -akis (suffixe grec

signifiant épine ou spicule).

Le premier cas humain d’anisakidose a granulome éosinophilique remonte a 1955 aux Pays-
Bas. C'est Van Thiel qui établira en 1960 la relation entre l'infection humaine et la
consommation de hareng cru; d'ailleurs, c’est a cause du parasitisme de ce poisson que cette
maladie porte aussi le nom aujourd’hui de « la maladie du ver des harengs » (Van thiel et
al., 1960). De nombreux cas furent ensuite retrouvés au Japon, en Corée, en France, aux
Etats-Unis et au Danemark (Smith et Wootten, 1978).

Depuis 1968, une diminution des cas d’anisakidose a été enregistrée aux Pays-Bas grace a
I'application d'une législation prévoyant la congélation obligatoire des poissons a -20°C
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pendant 24 heures, avant leur préparation pour le salage ou le fumage (Huang et Bussieras,
1988).

C’est dans les années 90 que Kasuya et ses confréres ont émis I’hypothése d’une allergie
causée par les antigenes d’Anisakis simplex devant les nombreux cas d’urticaires rencontrés
chez les personnes consommatrices de maquereau (Kasuya et al., 1990) .

Les manifestations allergiques parfois séveres chez I'Homme sont trés fréquentes au Japon
et en Espagne, de descriptions plus récentes et certainement sous-estimées en France.

Apres une description de la morphologie, du cycle de vie et de la répartition géographique
d’Anisakis simplex, les différents symptomes de I'anisakiose seront décrits chez 'Homme.
Puis seront développés les caractéristiques de |'allergie, les mécanismes immunologiques qui
en découlent et les techniques de diagnostic.

De nos jours, une quinzaine d’antigenes ont été découverts. La réfrigération, la congélation
ou la cuisson du poisson ne permettent pas de supprimer le pouvoir allergénique des larves.
Pour poser le diagnostic de I'allergie, un certain nombre de techniques d’immunodiagnostic
sont a I'’étude, mais les difficultés rencontrées sont dues a des réactivités croisées avec
d’autres nématodes (Ascaris lumbricoides ou Toxocara canis) et arthropodes (crustacés et
acariens) et au manque de standardisation des protocoles.
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ETUDE DU PARASITE ET DE SON POUVOIR PATHOGENE
I.  Taxonomie et cycle biologique

1. Classification

La classification de I'espéce Anisakis simplex est |la suivante (World register of marine
species):

Phylum: Nematoda®
Classe: Chromadorea
Sous-classe: Chromadoria
Ordre: Rhabditida
Sous-ordre: Spirurina
Infra-ordre: Ascaridomorpha
Superfamille: Ascaridoidea® (Baird, 1953)
Famille: Anisakidae (Skrjabin & Karokhin, 1945)
Sous-famille: Anisakinae (Chabaud, 1965)
Genre: Anisakis spp. (Dujardin, 1845)

Espeéce: Anisakis simplex (Davey, 1971)

Dans la famille des Anisakidae on distingue quatre genres :

e Anisakis spp. (espéece principale Anisakis simplex Dujardin, 1845).

e Pseudoterranova spp. (espece principale Pseudoterranova decipiens Krabbe, 1878).

e (Contracaecum spp.
e Hysterothylacium spp.

Parmi ces quatre genres, le parasite le plus souvent rencontré dans les infestations humaines

est Anisakis simplex alors que les autres espéces sont rarement identifiées (Dupouy-Camet,

2014). 1l est également responsable d’allergies chez 'lhomme. C'est donc sur le genre

Anisakis spp. que I'étude sera focalisée.

1 . . . ; .
Vers ronds non segmentés munis d'un tégument épais.
2 . .
Vers avec trois lévres.
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On retrouve fréquemment les larves infestantes d'Anisakis simplex dans les poissons de la
famille des gadidés (merlan, lieu, merlu, cabillaud), des clupéidés (hareng, sardine), des
scombridés (maquereau) et des triglidés (grondin).

La pseudoterranovose (provoquée par le ver de la morue, Pseudoterranova decipiens) est
rare au Japon et en Europe. Elle est plus fréquente aux Etats-Unis et au Canada. Pour
I'instant peu de cas humains sont décrits. Chez 'Homme (hote accidentel) I'infection est
moins sévere qu’avec Anisakis simplex et le ver ne pénéetre généralement pas la muqueuse
gastrique. Pseudoterranova decipiens est principalement hébergé par la morue du Pacifique
(Gadus macrocephalus), par le flétan du Pacifique (Hippoglossus stenolepsis) et par le
sébaste aux Etats-Unis (Sebastes mentella).

Les larves de Hysterothylacium spp., incapables de résister a une température supérieure a
30 °C, ne présentent aucun danger pour 'Homme (Huang et Bussieras, 1988).

Quant aux larves de Contracaecum spp., leur réle pathogene reste a démontrer (Nasagawa,
2012).

2. Morphologie

Les Anisakis sont des Nématodes et donc des vers ronds non segmentés couverts d'une
épaisse cuticule. Les vers adultes disposent d'un tube digestif complet (bouche et anus) mais
pas d'appareil respiratoire. Leur bouche est trilabiée, c’est-a-dire qu’elle est composée de 3
levres proéminentes. Les membres du genre Anisakis mesurent 2 a 6 cm de long et quelques
millimetres de diamétre. Le ventricule cesophagien est oblong et dépourvu d'appendice. Le
pore excréteur est a la base des levres. Il n'y a pas de caecum intestinal.

La distinction du genre Anisakis est tres difficile par I'étude morphologique des parasites.
Seules les larves de stade 3 permettent d'effectuer une diagnose d'espéce. Les techniques
d'analyse génétique peuvent aussi permettre d'effectuer cette diagnose.

GEufs

Les ceufs d'Anisakis simplex sont ellipsoidaux et mesurent environ 50 um. Les ceufs sont
excrétés non embryonnés dans le milieu marin. lls ne s'embryonnent que dans I'eau de mer.

Les larves de stade 1 (L1) et de stade 2 (L2)

La premiére mue se produit dans I'ceuf pour permettre le développement d’une larve de
stade 1 en 20 a 27 jours a 5-7°C dans I'eau de mer.

La larve de stade 2 est enroulée dans I'enveloppe exuviale de la larve L1 puis elle sort de
I'ceuf et nage librement dans I'eau de mer. Elle mesure 220 a 290 um sans enveloppe.
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Larve de stade 3 (L3)

o—

nr

mm

int

ec

Head

ENL

TR

14-30 mm

bt : dent de penetration anterieure triangulaire

ep: pore excrefeur

nr: systeme nerveux en anneaux

ed: conduit excreteur partant du pore excreteur jusqu'au canal
excreteur

0es : oesophage

pv : preventricule oesophagien

v : ventricule oesophagien correspondant a une tache blanche sur
les larves vivantes

int : intestin separe du ventricule par une limite oblique

ec : canal excreteur

r: rectum formant un canal plus sombre

an : anus

m : mucron

Figure 1 : Larve L3 d’Anisakis simplex (Smith et Wootten, 1984).
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Lorsque la larve de stade 2 est ingérée par un crustacé, elle mature et se transforme en larve
de stade 3. Celles-ci sont de couleur blanc claire a jaunatre. Elles mesurent 14 a 30 mm de
longueur et ont un diameétre de 0,5 mm (figures 1 et 2). A I'ceil nu, une tache blanche a 2 mm
en arriere de |'extrémité antérieure correspond au ventricule cesophagien (figure 1) mais est
visible uniquement sur les larves vivantes.

Chaque larve possede a l'extrémité antérieure une dent de pénétration de forme
triangulaire, dont la pointe est dirigée ventralement (figure5). Un mucron (pointe raide) est
présent a I'extrémité postérieure de la larve (figure 4).

La cuticule est striée de gros sillons transversaux et irréguliers, discontinus sur tout le corps.
Le tube digestif est complet et comprend une bouche, un cesophage, un intestin et un
rectum. L'cesophage est composé de deux parties : une partie musculaire de 2 a 3 mm située
juste aprés la bouche et une partie glandulaire (ou ventricule) assez allongée séparée de
I'intestin par une limite oblique (figure 3). La larve ne posséde ni caecum ni appendice
cesophagien.

T AR
2 3 4 5 S

Figure 2 : Larves d'Anisakis provenant d'un colin d'Alaska Theragra chalcogramma (Urawa, S., site D-PAF).

Ventricule
oesophagien

Figure 3 : Ventricule cesophagien d'Anisakis simplex (Urawa, S., site D-PAF).
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Mucron

Figure 4 : Anus et mucron a I'extrémité postérieure d'Anisakis simplex (Urawa, S., site D-PAF).

pénétration

Figure 5 : Dent de pénétration a I'extrémité antérieure d'Anisakis simplex (Urawa, S., site D-PAF).

Les Adultes

Apreés plusieurs mues (L3-> L4-> L5-> adultes), les L3 deviennent des vers adultes qui sont
hébergés dans la lumiére du tube digestif de I'H6te définitif (mammiféres marins). Les
Anisakis adultes présentent trois levres bien développées. L'cesophage est composé de deux
parties comme chez la larve L3: une portion antérieure musculeuse et une partie postérieure
glandulaire.

L’adulte ne possede pas d’appendice cesophagien ni de caecum tout comme la larve L3. Le
pore excréteur se trouve a I'extrémité antérieure. L’orifice génital femelle est situé au milieu
du premier tiers du corps. Le male quant a lui présente des spicules copulateurs de
longueurs inégales. Les vers adultes mesurent de 3 a 15 cm de long.
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3. Cycle

Humain
Hote accidentel
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Figure 6: Cycle biologique d'Anisakis simplex (Audicana et Kennedy, 2008). Le cycle commence par

I'excrétion des ceufs non embryonnés avec les matiéres fécales de I'h6te définitif. Les hotes intermédiaires

Crustacés et hotes paraténiques Céphalopodes peuvent étre ingérés directement par I’hote définitif sans

avoir été ingérés par les poissons. L1, L2, L3, L4, L5 : larves de stades 1, 2, 3, 4, 5. Le trait en petit pointillé :

ingestion directement dés le premier niveau d’hote intermédiaire ou paraténique, les traits pointillés longs :

ingestion par I’h6te accidentel. Trait plein : cycle le plus fréquent (Seesao, 2015).
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Les hotes définitifs d’Anisakis simplex sont les mammiféres marins comme les Cétacés
(dauphins, marsouins, baleines) ou plus rarement des Pinnipédes (phoques, otaries, morses).
Les parasites adultes se trouvent alors dans I'estomac ou l'intestin de I’'h6te définitif. Les
femelles d’Anisakis simplex pondent des ceufs qui se retrouvent dans le milieu extérieur.

Les ceufs s’embryonnent dans I'eau de mer pour donner des larves L1. La larve L2 reste
d’abord a l'intérieur de I'exuvie de la larve L1, puis elle est libérée dans I'eau de mer et est
ingérée par le ler hote intermédiaire (HI 1), les crustacés planctoniques (crevettes du genre
Euphausia spp. le plus souvent). La L2 évolue alors en larve L3 dans I’hemocoele des
crustacés.

L'HI 1 est consommeé par le 2éme hoéte intermédiaire (HI 2), poisson ou céphalopode. La
larve de stade 3 est alors libérée et se fixe dans le tube digestif de I'HI 2.

Généralement, les L3 d’Anisakis sont observées chez le poisson dans la cavité abdominale,
enroulées en spirale, entourées par une capsule; elles sont généralement plaquées a la
surface du mésentére ou des gonades, plus rarement du foie ou du tube digestif, chez le
hareng et divers autres poissons. Mais on trouve aussi des L3 dans le tissu musculaire.

Les L3 peuvent étre libres et sortir de leur capsule ou migrer et s’enkyster dans les muscles.
Cette migration abdomino-musculaire permet une augmentation des L3 dans la chair du
poisson (Huang et Bussiéras, 1988). Cette localisation musculaire a été observée au moment
de la péche du poisson et se poursuit post-mortem: Smith a trouvé que 66,7% des L3
d’Anisakis sont localisées dans le muscle du merlu au moment de la péche, 80% 8 heures
plus tard, 100% 24 heures plus tard. C’est ce stade qui est pathogénique pour 'homme
(Smith, 1984).

Chez les céphalopodes les larves L3 s’enkystent également dans la paroi digestive, la
membrane ccelomique, ou les organes (Shukhgalter et Nigmatullin, 2001).

Les hotes définitifs se contaminent en ingérant du poisson ou des calamars contaminés. La
larve L3 est alors libérée lors de la digestion et mue en L4, L5 puis devient adulte dans le
tube digestif de I’'h6te définitif.

L'Homme est une impasse parasitaire. Il héberge les larves L3 incapables d’évoluer en vers
adultes (Ishikura et Namiki, 1989). Elles sont souvent responsables de |ésions gastriques
voire de lésions de l'intestin gréle ou du c6lon, dans les heures ou jours qui suivent leur
ingestion. En dehors de ces manifestations cliniques dues a leur présence in situ, un certain
nombre de réactions immunoallergiques interviennent dans la pathogénicité. Ces réactions
provoquées par les larves L3 seront développées dans la deuxiéme partie de thése.
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Les principaux hotes HI 1 d’Anisakis simplex sont des crustacés de petite taille :

Arthropodes, Ordre des Décapodes (Augry, 2012 d’apres Smith et Wootten, 1978):
e Crabe araignée : Hyas araneus, lieux de péche : Mer de Barents.

e Crevette nordique : Pandalus spp., lieux de péche : Mer d'Okhotsk (Pacifique),
Mer du Japon.

Arthropodes, Ordre des Euphausiacés(Augry, 2012 d’apres Smith et Wootten, 1978):

e Zooplancton, Krill : Thysanoessa spp., lieux de péche : Océan Atlantique Nord,

mer du Nord, Pacifique Nord, mer de Chine, Mer de Barents, Mer de Bering.

Les hotes HI 2 sont des hotes paraténiques:

Chez I'h6te paraténique la larve n’évolue pas, elle garde sa forme L3 infestante. Les hotes
paraténiques des Anisakidae peuvent étre des poissons de mer ou parfois des céphalopodes
dans 20-30% des cas. Chez le poisson la larve L3 a été retrouvée dans plusieurs localisations
corporelles telles que la cavité corporelle, le foie, les filets et les viscéres (Seesao, 2015).

Exemples de Céphalopodes (Augry, 2012 d’aprés Abollo et al., 2001) :

e Seiches : Sepia officinalis, lieux de péche : Nord ouest de I'Espagne.
e Calmars : Todaropsis eblanae, lieux de péche : Nord ouest de I'Espagne.
e Pieuvres : Octopus spp., lieux de péche : Sardaigne.

Quelques exemples de poissons (Augry, 2012 d’apres Orain, 2010):

e Saumon d’Atlantique : Salmo salar,

e Hareng : Clupea Harengus,

e Anchois : Engraulis encrasicolus,

e Lieu: Pollachius spp.,

e Morue / cabillaud (Gadidae) : Gadus morhua,
e Merlan : Merlangus merlangus,

e Chinchard : Trachurus trachurus,

e Bar/ Loup de mer : Dicentrarchus labrax.

Les principaux hotes définitifs d’Anisakis simplex :

e Marsouin : Phocoena sp, lieux de péche: Norvege, Chili (Siebert et al., 2006).

e Dauphin Noir : Cephalorhynchus eutropia, lieux de péche: Chili (Torres et al., 1992).

e Dauphin : Delphinus delphia, lieux de péche: Pérou (Cabreraet al., 2004).

e Phoque gris : Halichoerus grypus, lieux de péche : Golfe du St Laurent (Marcogliese
et al., 1997).

e Lion de mer : Otarian byron, lieux de péche: Chili (Cattan et al., 1976).

e Baleine boréale : Balaena mysticetus, lieux de péche : Alaska (Meseguer et al., 2007).

e Baleine a Bec d’oie : Ziphius cavirostris, lieux de péche : Chili et Espagne (Fernandez
et al., 2004).
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Il. Répartition et distribution des larves d’Anisakis : risque pour ’homme

Un tres grand nombre de poissons et quelques céphalopodes jouent le role d’hoétes
paraténiques pour le genre Anisakis spp. Plus de 200 espéces de poissons ont déja été
répertoriées pour Anisakis simplex.

Il existe des données de prévalence des Anisakidae dans le monde mais elles sont présentées
de facon non standardisées et sont donc difficiles a comparer (Bourée et al., 1993; Mattiucci
et Nascetti, 2008).

En effet, dans ces différentes études, toutes les especes n’ont pas été échantillonnées de la
méme fagon. Des parametres tels que la taille des échantillons, la méthode de recherche des
parasites (sur le poisson entier ou sur le poisson déja éviscéré), la sensibilité de la méthode
de détection peuvent faire varier les résultats.

Ce manque de données concernant la prévalence des Anisakis spp. dans les hotes HI 2, en
particulier dans les espéces de poisson les plus couramment consommées en France a
motivé la mise en place d’un réseau francais de chercheurs qui ont initié I'action Fish-
Parasites, financée par I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) de décembre 2010 a 2014
(ANR-10-ALIA-004). Leur but était d’évaluer le risque parasitaire lié a la présence de vers
appartenant a la famille des Anisakidae dans les produits de la péche les plus consommés en

France.

Dans la thése soutenue par le Dr Seesao dans le cadre du programme Fish-Parasites, une
méthode de séquencage a haut débit a été mise au point et a permis l'identification d’un
grand nombre de larves d’Anisakidae et ainsi d’approfondir nos connaissances sur la
répartition géographique et la prévalence de ces parasites de poissons. Cette étude sera
largement utilisée comme référence dans cette these.

1. Analyse de I’échantillonnage et mise au point des méthodes d’identification

Echantillonnage

Le plan d’échantillonnage du programme Fish-Parasites a été établi suite a une analyse de
type risk-ranking. Les espéces de poisson échantillonnées ont été choisies en fonction de 3
critéres: la quantité de poisson consommée en France, l'intensité de parasitisme de ces
espéces d’apres les données de la littérature et le niveau d’exposition du consommateur au
risque parasitaire. Les effectifs des lots étaient compris entre 20 et 170 individus par espéce.
Différents lots ont été échantillonnés en faisant varier I'origine géographique et la saison.
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1 768 individus appartenant a 18 espéces ont été étudiés dont 15 espéces sélectionnées®.
L’échantillonnage a été réalisé en mer pour obtenir du poisson frais et non éviscéré et a
terre pour compléter les lots aupres de pécheurs et mareyeurs.

Auparavant, les poissons ont été disséqués et les larves de nématodes étaient prélevées
dans différents organes (les nématodes étaient séparés des autres parasites visuellement),
comptées puis identifiées comme suit (figure 7) :

Bs : Surface corporelle )
Fi: filets Si <10 nématodes par échantillon
N2
Extraction d’ADN nématode par
CC : cavité corporelle nématode
N
e PCR nématode par nématode
LI : foie
N
Séquencage Sanger
ST : estomac
BO : intestin o
Gl - branchies Si211 nematodis par échantillon
Extraction dADN de nématodes en
OC : bouche piol
PCR nématode en pool
(Ou 1 partie=1 index)
. l
GO: gonades Séquencage a Haut-débit

Figure 7 : Dissection et prise de décision de la méthode d’identification choisie en fonction du nombre de
nématodes. Chaque localisation corporelle de chaque poisson a été traitée séparément. Le terme localisation
corporelle du poisson est utilisé au lieu d’organe. Ceci s’explique par le fait que la cavité corporelle n’est pas
un organe. Les localisations corporelles correspondent a : BS, body surface : les parasites étaient sur la
surface corporelle. Fl, fillets : les parasites étaient dans la chair. CC, corporal cavity (la cavité corporelle) : les
parasites se trouvaient dans la cavité ventrale, le mésentére, sur la surface des caeca pyloriques, de
I'estomac, de l'intestin et des gonades. LI, liver : les parasites étaient dans le foie et/ou a sa surface). BO,
bowel : les parasites étaient dans l'intestin y compris dans la paroi intestinale et les caeca pyloriques. ST,
stomach : les parasites étaient dans I'estomac et/ou dans la paroi stomacale. GO, gonad : les parasites
étaient dans les gonades. Gl, gill : les parasites étaient dans les branchies. OC, oral cavity : les parasites
étaient dans la bouche (Seesao, 2015).

3 Récapitulatif des 15 especes de poisson sélectionnées dans le programme Fish-Parasites : Merlangius
merlangus (merlan), Merluccius merluccius merlu (colin), Engraulis encrasicolus (anchois), Gadus morhua
(morue/ cabillaud), Sardina pilchardus (sardine), Clupea harengus (hareng), Melanogrammus aeglefinus
(églefin/ haddock), Scomber scombrus (maquereau), Lophius piscatorius (lotte/ baudroie), Dicentrarchus
labrax (loup/bar), Solea solea (sole), Molva dypterygia (lingue bleue), Pollachius virens (lieu noir), Molva
molva ( lingue franche ), Salmo salar (saumon atlantique), Pollachius pollachius (lieu jaune).
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Mise au point des méthodes d’identification

Pour permettre I'identification morphologique des larves d’Anisakidae au rang de 'espéce,
les méthodes d’identification moléculaire ont été utilisées.

Le séquengage Sanger (on parle aussi de séquencage individuel) a été utilisé au début de
I’étude : il s’agit de faire I'identification moléculaire d’'un nématode a la fois (une larve par
tube). Mais tres vite, a cause des nombre trés importants de nématodes par organe (des
milliers), les chercheurs sont passés au séquencgage haut-débit (High throughput Sequencing
= HTS) qui permet a partir d’un broyat de plusieurs centaines voire milliers de nématodes
provenant d’'un organe d’avoir la proportion des différentes espéces composant le mélange.
La technique de séquencage HTS est plus rapide et moins couteuse que les méthodes
utilisant le séquencage des fragments d’ADN. Elle a été appliquée a tous les organes pour
lesquels 11 larves ou plus étaient isolées.

2. Résultats de I’étude Fish-Parasites

Les résultats de I'identification moléculaire des Anisakidae sont présentés en 2 parties : les
résultats obtenus par séquencgage Sanger et ceux obtenus par séquencgage HTS. A la fin, les
résultats des 2 parties sont analysés globalement afin d’établir la prévalence, l'intensité, la
distribution géographique et I'étude des facteurs influencant la prévalence et l'intensité des
Anisakidae dans les poissons.

Au total 54 383 larves d’Anisakidae ont été identifiées (figures 8 et 9) :

- 6 677 larves de nématodes provenant de 809 poissons ont été identifiées par séquencage
Sanger au locus COX2. Des infections mixtes, c’est-a-dire plusieurs espéces ou genres de
parasite retrouvés dans une méme localisation corporelle de poisson ont été observées. Les
parasites appartenant au genre Anisakis spp. infestaient le plus grand nombre de poissons
(648 poissons) et c’est le genre qui était présent en plus grand nombre (4 706 individus).

- 47 706 larves de nématodes provenant des 773 localisations corporelles (différentes
parties ou organes) issues de 295 poissons ont été identifiées en HTS. Anisakis spp. était le
genre le plus présent (47 193 individus).

Anisakis simplex, espéce dominante en nombre de parasites, a été identifié dans les trois
localisations corporelles de poissons (cavité corporelle, foie, filets) de facon assez similaire
en Sanger et en HTS.
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Nombre de
Genres de parasite Nombre de poissons infectés localisations Nombre de parasites
corporelles infectées
Anisakis spp. 648 1089 4706
Contracaecum spp. 87 107 215
Pseudoterranova spp. 57 66 97

Hysterothylacium spp. 319 559 1542
Nématode non déterminé 44 43 117
total 809 1870 6677

Figure 8 : Nombre de poissons et de localisations corporelles des poissons infectés par les différents genres

d’Anisakidae et nombre de parasites correspondant identifiés par la méthode de séquencage Sanger

(Seesao, 2015).

Nombre de
Genres de parasite Nombre de poissons infectés localisations Nombre de parasites
corporelles infectées
Anisakis spp. 294 438 47193
Contracaecum spp. 23 23 24
Pseudoterranova spp. 225 301 471
Hysterothylacium spp. 8 8 13
Phocascaris spp. 1
Nématode non déterminé 1 1 4
total 295 773 47703

Figure 9 : Nombre de poissons et de localisations corporelles des poissons infectés par les différents genres
d’Anisakidae et nombre de parasites correspondant identifiés par la méthode HTS (Seesao, 2015).
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Prévalence de la contamination des poissons par les Anisakidae dans Ies filets et/ou
visceres

Prévalence globale des Anisakidae
5%

B poissons infestés
dans les filets

M poissons infestés
visceres + filets

43%

poissons infestés
visceres

29% poissons non infestés

Figure 10 : Prévalence des Anisakidae dans les localisations corporelles des poissons : filets, viscéres et filets,
viscéres uniquement (Seesao, 2015).

Sur 1 768 poissons appartenant a 18 especes, 42,93% des poissons n’étaient pas infectés par
les Anisakidae dans les viscéres et/ou les filets ; 28,62% des poissons étaient infectés par des
Anisakidae dans les viscéres ; 22,96% des poissons étaient infectés a la fois dans les viscéres
et les filets. Enfin, 5,49% des poissons étaient infectés par des Anisakidae que dans les filets.
Plusieurs études montrent la prévalence plus élevée dans les viscéres que dans les autres
localisations corporelles (Bernardi et al., 2011; Levsen et al., 2005).

Les espéces non contaminées dans les filets étaient : la plie, la sardine, la sole, le saumon
d’élevage de Norvege et le bar d’élevage du golfe du Lion. Parmi les especes infectées,
toutes étaient infestées par des Anisakidae dans leurs viscéres. Les cinq espéces les plus
infectées, par ordre décroissant étaient : le lieu noir (100%), la cardine franche (95 %), le
cabillaud (86,23%), la lingue franche (76,19%) et le hareng (69,30%).

Il est a noter que I'étude portait sur les filets avec les flancs c’est-a-dire la partie qui
entoure la cavité viscérale. Cette partie est plus souvent contaminée par les parasites car
proche de la cavité viscérale. Cette partie du filet est 6tée lors de la commercialisation, donc
la prévalence de parasites est surestimée par rapport a celle des filets qui arrivent dans
I’assiette du consommateur.
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Prévalence des différents genres d’Anisakidae dans les différentes localisations
corporelles de I'ensemble des poissons

12% 31,4 23,2 23,4
10%
)
8% MW Anisakis
M Contracaecum
6% - .
W Hysterothylacium
M Pseudoterranova
4% -
W Phocascaris
Non déterminés
2% -
0% -
BO BS CcC FI Gl GO LI oC ST

Figure 11 : Prévalence des différents genres d’Anisakidae dans les différentes localisations corporelles pour
I'ensemble des poissons (Seesao, 2015). BO: intestin, BS: surface corporelle, CC: cavité corporelle (les
parasites se trouvaient dans la cavité ventrale, le mésentére, sur la surface des caeca pyloriques, de
I'estomac, de l'intestin et des gonades ), Fl: filets, Gl: branchies, GO: gonades, LI: foie, OC: bouche, ST:
estomac. Intervalle de confiance (IC) a 95%.

Ce graphique donne une vue globale de l'infestation par les genres d’Anisakidae. Les 4
genres les plus retrouvés étaient Anisakis spp., Hysterothylacium spp., Contracaecum spp. et
Phocascaris spp..

Anisakis simplex (en bleu) infestait 8 localisations corporelles (BO, BS, CC, Fl, Gl, GO, LI, ST)

des poissons. C’'était le genre dominant dans la cavité corporelle (31,4 + 2,2 %) le foie (23,4 +

2 %), les filets (23,2 + 2 %). Les autres localisations corporelles contaminées par ce genre, le
sont a hauteur de 0,1 £ 0,2 % dans les branchies a 2,7 + 0,8 % dans l'intestin.

Ainsi il existerait un phénomeéne de migration des larves d’Anisakidae. Soit celles-ci restent
dans le tube digestif, ou migrent du tube digestif vers la cavité corporelle et atteignent
différents organes. Ce phénoméne de migration est controversé mais a été observé post-
mortem chez le poisson (Augry, 2012). De méme, |’éviscération précoce des poissons a bord
des bateaux est un mode opératoire connu pour éviter la migration des larves vers la chair
attestant de I'existence de ce phénomene.
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L’étude du programme Fish-parasites sur la prévalence des Anisakidae, a permis
de cartographier leur distribution géographique

Parmi toutes les zones de péche, seule la zone 27.1l.b Spitzberg et ile aux Ours n’est pas une
zone oU ont été observés des poissons infectés par les larves de nématodes Anisakidae.
Cependant, les seuls poissons analysés provenant de cette zone étaient des saumons
atlantiques d’élevage.

Nous nous focaliserons uniquement sur la répartition géographique de I'espéce Anisakis
simplex (figure 12). D’aprés I'étude Fish-parasites, 'espéce Anisakis simplex (représentée
sous forme d’un carré rouge dans la figure 12) était présente dans toutes les zones et dans
toutes les especes de poisson échantillonnées sauf chez le lieu noir provenant de la zone
27.VIl.d Manche Est, chez le bar provenant de la zone 27.Vlll.a golfe de Gascogne-nord et
chez les poissons échantillonnés dans la zone 37 mer Méditerranée et mer Noire (merlu,
anchois, sardine, maquereau commun, bar et maquereau espagnol).

Les résultats de cette étude sur la distribution d’Anisakis simplex étaient en concordance
avec les résultats précédemment obtenus dans la littérature scientifique :

- D’apreés les données d’Abollo et al. en 2001, Anisakis simplex est connu comme
parasitant les poissons benthiques et démersaux mais il parasite également des
espéces pélagigues comme le chinchard a queue jaune (Trachurus trachurus)
(Mattiucci et al., 1997).

- Enfin, Mattiucci et al. dans leurs comptes rendus d’articles de 2004 et 2007
affirmaient que la limite sud de la présence d’Anisakis simplex était le détroit de
Gibraltar et que ce parasite était trouvé occasionnellement en mer Méditerranée.
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Figure 12 : Répartition géographique des 9 espéces appartenant au genre Anisakis spp. (Anisakis simplex

représenté en carré rouge) (Seesao, 2015).

Carré rouge: Anisakis simplex; carré jaune: Anisakis pegreffii; carré vert: Anisakis brevispiculata; carré
bleu : Anisakis paggiae; carré violé: Anisakis physeteris; carré orange: Anisakis typica; carré rose:
Anisakis ziphidarum; carré noir: Anisakis sp; carré gris: Anisakis ND.

Un numéro correspond a une espéce de poisson : 1: merlan (Merlangius merlangus), 2 : merlu (Merluccius
merluccius), 3: anchois (Engraulis encrasicolus), 4: cabillaud (Gadus morhua), 5: sardine (Sardina
pilchardus), 6 : hareng (Clupea harengus), 7: églefin (Melanogrammus aeglefinus), 8: maquereau commun
(Scomber scombrus), 9: baudroie (Lophius piscatorius), 10: bar (Dicentrarchus labrax), 11: sole( Sole solea),
12: lingue bleue (Molva dypterygia), 13: lieu noir (Pollachius virens), 14: saumon atlantique (Salmo salar),
15: lingue franche (Molva molva), 16: cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis), 17 : maquereau
espagnol (Scomber japonicus) et 18 : plie (Pleuronectes platessa).

Les espéces de poisson prélevées dans différentes zones : 27 : océan Atlantique Nord-Est (1, 4, 6, 9, 10, 11,
12, 13, 15), 27.11.b : Spitzberg et ile aux Ours (14), 27.IV.a : mer du Nord-nord (7, 13), 27.IV.b : mer du Nord
centrale (1, 4, 6, 11), 27.IV.c : mer du Nord-sud (1, 2, 4, 6, 8), 27.V.b : eaux Féringiennes (12), 27.VI :
Rockall, cote nord-ouest de I'Ecosse et nord de I'lIrlande; la cote nord-ouest de I'Ecosse et le nord de
I'Irlande sont aussi appelés Ouest Ecosse (9), 27.Vl.a : cdte nord-ouest de I'Ecosse et Irlande du Nord ou
Ouest Ecosse (15), 27.VIl.d : Manche Est (1, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 18), 27.VII.f : Canal de Bristol (7, 9),
27.VIl.g : mer Celtique-nord (2, 4, 7, 9, 15), 27.VIl.h : mer Celtique-sud (1, 2, 4, 7, 9, 13, 16), 27.VIL.j : Sud-
ouest de I'Irlande - est (2, 4, 7, 9), 27.VIll.a : golfe de Gascogne - nord (1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10), 27.VIil.b :
golfe de Gascogne - central (1,2,3,5,8, 9,10), 27.VIll.c : golfe de Gascogne - sud (2, 3), 27.VIIl.d : golfe de
Gascogne - large (2, 7, 9), 37.1.2 : golfe du Lion (2, 3, 5, 8, 10, 17) .
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3. Les facteurs influencant I'intensité du parasitisme chez I’hote paraténique

L’héte paraténique héberge les formes larvaires sans développement dans I'héte. Il favorise
leur dispersion et permet leur accumulation (Site Fish-parasites). Les hotes paraténiques
d’Anisakis simplex sont des poissons ou des céphalopodes (cf partie I.3). Nous allons décrire
les facteurs qui pourraient influencer la contamination chez les poissons :

L’espéce de poisson
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Figure 13 : Prévalence totale d’Anisakis dans les filets en fonction des 18 espéces de poissons présentes dans
les différentes zones de péches d’apres les données de I’étude Fish-parasites de 'annexe 1.

L'infestation par Anisakis est prédominante chez certaines espéces. Les principales espéeces
fortement parasitées dans les filets sont (figure 13) : la baudroie (Lophius piscatorius), le
merlu (Merluccius merluccius), la cardine franche (Lepidorhombus whiffiagonis), la morue
(Gadus morhua), le merlan (Merlangius merlangus), la lingue bleue (Molva dypterygia), la
lingue franche (Molva molva) et le lieu noir (Pollachius virens). D’'un point de vue de santé
publique, ce sont des especes nécessitant une surveillance élevée. Il y a cependant une
surestimation du parasitisme car les filets ont été analysés avec les flancs, qui sont les partis
du filet le plus souvent parasité et fréquemment éliminés avant la commercialisation.

Les especes non parasitées dans les filets étaient : la plie (Pleuronectes platessa), la sardine
(Sardina pilchardus), |a sole (Solea solea) et le saumon d’élevage (Salmo salar).
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La localisation géographique

Selon les données de I'annexe 1 de I'étude Fish-parasites, I'infestation est tres variable d’'une
zone a l'autre pour un méme poisson. Par exemple, pour le hareng (Clupea harengus)
provenant de la mer du Nord (27.V), les filets des 22 harengs de la division mer du Nord
centrale (27.IV.b) n’étaient pas infectés. En revanche, les sept harengs de la zone mer du
Nord-Sud (27.IV.c) étaient parasités a 14,29 + 13,23%. Dans une sous zone proche, Manche
Est (27.VIl.d), les 31 harengs étaient parasités a 27,81 + 7,86% dans les filets.

Ces variations peuvent certainement s’expliquer par des facteurs biologiques comme par
exemple la présence de mammiféeres marins, leur degré d’infestation, ou la présence d’hotes
intermédiaires (Cohen, 2004).

La taille et le poids du poisson

Plusieurs études montrent une colinéarité entre la taille et le poids du poisson (Abattouy et
al., 2011; Cremonte et Sardella, 1997; Gutiérrez-Galindo et al., 2010; Seesao, 2015) et
I’augmentation de I'intensité d’infestation.

Le poisson d’élevage

L'ensemble des études réalisées sur le saumon d’élevage élevé en mer dans des filets
montre une absence de larves d’Anisakidae (Inoue et al., 2000; Lunestad, 2003). Le régime
alimentaire du poisson d’élevage est pratiqué via I'emploi d’aliments commerciaux sous
forme de granulés (en partie a base de poissons) et distribués a satiété. L'examen de 560
tubes digestifs de saumon d’élevage au Japon ne présente aucuns crustacés, céphalopodes
ou poissons (Inoue et al., 2000).

L’Agence Francaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa, 2007) considéere la probabilité
d’infestation des poissons d’élevage comme « nulle a négligeable » dans la mesure ou
I’élevage est pratiqué dans des conditions d’alimentation strictement maitrisées (registre
des matieres premieres, pieces justificatives, etc).

Matiére grasse

La forte teneur en lipides des muscles des poissons serait favorable a l'installation des
Anisakidae. Pour Smith (1983), les Anisakidae migreraient vers les muscles et surtout vers les
flancs a cause d’une plus haute teneur en matiéres grasses dans ces parties.

Dans I'étude Fish-parasites, les poissons maigres représentaient 61% de |’échantillonnage
total, le reste était composé de 14% de poissons semi-gras et 25% de poissons gras.
Cependant, dans cette étude la plupart des sept espéces les plus contaminées étaient des
poissons maigres (lingue bleue, lingue franche, cabillaud, merlan, merlu et baudroie).

31



La saison

La saisonnalité a été reconnue comme influengant la distribution des parasites par certains
auteurs :

Lorsque l'eau est plus chaude, il y a une augmentation de l'activité des poissons, qui se
nourrissent plus et ont une plus forte croissance. En conséquence, la probabilité d’accumuler
des parasites est accrue (Farjallah et al., 2006).

Le réchauffement climatique actuel modifie I'environnement marin, et peut aboutir a une
augmentation du temps pendant lequel des ceufs d’Anisakidae peuvent persister et éclore,
et a une augmentation de la période pendant laquelle les larves nouvellement écloses
restent viables. En conséquence, il peut y avoir une augmentation de la distribution des
Anisakidae. Le réchauffement pourrait modifier la composition en nématodes parasites des
animaux marins, en raison des changements dans les habitudes alimentaires: 'augmentation
de la température des océans ainsi que toute réduction localisée de la salinité peuvent
provoquer des modifications dans la composition d'espéces pélagiques et benthiques
d’invertébrés, qui sont les premiers hotes des larves d’Anisakidae, avant I'infestation des
poissons et céphalopodes (Rokicki, 2009).

Dans I'étude Fish-parasites la variable saison était trés corrélée a I'espéce du poisson ainsi
gu’a la taille. Son effet significatif n’a pu étre différencié avec les autres variables et donc
cette variable n’a pas été utilisée pour étudier la prévalence des Anisakidae dans les filets.
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lll. Ll’anisakiose humaine

La dénomination a été codifiée, les terminologies suivantes sont employées:

L’anisakidose correspond a une maladie provoquée par I'un des membres de la famille des
Anisakidae. L’anisakidose est due le plus souvent a la présence dans |'organisme d’une larve
du troisieme stade d’Anisakis simplex, plus rarement d’autres Anisakidae. Les nématodes
appartenant aux genres Pseudoterranova spp. Hysterothylacium spp. et Contracaecum spp.
ne seront pas décrits dans cette thése. Les cas humains impliquant I'espéce Pseudoterranova
decipiens sont moins fréquents (Dupouy-Camet, 2014). Les larves d’Hysterothylacium spp.
meurent a plus de 30°C (Huang et Bussieras, 1988) et sont donc peu dangereuses pour
I’'homme. Le pouvoir pathogéne de Contracaecum spp. est peu décrit dans la littérature
(Nasagawa, 2012).

Afin de différencier les infections causées par les vers des différents genres d’Anisakidae, le
terme anisakiose est utilisé pour les infections provoquées par Anisakis spp. (Ishikura, 2003),
le terme Pseudoterranovose est appliqué pour des infections causées par Pseudoterranova
spp. (Margolis, 1977).

L’anisakiose correspond a une maladie causée par une des espéces appartenant au genre
Anisakis spp. La majorité des cas d’anisakiose sont dus a I'espece Anisakis simplex (Ishikura
et al., 1993). Cette pathologie relativement nouvelle intéresse le gastro-entérologue, le
chirurgien et l'allergologue (Nicolas et al. 2000).

Les larves sont incapables d'achever leur cycle évolutif chez I'Homme. Dans la majorité des
cas, les vers sont simplement éliminés avec les matieres fécales sans aucune manifestation
clinique. Mais les larves peuvent tenter de pénétrer dans la paroi du tractus digestif
provoquant des manifestations gastriques ou intestinales souvent aigués. Les larves
d’Anisakis simplex contiennent de puissants allergénes, pouvant parfois provoquer des
réactions allergiques d’intensité variées, allant de l'urticaire au choc anaphylactique (cf
partie ).

L'Homme constitue une impasse parasitaire. Il s'infecte accidentellement en consommant du
poisson cru ou insuffisamment cuit ou conservé dans des préparations a faible teneur en sel
ou en acide acétique.

Voici quelques exemples de préparations culinaires pouvant étre a risque de transmission:

Les poissons crus, peu cuits, fumés, marinés (Europe, Amérique, Asie); les sushis et sashimis
(Japon); le hareng (Hollande); le ceviche (Amérique du Sud); les sardines grillées et les
harengs marinés (France); le gravlax (Scandinavie); les anchois vinaigrés (Espagne); la

33



boutargue (préparation a base d’ceufs de poisson séché ou fumé), etc. Ces habitudes
culinaires favorisent la transmission de I'anisakiose.

Enfin, les restrictions économiques ont fait que les poissons ne sont plus vidés
immédiatement aprés la péche mais stockés en chambre froide, permettant aux larves de
quitter les viscéres pour se réfugier dans la chair (Bourée, 2014).

1. Epidémiologie de I'anisakiose humaine

Prévalence dans le monde

Il y a environ 20 000 cas humains d’Anisakidose rapportés dans le monde. Le Japon est le
pays le plus touché avec pres de 2000 cas recensés par les médecins chaque année (Kagei et
al., 1995). En Europe, les pays ou I’Anisakidose est communément rapportée sont I'Espagne,
la Norvege, les Pays-Bas, I’Allemagne, le Royaume-Uni et I'ltalie. L'incidence exacte est
difficile a connaitre, mais semble étre en moyenne de moins de 20 cas par pays et par an et
500 cas rapportés en Europe a ce jour (Site Fish-parasites).

Aux Etats-Unis, lorsque les "bars de sushi" sont devenus populaires au milieu des années
1970, des cas d'Anisakidose apparurent et on estime que moins de 10 cas sont rapportés
annuellement (Anses, 2011).

Depuis une vingtaine d’années, le nombre de cas rapportés en Nouvelle Zélande, au Canada,
au Brésil, au Chili et en Egypte augmente (Site Fish-parasites).

Par ailleurs, des cas d’allergie a Anisakis simplex (anisakiose  allergique) sont  décrits
régulierement, notamment en Espagne, avec des signes de gravité variable mais requérant
dans 50% des cas un traitement d’urgence (Audicana et al., 2002). En Espagne, 12,4% de la
population de Madrid posséde des IgE spécifiques dirigées contre Anisakis simplex
(consommation de boquerones - anchois frais au vinaigre - a Madrid) (Puente et al., 2008).
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En France

Une enquéte rétrospective a été réalisée en France de 2010 a 2014 pour étudier l'incidence
de I'Anisakidose. Cette enquéte a consisté en un recueil des cas auprés de tous les
laboratoires hospitalo-universitaires de parasitologie-mycologie de France (réseau Anofel?).
Elle a été complétée par une analyse des données du Réseau national d’Allergovigilance
(RAV) et des données du Programme Médicalisé des Systemes d’Information (PMSI) qui est
une base nationale de données hospitalieres provenant de tous les hépitaux, publics et
privés frangais.

Les résultats ont été les suivants (figure 14), trente-sept cas ont pu étre répertoriés par les
laboratoires de parasitologie (Dupouy-Camet et al., 2016):

e Six cas certains avec mise en évidence du ver dans un prélevement digestif.

e Treize cas possibles définis par des douleurs abdominales aprés consommation de
poisson cru et une recherche positive de précipitines anti-Anisakis.

e Dix-huit cas d’anisakidose allergique définie par des manifestations allergiques
aigués apres consommation de poisson et associées a la présence d’IgE anti-Anisakis.

Les cas d’Anisakidose allergique se caractérisaient par diverses manifestations cutanées
(prurit, urticaire, cedeme des levres ou du visage) ou par un malaise général et parfois par un
choc anaphylactique.

Les cas certains d’Anisakidose ont été traités par extirpation des larves lors de la fibroscopie
et/ou par des cures d’albendazole. Les cas suspects ont parfois été traités par albendazole.
Les cas d’Anisakidose allergique ont bénéficié d’antihistaminiques et de corticoides locaux et
par voie générale.

En plus des 18 cas d’allergies rapportés par les laboratoires de parasitologie, 6 cas
supplémentaires d’allergie sévere aux Anisakidae ont été rapportés au RAV sur cette méme
période (figure 14) : quatre patients ont présenté une urticaire dont 3 avec des signes de
choc anaphylactique. Cing patients ont été traités par corticoides et 1 par adrénaline. Tous
les patients présentaient des IgE dirigées contre les Anisakis, et 1 seul sur les 6 avait une co-
sensibilisation au poisson (merlu).

L'analyse des données du PMSI a permis d’identifier 43 patients hospitalisés avec un
diagnostic d’Anisakidose. Les résultats étant anonymes, il est impossible de savoir si le PMSI
incluait les cas notifiés par le RAV ou le réseau Anofel.

* Le Réseau Anofel (Association francgaise des enseignants de parasitologie et mycologie) est fonctionnel depuis
2006 en France. Ses principales missions portent sur le diagnostic et I'épidémiologie de la cryptosporidiose
humaine (protozoaire intestinal responsable d’épidémies de gastro-entérites).
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Figure 14 : Nombre de cas d’Anisakidose (certains, possibles ou allergiques) identifiés au sein du réseau
Anofel et nombre de cas d’anaphylaxie grave dus aux Anisakidae repérés dans le réseau d’allergovigilance
(RAV) en France métropolitaine entre 2010 et 2014 (Dupouy-Camet et al., 2016).

Par rapport a des études antérieures, Hubert et coll. avaient évalué l'incidence des cas
d’anisakidose entre le ler janvier 1985 et le 30 septembre 1987, en interrogeant I'ensemble
des laboratoires hospitalo-universitaires de France métropolitaine, cette étude avait mis en
évidence 21 cas humains. Avec les données provenant de cette étude, un rapport de I'InVS
estimait en 2003 I'incidence a 8 cas par an en France (Invs, 2003).

by

Cette enquéte rétrospective menée de 2010 a 2014 objective une diminution des
anisakidoses, mais montre que le potentiel allergisant des Anisakidae est en émergence.
De plus, de nombreuses études menées au Japon et en Espagne signalent une association
entre l'allergie aux Anisakis et urticaire ou autres manifestations allergiques type
angicedéme (Kasuya et al., 1990; Audicana et al., 1995; Fernandez de Corres et al.,1996,
Montoro et al.,1997; etc) .
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L’enquéte de Dupouy-Camet et al. (2016) présente cependant certaines limites :

e |'existence probable de cas asymptomatiques ne débouchant pas sur une
consultation : ingestion des larves éliminées dans les selles sans symptomatologie
apparente.

e le diagnostic de certitude ne pouvant étre apporté que par I'observation de la larve,
ce qui limite ces diagnostics aux services pratiquant des fibroscopies et aux services
de parasitologie.

e la controverse quant a la détection d’'Ige spécifiques a Anisakis simplex: des
réactivités croisées existent entre I'allergéne Ani s 3 (tropomyosine) des Anisakidae
et les acariens, les blattes, les crustacés et les mollusques. La détection d’IgE dirigées
contre une fraction antigénique trés spécifique (Ani s 1) n’est disponible que dans le
multi-test ImmunoCAP® ISAC mais son co(t est élevé.

2. Formes cliniques de la maladie

Formes digestives aigues

Anisakiose gastrique

Les symptomes de l'anisakiose gastrique sont précoces, survenant dans les 12 premieres
heures (3 a 6heures en regle générale) apres le repas infestant. Survient une épigastralgie
pseudo-ulcéreuse, violente, voire récidivante, typiquement accompagnée de vomissements,
nausées et de diarrhée, parfois d'urticaire (Muraoka et al., 1996). Certains cas peuvent étre
confondus avec des ulcéres, cancers, ou polypes de I'estomac (Huang et Bussiéras, 1988).
Les figures 15 et 16 montrent la présence d’une larve d’Anisakis dans la paroi de I'estomac,
le tableau clinique est aigu, hyperalgique et peut durer plusieurs jours.

Anisakiose intestinale

L'intestin est touché dans 30% des anisakioses, souvent au niveau de l'iléon. Une douleur
abdominale aigué apparait de facon retardée, 1 a 5 jours apres l'ingestion de poisson cru.
Son siége est situé plus bas, évoquant toutes les urgences chirurgicales intestinales fébriles
ou non, a type d'occlusion, perforation avec péritonite, appendicite ou hémorragie digestive.
Les localisations gastriques prédominent au Japon, alors qu'en Europe, les localisations
intestinales sont les plus fréquentes (Nicolas et al., 1998).

Formes digestives chroniques

En I'absence de diagnostic rapide, la maladie devient chronique. La plupart des cas sont
difficiles a diagnostiquer du fait de la discrétion des symptomes. Le granulome du tube
digestif se forme. Il provoque des troubles du transit, un tableau subocclusif, plus souvent
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une douleur abdominale sourde et non spécifique qui peut persister de quelques mois a
plusieurs années (Nicolas et al., 1998).

Caractere histologique des formes digestives

L’étude histologique de la piece opératoire montre en général une infiltration massive par
des polynucléaires éosinophiles, dans la muqueuse, la sous-muqueuse, ou la séreuse. Au
centre du granulome on retrouve parfois le parasite ou ses débris, ou un foyer de nécrose.

D’apres les chercheurs japonais, il y a 5 types de lésions dans |'anisakiose (Huang et
Bussieras, 1988) :

1) Réaction de type corps étranger : fréquente dans I'anisakiose gastrique.

2) La réaction « phlegmoneuse » (type Arthus) peut étre fréguemment observée dans les cas
d’anisakiose intestinale.

3) Lésion de type abceés possible dans les cas chroniques.

4) « Abces-granulome » lors d’évolution de durée supérieure a 6 mois.

5) Granulome dans les lésions les plus anciennes; ce type correspond au remplacement total
de I'abces par un tissu granulomateux, avec infiltration éosinophilique. On ne retrouve que
des débris larvaires.

Formes allergiques

L'anisakiose allergique sera développée dans la deuxieme partie de these. Les allergies a
Anisakis simplex sont certainement sous-estimées. Dans la majorité des cas, les
manifestations sont aigués: il s'agit d'urticaire aigué, d'angio-cedéme de la face ou de choc
anaphylactique. Une atteinte digestive avec vomissements, douleurs abdominales, diarrhée
est fréquemment associée mais n’est pas constante. Les atteintes respiratoires sont plus
rares. Ces manifestations surviennent chez des malades souvent non atopiques, dans un
délai de quelques minutes a 6 heures aprés |'ingestion de poissons parasités (Daschner et al.,
2000; Daschner et al., 1998; Audicana et al., 2000).

Le terrain de survenue est différent des allergies alimentaires classiques : il s'agit de malades
relativement plus agés et sans antécédent atopique. Ces épisodes peuvent parfois étre
itératifs (Audicana et al., 1995). L'allergie alimentaire a un poisson peut le plus souvent étre
éliminée: les malades ont pu remanger la méme espéce de poisson sans récidive. La
thermostabilité des antigénes d'Anisakis simplex rend la réaction possible avec un poisson
cru ou cuit (Pecquet et al.,, 2002). Parfois la réaction allergique peut devenir chronique:
urticaire, rhinite, conjonctivite, eczéma ou asthme (Nicolas et al., 1998).
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Localisations ectopiques

Exceptionnellement, elles peuvent intéresser la cavité abdominale, le mésentere et
I'épiploon, I'cesophage, le pancréas, la vésicule biliaire, le tissu sous-cutané, le ganglion
lymphatique, les ovaires, et méme la paroi du pharynx. Le cOlon et le rectum sont tres
rarement touchés car cette partie du tube digestif est trop distale. L'atteinte pleurale a été
rapportée a deux reprises (Nicolas et al., 1998).

3. Diagnostic et traitement
Il existe donc un large spectre de symptoémes cliniques qui exigent un diagnostic soigneux.
Anamnese

Une enquéte sur les habitudes alimentaires permet de savoir si le patient consomme
habituellement du poisson cru ou cuit, et s’il a ressenti une douleur épigastrique aprées un
repas de poisson. Toute épigastralgie aigué doit faire préciser l'ingestion récente de poisson
cru, surtout en présence de manifestations allergiques.

La gastroscopie ou endoscopie

Figure 15 : Visualisation par gastroscopie d’une larve d’Anisakis simplex dans la muqueuse gastrique (Nicolas
et al., 1998).

Figure 16 : Images endoscopiques montrant une larve d’Anisakis (fleches) pénétrant la paroi gastrique avec
réaction inflammatoire étendue de la muqueuse (Ropion-Michaux et al., 2011).
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Dans les cas favorables de localisation haute, la gastroscopie réalisée en urgence visualise la
larve pénétrant dans la paroi gastrique. Son extraction a la pince fait rapidement disparaitre
les troubles. A défaut, I'endoscopiste peut retrouver un cedéme avec ou sans érosion de la
muqueuse (86%), une gastrite hémorragique, parfois une lésion polypoide ou franchement
tumorale (43%). Ces lésions prédominent a la grande courbure de [I'estomac.
L'échoendoscopie précoce révele un épaississement de la paroi gastrique. Elle apporte des
éléments de diagnostic différentiel lorsque la larve n'est pas mise en évidence, avec la
maladie de Ménétrier, un cancer gastrique ou un lymphome (Nicolas et al., 1998).

Par contre le diagnostic de I'anisakiose intestinale est difficile car les symptomes prétent a
confusion avec divers symptomes abdominaux (entérite, appendicite, etc). Le diagnostic
n‘est souvent confirmé qu’aprés un examen histologique pratiqué a la suite d’une
laparotomie.

Les méthodes immunologiques

Les méthodes immunologiques sont utiles lorsque la larve n’est pas visualisable et pour le
diagnostic des allergies aux antigénes d’Anisakis simplex. Ces méthodes seront détaillées
dans la partie Il de la these.

Traitement

Le traitement de I'anisakiose aigué gastrique, s'effectue en méme temps que le diagnostic
par l'extirpation endoscopique de la larve a la pince. Dans les cas chroniques, l'intervention
chirurgicale permet I'exérese du granulome digestif.

Des études in vitro suggérent I'intérét de I'albendazole a 500 mg/j pendant 3 jours dans les
cas ou les larves ne peuvent étre enlevées par manceuvre endoscopique. L'albendazole est
un antihelminthique de la famille des benzimidazolés particulierement actif contre les
nématodes du tube digestif. Il agit sur les parasites aussi bien a I’état larvaire qu’adulte et
est également ovocide pour les ascaris et les trichocéphales. L'action principale de cette
classe de médicament réside en une inhibition de I'assemblage des microtubules en se fixant
a la B-tubuline qui entraine une immobilisation puis une mort lente des parasites sensibles
(Cinquetti et al., 2013).

L’anisakiose allergique est traitée par I'administration d’antihistaminiques et de corticoides
(figure 17) :

Les antihistaminiques bloquent les récepteurs a I’histamine H1 par antagonisme spécifique
et compétitif. Ils ne s’opposent pas aux réactions antigene-anticorps, ni a la libération
d’histamine. lls sont utilisés en premiere intention dans le traitement de nombreuses
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manifestations allergiques cutanées (urticaire) ou muqueuses (rhinite allergique,
conjonctivite, etc). lls ne sont pas efficaces dans I'asthme. Les antihistaminiques par voie
orale sont classés, en fonction de leurs effets indésirables, en médicaments de premiere
génération (“classiques” ou “sédatifs”) et en médicaments de deuxieme génération
(“nouveaux” ou “non sédatifs”), mieux tolérés. Les antihistaminiques non sédatifs, non
anticholinergiques restent particulierement indiqués dans le traitement symptomatique des
rhinites et conjonctivites allergiques périodiques, ainsi que dans le traitement des
dermatoses allergiques ou prurigineuses. lls n’entrainent généralement pas de sédation en
raison de leur faible diffusion vers le systéme nerveux central (mais I'effet sédatif dépend de
la sensibilité individuelle, et des précautions doivent étre prises en cas de premiére
administration), ni d’effets indésirables anticholinergiques. lls ne nécessitent qu’une seule
prise par jour, la plupart ne provoquent pas, a la posologie habituelle, d’allongement de
I'espace QT.

Les corticoides par voie orale (prednisone Cortancyl®; prednisolone Solupred®,
Hydrocortancyl®; méthylprednisolone Medrol®; bétaméthasone Celestene®) sont indiqués
en cas de réactions allergiques sévéres comme I'cedéme de Quincke, 'urticaire géante, des
états allergiques séveres (rhinite ou asthme allergique) ou le choc anaphylactique, a dose
élevée et en complément de I'adrénaline. Une corticothérapie de courte durée, de 1 a 2
mg/kg/jour de prednisone en une prise matinale, pendant moins de 10 jours, autorise I'arrét
brutal et ne nécessite pas de surveillance particuliere (Berthélémy, 2011).

Familles 1re génération 2e génération
Alkylamines Chlorphéniramine (Polaramine®) B
o Cétirizine (Zyrtec®, Virlix®)
Piperazines - Lévocétirizine (Xyzall®)
Féxofénadine (Telfast®)
Loratadine (Clarityne®)
totife e Desloratadine (Aérius®)
Pipéridines Kétotifene (Zaditen®) Mizolastine (Mistaline®,
Mizollen®)
Ebastine (Kestin®)
Rupatadine (Wystamm®)
Autres Bilastine (Inorial®, Bilaska®)

Figure 17 : Antihistaminiques anti-H1 commercialisés en France (Soria et Frances, 2014).
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4. Prophylaxie

La réglementation Européenne permet de définir un cadre permettant de maitriser le risque
lié a la présence d’Anisakis (CE 852/2004, CE 853/2004, CE 854/2004, CE 2074/2005, CE
1276/2011) (Site Alim Agri).

Une premiere mesure permet de réduire le risque de parasitose : I’éviscération pratiquée
dés que possible aprés la capture des poissons permet de limiter la migration des larves
dans la chair et par conséquent la présence d’allergenes.

Une seconde mesure consiste en des controles visuels permettant de s’assurer de I'absence
de contamination, qui s’applique a toutes les étapes de la filiere, quels que soient le poisson
et son mode de préparation. Chaque opérateur doit s’assurer que le produit final ne
contiendra pas de parasites visibles a I'ceil nu aprés avoir procédé au tri du lot et a la
préparation du poisson (parage, filetage). Ces controles peuvent étre utilisés pour les
poissons a chair clair mais sont insuffisants pour éliminer tous les parasites.

Exemples des méthodes utilisées en industrie alimentaire et permettant la détection des
larves d’Anisakidae dans les poissons:

Le contraéle visuel

Ce moyen permet d’avoir un controle visuel sur le poisson en entier donc assez précocement
dans la chaine de production (lors de I'éviscération par exemple). Mais les résultats sont trés
variables en fonction des espéeces de parasite et de poisson. Dans le cas des Anisakidae, la
larve L3 selon le genre est plus ou moins sombre et plus ou moins grosse. La localisation du
parasite au niveau musculaire est plus ou moins profonde selon I'espéce de poisson: par
exemple chez le merlu, le grondin ou le sébaste la localisation de la larve L3 est en
profondeur dans le tissu ce qui rend la détection a I'ceil nu difficile.

Le parage et filetage

Permet d’éliminer différentes parties plus ou moins étendues du filet de poisson. Si I'on
considere la répartition probabiliste des parasites dans le filet, le parage au niveau D (figure
18) semble étre le plus efficace pour s’affranchir du plus grand nombre de parasites mais
cette découpe généere également une perte économique importante pour I'industriel.

Le mirage

Est une opération consistant a observer les filets de poisson au-dessus d’une table en verre
dépoli éclairée par dessous pour déceler les parasites et autres défauts par transparence
(FAO/OMS 2011). Le mirage des filets doit étre effectué sans peau, par un personnel
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compétent, dans un emplacement approprié qui optimise les effets d’éclairage. La table de
mirage (figures 19 et 20) doit étre nettoyée fréquemment pendant 'opération afin de
minimiser 'activité microbienne des surfaces de contact et le dessechement des résidus de
poisson di a la chaleur dégagée par la lampe (FAO/OMS 2011).

A = filet « standard»
B =filet « paré »

C = filet « sans flanc »,
D = filet « sans aréte »

Figure 18 : Technique de parage d'un filet, les points noirs représentent la distribution théorique des kystes
d’Anisakidae (Angot et Brasseur, 1995).

Figures 19 et 20 : Tables de mirage (Site arbor-technologies).

Une troisieme mesure prophylactique concerne les produits de la péche dont le mode de
consommation ne permet pas de garantir 'absence de parasites viables: il convient
d’appliquer un traitement par congélation assainissant (pendant un minimum de 24 heures
a une température inférieure ou égale a -20°C au cceur du produit ou pendant un minimum
de 15 heures a une température inférieure ou égale a -35°C au coeur du produit). Ainsi tous
les produits a base de poissons vendus en I'état non transformés (cuisson insuffisante) ou
avec traitement insuffisant (sushis, marinades, carpaccios, tartares, etc.) doivent étre
préparés a partir de poissons ayant subi ledit traitement. Cette mesure s’applique a tous
les restaurateurs et autres fabricants de tels produits, sauf dans le cas trés particulier ou il
est démontré que le poisson est exempt de parasites ce qui est le cas de certains poissons
d’élevage (ex : saumon) dont I'alimentation est parfaitement maitrisée.
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Des recommandations pour le consommateur

Lors de la vente du produit destiné a étre consommé cru ou insuffisamment cuit, le

professionnel doit étre en mesure d’indiquer au consommateur final quelles sont les espéces

les mieux adaptées : poissons provenant de filieres ou l'alimentation est maitrisée (ex :

poissons d’élevage).

Pour les produits ne présentant pas suffisamment de garanties, il est recommandé :

d’éviscérer le poisson le plus t6t possible.

traiter le poisson par un assainissement a froid (-20°C) : 7 jours dans un congélateur
domestique peut étre considéré comme suffisant pour tuer les larves d’Anisakis.
cuire le produit a coeur : 1 minute minimum a 60°C a coeur ou pour une cuisson au
micro-onde, 1 minute minimum a 70°C a coeur. La durée de cuisson étant
dépendante de I'épaisseur, il est important de s’assurer que la chair ne soit pas rosée
a l'aréte.

Le fumage du poisson doit s’effectuer a chaud : a une température égale ou
supérieure a 60°C.

le marinage et le salage sont des procédés traditionnels de conservation a risques de
contamination. Certains protocoles de préparation utilisant ces méthodes existent et
sont détaillées par les organismes tels que I’Afssa, I’AESAN (Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion), MAPAQ (Ministére de I'Agriculture, des Pécheries
et de [I'Alimentation, Canada) et le CEVPM (Centre d’expérimentation et de
valorisation des produits de la mer).

Les larves d’Anisakis spp. sont résistantes a certaines méthodes de conservation :

10 min au sel sec (Boireau, 2002)
24 h en saumure saturée et 8 jours en solution a 33 % (Boireau, 2002).
51 jours dans du vinaigre (Augry, 2012).

Toutes ces mesures préventives permettent dans certaines conditions de tuer les larves mais

n‘ont pas d’effets sur les réactions allergiques des consommateurs car les antigénes

d’Anisakis simplex sont thermostables.
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ANISAKIOSE ALLERGIQUE A ANISAKIS SIMPLEX

I.  Généralités sur les mécanismes immunologiques et les symptomes de
I’allergie a Anisakis simplex

1. Laréponse immunitaire aux helminthes

En 10 000 ans, I'espéce humaine et les helminthes ont toujours été en contact rapprochés ce
qui, selon certains chercheurs aurait permis la sélection de certains traits antigéniques
permettant dans une certaine mesure la cohabitation du parasite avec I'espéce humaine
(Goncalves et al., 2003).

Avant les années 1930, l'infection de 'homme par les helminthes était un phénomeéne
mondial. Aujourd'hui, elle est toujours rencontrée, surtout chez les enfants vivant dans les
pays en voie de développement (Crompton et al.,, 1999). A contrario, I'assainissement des
eaux usées, I'amélioration des conditions d’élevage des animaux et le contréle sanitaire des
industries alimentaires ont permis |'éradication du cycle des helminthes dans les pays
développés.

Dans leur majorité, les helminthes induisent chez I’'homme une réponse immunitaire de type
Th2, avec la sécrétion des cytokines (IL-4, IL-5, IL-13) et la production d’IgE. Les helminthes
auraient la capacité d'inhiber la réponse Th1l et d'éviter une hyper-activation de la voie Th2.
Cette capacité a été utilisée dans certains contextes de pathologies auto-immunes comme la
maladie de Crohn comme « thérapie immunomodulatrice » (Laclotte et al., 2008; Summers
et al., 2003).

Les helminthes auraient intérét au développement de cette réponse Th2. Par exemple, une
étude chez des souris infectées par Schistosoma mansoni émet I'"hypothése que la réaction
immunitaire entrainant la formation de granulomes autour des ceufs aurait une influence
positive sur leur excrétion en favorisant le passage de la lumiére des vaisseaux sanguins vers
les tissus (Doenhoff et al., 1986). Cependant, cet effet bénéfique du systeme immunitaire sur
le cycle du parasite nécessite d’étre approfondis.

Le systeme immunitaire ne cesse d'évoluer pour nous défendre contre tous les agents
pathogenes comme les microorganismes (les virus, les bactéries, les champignons et les
parasites protistes) et les macroorganismes (les helminthes et les ectoparasites). Cependant,
le systéme immunitaire utilisera un mécanisme de défense différent pour ces deux types de
pathogenes.

En fonctionnant de facon optimale, le systéme immunitaire oscille entre I'immunité innée et
I'immunité adaptative ce qui permet une réponse la plus adéquate possible. Pourtant, il
existe des pathogénes ayant développé des mécanismes d'évasion ne permettant pas au
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systeme immunitaire de supprimer le pathogene et il entrera alors dans un mécanisme de
minimisation des dégats permettant d'éviter un développement trop important de la
pathologie (Laclotte et al., 2008).

La premiere exposition a un helminthe va entrainer une réponse inflammatoire avec
I'activation de cellules effectrices comme les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles
ainsi qu'un changement du débit sanguin et de la perméabilité des vaisseaux au lieu de
I'infection. Ces mécanismes peuvent étre initiés grace a la dégranulation non spécifique des
mastocytes et I'activation du complément.

Dans un modeéle murin, on peut associer une infection par helminthe avec plusieurs
effecteurs du systéeme immunitaire comme la prolifération des mastocytes, I'hyperplasie des
cellules caliciformes, une synthése élevée des IgE totales, la production d'Ig et d'lgG1
spécifiques ou encore l'activation des macrophages grdace a la réponse immunitaire
adaptative (Meeusen et Balic, 2000; Finkelman et al., 2004).

Une réponse inflammatoire non spécifique est minime chez I'hote naturel du parasite mais
elle est renforcée lors d'une impasse parasitaire (Meeusen et Balic, 2000). Anisakis simplex
et Ancylostoma caninum, qui ont la capacité de provoquer une entérite a éosinophiles lors
d'une infection primaire, sont des exemples de parasites pour lesquels I'Homme est une
impasse parasitaire (Gomez et al., 1998).

Les modeles expérimentaux ont démontré qu'il existait des mécanismes effecteurs différents
entre les Helminthes ainsi qu'entre les différents stades larvaires des Anisakidae permettant
la destruction ou I'expulsion des nématodes (Meeusen et Balic, 2000; Finkelman et al, 2004 ;
Else et Finkelman, 1998). Par exemple, les éosinophiles auraient un réle dans la destruction
des larves parasitaires mais pas dans I'expulsion des vers adultes, sauf chez les hétes non
naturels (Meeusen et Balic, 2000; Harris et Gause, 2011). En effet, en libérant des
médiateurs comme ['éosinophile peroxydase et la Major Basic Protein (MBP), les
éosinophiles ont la capacité d'endommager et méme de tuer les larves d’helminthes (Specht
et al,, 2006). Le mécanisme rencontré est certainement une cytotoxicité dépendante des
anticorps, il est possible que les anticorps spécifique favorisent la libération par les
éosinophiles de médiateurs facilitant la destruction des larves. La production d'IgE est
notamment liée a I'immunité adaptative en réponse a linfection helminthique
(Nieuwenhuizen, 2016).

L'expulsion du parasite adulte de l'intestin nécessite des effecteurs différents comme les
mastocytes et certaines cellules non hématopoiétiques comme les cellules musculaires
lisses, les cellules caliciformes et les cellules épithéliales. Ces mécanismes effecteurs sont
organisés par les cytokines de la voie Th2 et vont rendre l'environnement intestinal
insoutenable pour la survie des parasites adultes (Meeusen et Balic, 2000; Else et Finkelman,
1998). Lorsque les larves des helminthes migrent au niveau des poumons ou de la peau des
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réponses effectrices similaires peuvent étre initiées au niveau de ces sites (Negrao-Correa et
Teixeira, 2006).

Les fortes réponses immunopathologiques observées dans les allergies ne se produisent
généralement pas pendant l'infection parasitaire, bien que dans les deux cas il y ait une
réponse Th2, avec la production d'Igk et d'éosinophiles.

Alors que les symptomes allergiques ne sont pas systématiquement retrouvés dans les
infections helminthiques, ils sont plus souvent rencontrés dans les infections zoonotiques
comme dans I'anisakiose. Une des explications pourrait étre que les réactions allergiques
lors de l'infection par Anisakis simplex serait le nombre faible de larves auxquelles les
patients sont exposés et 'homme étant une impasse parasitaire, il n'y a pas eu d'adaptation
mutuelle lors de I'évolution (Daschner et al., 2000).

Cette réponse allergique dépend aussi de I'équilibre établi entre l'immunité innée et
adaptative (Mangan et al.,, 2004). Il a été suggéré qu'il existe une corrélation entre la
guantité de lésions tissulaires induites par un helminthe qui est aussi lui-méme corrélé par la
charge parasitaire et sa capacité a induire des réponses immunitaires (Allen et al., 2011).

Dans un modeéle d'infection expérimentale, les rats infectés par un nombre élevé de larves
d'Anisakis ont développé des réponses IgE plus faibles que ceux infectés avec une faible
guantité de larves, suggérant que la charge parasitaire élevée entraine une réponse
immunitaire plus faible (Nieuwenhuizen, 2016; Amano et al., 1995).

Depuis quelques temps, des analogies entre I'allergie et la réponse immunitaire parasitaire,
notamment chez les helminthes ont été remarqué. En opposition avec la plupart des autres
affections inflammatoires et infectieuses, les allergies et les helminthes entrainent
I'activation puissante de la voie Th2 associées a la sécrétion de cytokines telles que I'lL4, I'IL5
et I'lL13, une mastocytose, une éosinophilie et la commutation de classe d'anticorps pour
produire des IgE. Cette classe d'anticorps qui est habituellement quantitativement rare et
étroitement controlée est fortement élevée dans les infections par les helminthes (mais
modérée dans l'anisakiose).

Il a déja été vérifié que I'IgE, ses récepteurs et les réponses cellulaires distinctives n'ont pas
évolué pour prendre en charge des molécules inoffensives comme le pollen, les acariens ou
les squames d'animaux. Mais comme le suppose la communauté scientifique, la voie des Igk
a évolué pour contrer certains parasites (vers et arthropodes) qui sont trop volumineux pour
étre pris en charge par un mécanisme de phagocytose et que l'allergie est une réponse
antiparasitaire entrainant des effets délétere chez les personnes hypersensibles. Les
symptdémes retrouvés lors de réponses allergiques comme la rhinoconjonctivite, la toux, les
démangeaisons en réponse a la libération d'histamine sont toutes des réponses permettant
de déloger, de piéger ou d'éliminer ces parasites de la peau ou des muqueuses, par exemple
par grattage.
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2. Les phénomeénes d’hypersensibilité

Selon Gell et Combs on peut envisager pour ce qui concerne les parasitoses, trois types
essentiels d’hypersensibilité:

L’hypersensibilité immédiate de type I

L’hypersensibilité de type | correspond a 'ensemble des maladies induites par la présence
d’Igk spécifiques d’un allergéne. Aprés une phase de sensibilisation, les symptomes
apparaissent trés rapidement suite a I'exposition de I'allergéne, en regle générale entre 10 et
30 minutes.

La plupart des maladies allergiques appartiennent au type | et sont retrouvées dans la
clinique de I'allergie a Anisakis simplex :

C’est le cas de certaines pathologies respiratoires comme les rhinites allergiques, les
conjonctivites allergiques ou I'asthme allergique, certaines maladies cutanées comme
I'eczéma, l'urticaire ou la dermatite atopique, certaines maladies locales (cedeme de
Quincke) ou encore le choc anaphylactique (Johanet et al., 2007; Berthélémy, 2011). Quand
ces symptomes sont associés a des troubles digestifs on parle d'anisakiose gastro-allergique
ou le mécanisme d'HS type | a aussi été démontré (Daschner et al., 2000; Kasuya et al., 1990;
Kasuya et al., 1992; Urban et al., 1992).

Allergéne

Phase de sensibilisation

Phase précoce : Phase tardive :
Stimulation des basophiles et mastocytes Stimulation des macrophages et

€osinophiles

“

1) Dégranulation : histamine, tryptase, enzymes, ...
2) Libération de médiateurs : PG, LT, PAF ...
3) Libération de cytokines pro-inflammatoires

Phase de déclenchement

Figure 21 : Schéma général de I'hypersensibilité de type | (Nedelec, Site Memobio).
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Le mécanisme de la réaction allergique se déroule en deux étapes (figure 21):

Dans un premier temps, survient la phase de sensibilisation: I'antigene pénétre dans
I'organisme et entraine la production d'IgE, qui peuvent rester jusqu'a 48h dans la circulation
générale. Ces anticorps persistent plus longtemps lorsqu'ils se fixent sur les récepteurs FceRl
des cellules (mastocytes, basophiles et éosinophiles) par leur fragment constant. Cette
premiere étape est cliniquement muette.

Dans un second temps, lorsque l'allergene est réintroduit, la réaction allergique se
déclenche, I'antigene se fixe aux IgE présents sur les cellules, déclenchant :

- Une agrégation des IgE en surface de la cellule.

- Une activation de la cellule et une dégranulation avec libération de médiateurs
préformés (histamine, protéases) et néoformés (leucotriéne, thromboxane, Platelet
Activated Factor(PAF)) (figure 22). Ces médiateurs sont responsables de la phase
précoce de la maladie: libération rapide d'amines vasoactives et contraction des
fibres musculaires lisses.

- Une sécrétion de cytokines. Le TNF et I'lL-4 produits par les mastocytes, favorisent
I'inflammation et le recrutement des leucocytes. L'IL-5 produite par les mastocytes et
les LT CD4'TH2, active les éosinophiles. L'IL-4 et I'IL-13, produites par les LT CD4'TH2,
stimulent la commutation des lymphocytes B en cellules productrices d'IgkE.

Les cytokines sont responsables de la phase retardée: recrutement de leucocytes et réaction
inflammatoire persistante grace a la réponse mémoire (LBm et LTCD4"'m).

Médiateurs préformés présents dans des granules
Bronchoconstriction, sécrétion de mucus,vasodilatation,augmentation de la

Histamine L, .
perméabilité vasculaire
Tryptase Protéolyse
Kininogénase Kinines et vasodilatation, augmentation de la perméabilité vasculaire, oedéme

ECF-A : Tetrapeptides of the |chimiotactisme des éosinophiles et neutrophiles
eosinophil chemotactic

factor of anaphylaxis
Médiateurs nouvellement formés
Leucotriene B4 Chimiotactisme des basophiles
Leucotriénes C4, D4 Mémes effets que I’histamine mais 1000 x plus puissants
Prostaglandines D2 Oedeme et douleur
PAF Agrégation des plaquettes et secrétion d’héparine

Figure 22 : Médiateurs pharmacologiques de I’hypersensibilité immédiate (Ghaffar et Hudrisier, 2014).

Les tests diagnostiques de I'hypersensibilité immédiate (prick-tests, mesure des IgE totales et
spécifiques) seront développés dans le chapitre Ill pour mieux comprendre les tests
diagnostiques de I'anisakiose.
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L’hypersensibilité immédiate de type III

La réaction de type Ill peut débuter 3 a 10 heures aprés I'exposition a I'antigéne et survenir
des le premier contact avec I'antigene.

Elle est provoquée par le dépot d'agrégats d'Ag-Ac appelés complexes immuns (Cl). Ces Cl
peuvent induire des |ésions aux sites de leur formation ou a distance. lls impliquent surtout
des immunoglobulines de la classe des IgG, mais I'lgM peut aussi étre impliquée.

L'antigéne est soluble et il peut étre:

- Infectieux (infections bactériennes, virales ou parasitaires). Dép6t des Cl dans les
organes infectés.

- Inhalé (pneumopathie d'hypersensibilité) avec dépot des Cl dans les poumons.

- Endogéne, auto-antigenes (pathologies auto-immunes: polyarthrite rhumatoide,
lupus érythémateux disséminé). Dépo6t des Cl dans les reins, articulations, peau et
arteres, etc.

Mécanisme de I'HS type lll (figure 23):

L'Ag et I'Ac forment un Cl qui active le complément. Il s'ensuit une libération active d'amines
vasoactives qui entraine une rétractation de la cellule endothéliale et une augmentation de
la perméabilité vasculaire. Les modifications de la paroi endothéliale permettent aux Cl de se
déposer dans la paroi des vaisseaux. Cette localisation tissulaire, entre les cellules
endothéliales, rend difficile leur phagocytose. Les Cl se fixent aussi sur les RFc des plaquettes
et entrainent leur agrégation. La Iésion contient principalement des neutrophiles et des
dépobts de complexes immuns et de complément. Les macrophages infiltrant les tissus dans
les étapes ultérieures peuvent étre impliqués dans le processus de guérison. Le maintien de
I'Ag conduit au développement de maladies chroniques a complexes immuns.
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HYPERSENSIBILITE DE TYPE III
Complexes Immuns IgG en exces

Antigene soluble

Dépot de complexes immuns et activation du complément
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Extravasation de .)\
protéines sériques

Figure 23: L’hypersensibilité de type Ill (Lefrangois, 2016).

Les mécanismes immunologiques de |'urticaire chronique (une des manifestations cliniques
de I'anisakiose allergique) peuvent associer I'HS de type Il et I'HS de type | (Staumont-Sallé
et al.,, 2003 ; Nosbaum et a/,2014).

Des cas d’arthralgies sont rarement signalés chez des patients présentant une
hypersensibilité a Anisakis simplex (Cuende et al, 1998). Cependant, une observation
rhumatismale a aussi été rapportée par Fabresse (1984) a type de polyarthrite symétrique
chez un patient ayant une hyperéosinophilie sanguine, une élévation des IgE et des
complexes immuns circulants. Ces cas évoquent la possibilité d’une association des HS de
type | et lll lors d’une infection a Anisakis simplex.

Exploration de I'hypersensibilité de type IlI:

- Le diagnostic repose sur l'examen des biopsies de tissus par microscopie de
fluorescence visant a détecter les dépots d'immunoglobulines et le complément.

- Le dosage du complément pour visualiser sa consommation.

- La détection des Cl circulants.
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L’hypersensibilité retardée ou de type IV

Elle ne fait pas appel aux anticorps mais a des cellules lymphomonocytaires dont on
distingue deux grands types: I'hypersensibilité retardée cytotoxique et I'hypersensibilité
retardée tuberculinique. L’hypersensibilité retardée cytotoxique est liée a la cytotoxicité des
lymphocytes T pour les cellules de I'organisme victimes directes ou indirectes des cytokines
et/ou des molécules cytotoxiques qu’ils sécrétent. C'est pourquoi elle est dite a médiation
cellulaire. L’hypersensibilité retardée de type tuberculinique est importante en pathologie
allergique. Elle correspond au mécanisme fondamental des eczémas de contact. C’est aussi
une des composantes de la dermatite atopique avec la réaction d’hypersensibilité
immédiate.

En pratique, les techniques d’exploration de I’hypersensibilité de type IV sont limitées :

Son exploration repose surtout sur la réalisation de tests cutanés a lecture retardée, du type
patch-tests. Le classique test de prolifération lymphocytaire témoigne simplement de la
présence de cellules capables de proliférer en présence de I’Ag sans pour autant démontrer
leur implication dans des manifestations, méme a dominante cellulaire (Rancé et al, 2002).

Des cas associant HS de type | (dermatite de contact aux protéines) et HS de type IV
(dermatite de contact allergique) ont été rapportés pour I'anisakiose (Conde-Salazar et al.,
2002; Ventura et al., 2008).
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3. Les symptomes de l'allergie a Anisakis simplex

Anisakis simplex peut causer des formes digestives aigues ou chroniques d’anisakiose lors de
I'ingestion de la larve L3. Ces symptomes ont été décrits dans la partie | de la these, il s’agit
de I'anisakiose gastrique et intestinale.

Depuis que Kasuya et al. ont découverts le potentiel allergisant de la larve chez des patients
ayant consommeés du maquereau et atteints d’urticaires dans les années 90; les réactions
allergiques induites par Anisakis simplex ont commencé a étre rapportées dans la littérature,
en particulier au Japon et en Espagne (figure 24).

Avec tests | Avectests
Malades avec Sexe ) Tests IgE . o
o Age moyen IgE Cutanés , ... |Angicedeme Publications
urticaire aigué A ) o o spécifiques . L
. annees | spécifiques | spécifiques , ass0cié (Références)
ouchroniqueC | ¢ | H o ~ 7 | aupoisson
Anisakis Anisakis
11¢* 516 37 NP 11 1 Kasuyaet al., 1990
10C 37 4 10 10 1 1 Audicana et al, 1995
11C 6|5 46 11 11 0 9 Ardusso et al., 1996
BA 171 49 8 8 0 28 |Fernandez de Correset al, 199
8A NP | NP 53 8 8 0 Del Pozo et al, 1997
A 6|9 39 19 16 1(saumon) Montoro et al., 1997
3C 2|1 4 3 3 0 1 Rosel et al., 1998
18A 919 I 18 18 NP b Mendizabal-Basagoiti, 1999
11C 714 49 11 11 0 Gracia-Bara et al., 2001
T=13 65 (52| M4 T=116 | T=3/105

Figure 24 : Publications rapportant I’association de l'urticaire avec Anisakis simplex au Japon et en Espagne
(Petithory, 2008). * Japon, les autres références viennent d’Espagne. NP : Non Précisé; T = Total; M =
Moyenne ; F = Femme;

H = Homme.

La manifestation clinique la plus fréquente d'une allergie a Anisakis est une urticaire avec ou
sans angio-cedéme et parfois, I'apparition d'un choc anaphylactique (Moreno-Ancillo et al.,
1997) (figures 24, 25 et 26). Dans les différentes études évoquant les symptoémes allergiques,
les IgE dirigées contre Anisakis spp. ont été mesurées, celles-ci étaient augmentées mais
I'intensité n'était pas toujours corrélée a la gravité des réactions allergiques. De méme
I'éosinophilie souvent augmentée lors d'une infection a nématodes était dans la plupart des
cas modérée, et méme rarement augmentée.
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Précisions sur les caractéristiques cliniques de I'allergie :

L'urticaire est une affection tres fréquente, puisque 12 a 20% de la population présente au
moins un épisode d'urticaire au cours de son existence (Soter et al., 1991). La prévalence de
I'urticaire chronique est estimée de 0.5 a 5% dans la population (Bernstein, 2014).

L'urticaire superficielle ou l'urticaire aigue correspond a une éruption de papules
prurigineuses mobiles et fugaces (chaque lésion durant moins de 24h), typiquement décrites
comme des lésions ortiées par référence aux urticaires survenant au contact de cette plante
(Amsler et Aractingi, 2013).

L'urticaire profonde ou angio-cedéme ou cedéme de Quincke se manifeste par un cedéme
localisé ou plus diffus d'importance variable de la peau ou des muqueuses. Il est en général
non prurigineux, les patients se plaignant surtout d'une tension cutanée. Cette urticaire
profonde peut s'associer aux plaques d'urticaires superficielles ou survenir de fagon isolée
(Amsler et Aractingi, 2013).

L'urticaire chronique correspond a la présence quotidienne de plaques d’urticaire et/ou
d’angio-cedemes pendant plus de 6 semaines (Soria et Frances, 2014). De nombreux
parasites ont été impliqués dans la survenue d'urticaires chroniques (la fasciolose,
I'ankylostomose, l'anguillulose, I'ascaridiose, |'oxyurose, la filariose, la toxocarose, la
schistosomose, la trichinose). Leur responsabilité est a évoquer en cas de voyages en pays
d'endémie, de troubles digestifs ou d'éosinophilie. Cependant, nous avons vu
précédemment que ces éléments sont inconstants dans les urticaires provoqués par Anisakis
spp (Staumont-Sallé et al., 2003) .

L’anaphylaxie est la manifestation allergique la plus grave causée par Anisakis simplex. Elle
débute souvent par des signes cutanés, urticaire et/ou angio-cedéme. Puis, apparaissent
rapidement des signes généraux (malaise), respiratoires (dyspnée, bronchospasme) et
cardiovasculaires (hypotension, tachycardie). C’est une urgence médicale qui requiert des
gestes immédiats. Le traitement d’urgence fait appel a I'adrénaline par voie intramusculaire,
puis au remplissage vasculaire et a |'oxygénothérapie. Les causes sont multiples, mais
dominées par les allergies alimentaires et les piqlres d’hyménopteres (Rancé et al., 2002).
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Exemples d'études sur les caractéristiques des symptomes fréquents de I'anisakiose

Dans les trois premiers exemples, I'HS de type | a été démontrée par une réaction positive
au test cutané et une détection spécifique d'Ige anti-Anisakis. La sensibilisation aux
protéines de poisson a été exclue.

e Audicana et al. ont signalé les manifestations cliniques des allergies attribuables a
Anisakis simplex pour 67 cas en Espagne: une urticaire avec angio-cedéme a été
observée chez tous les patients, des symptdmes gastro-intestinaux’ se sont produits
chez 40% des patients et un choc anaphylactique a été observé chez 12% d’entre eux.
Dans I'ensemble, 88% des patients ont exprimé une augmentation des taux sériques
d'Igk (Audicana et al., 2000).

e Moreno et al. avaient également décrits les symptomes d'hypersensibilité immédiate
chez 23 patients (figure 25): urticaire avec angio-cedéme (18/23 patients révélant un
pourcentage de 78%), anaphylaxie (5/23 cas soit 22% des patients) et des symptdomes
gastriques associés ou non aux réactions allergiques (3/23 seulement soit 13% des
cas) (Moreno et al., 1997).

Test cutanés| Tests IgE . .
Age [Sexe|Symptémes | Alimentation | produits de | cutanés ‘s 'gE Totales | Atopie Eosinophiles/
o Anisakis |Ascarist mm3
la mer Anisakis KU/L
4 | m U/Ae CF/CSH - + C4/31,3 KU/L Cco 94 Non 109
62 | m U/Ae RF/CF - + C4/47,4 KU/L Cc2 742 Non 200
55 m U/Ae RF/CF - + C5/86.0 KU/L C3 449 Non 232
45 | f U/Ae CF - + C3/5.46 KU/L CcOo 135 Non 390
32 f U/Gastr CSH - - C3/11.4KU/L Cco 410 Yes 158
65 | f Ae RF/CF - - C2/1.69 KU/L Cco 1007 Non 203
49 f U/Gastr RF/CF - + C6/>100 KU/L c4 7200 Non 220
18| f U RF - + C3/6.64 KU/L Cco 282 Yes 188
59 f U CF - + C5/50.3 KU/L Cc2 429 Yes 202
20 | m U/Ae CSH - + C3/7.97 KU/L C1 113 Yes 162
38| m ANPHX RF/CF - + C6/>100 KU/L c4 606 Non 180
25 | m U/Ae CF/CSH - + C4/29.8 KU/L Co 117 Non 88
60 f ANPHX CF + C5/67.0 KU/L Cc2 200 Non 190
49 f U RF - - C1/0.55 KU/L Cco 13 Non 10
68 | m Ae CF - + C3/13.7 KU/L CcOo 98 Non 91
28 | f U/Ae RF - + C3/8.54 KU/L Co 80 Yes 210
47 f ANPHX CF - + C3/10.4 KU/L Cco 234 Yes 531
29 | f U/Ae CF + C5/63.8 KU/L Cc2 723 Non 630
72 m Ae CSH - + C3/13.2 KU/L Cco 190 Non 290
51| m U/Ae CF - + C3/16.2 KU/L co 166 Non 320
62 f U/Ae RF - + C3/14.3 KU/L Cl 306 Non 300
52 f ANPHX RF - + C4/46.3 KU/L Cc2 233 Non 100
47 f JANPHX/Gast RF - + C2/3.20 KU/L Cco 14 Non 250

Figure 25: manifestations allergiques chez 23 patients en Espagne aprés consommation de poisson (Moreno
et al., 1997). U: urticaire, Ae: angioedeme, ANPHX: anaphylaxie, Gastr: symptomes gastriques, CF: « cooked
fish » poisson cuit, RF: « raw fish » poisson cru, and CSH: « cooked shellfish » fruits de mer. ¥ C0 0.35 KU/L,
C1 0.35- 0.70 KU/L, C2 0.70 -3.5 KU/L, €3 3.5-17.5 KU/L, C4 17.5-50 KU/L, C5 50 —100 KU/L, and C6 100
KU/L. ¥ Chez ces patients, les poisons cuits CF avaient été préalablement congelés trois jours. Les poissons
cuits étaient le saumon, le merlu, le rouget et la sardine. Les poisons crus étaient des anchois au vinaigre.

5 . . N . . . . , . . .
L'association de symptémes intestinaux et de I'allergie est aussi nommée Anisakiose gastro-allergique.
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Dans une étude clinique récente menée en Corée chez 10 patients atteints d’anisakiose
allergique (figure 26). Le symptome allergique le plus courant présenté était I'urticaire. Ce
symptome s’est développé chez 100% des patients et est devenue chronique pour 40%
d’entre eux. Les symptdémes gastriques n'étaient pas toujours associés a l'urticaire
(seulement 30% des patients). Enfin I'anaphylaxie s'est produite chez trois patients (30%)
(Choi et al., 2009).

Pt Sex Age(y) Allergic Fishingested  Atopy  Associated TEC ECP Total IgE  Specific IgE to
symptoms allergic disease  (/ma’) (IU/mL) (IU/mL)  Anisakis (KUIL)

1 M 22 URTANA  Conger . FA 00 587 453 9024

2 F 52 URT Flatfish, tuna + - 345 NC 302 229

3 M 52 URT, AP Conger, flatfish + FA 300 NC 3,607 >100

4 F 57 URT, ANA Squid + FA, AR, CU 100 200 296 8.72

5 M 45 URT, AP Squid + - 0 NC 360 0.86

6 F 42 URT, AP Flatfish 2 - 2,100 85.9 1,800 >100

7 M 70 URT Squid + AR, CU 200 22 489 0.45

8 M 43 URT Conger, flatfish + Ccu 120 185 475 1.1

9 M 47 URT Conger + - 3,800 200 1673 17.90

10 F " URT, ANA Whelk + cu 30 NC NC 1.49

Figure 26 : Caractéristiques cliniques et résultats obtenus chez les 10 patients atteints d'allergie a Anisakis en
Corée (Choi et al., 2009). Pt, patient; M, « male » homme; F, « female » femme; URT, « urticaria » urticaire;
ANA, « anaphylaxis » anaphylaxie; AP, « abdominal pain »douleur abdominale; +, présent; -, absent; FA,
« food allegy » allergie alimentaire; AR, « allergic rhinitis » rhinite allergique; CU, « chronoc urticaria »
urticaire chronique; TEC, « total eosinophil count » nombre total d’éosinophile; ECP, Eosinophilic Cationic
Protein; NC, « not checked » non vérifié.

e Anisakis simplex peut étre la cause d’allergies professionnelles, I'exposition s'effectue
par voies cutanée, orale, ou inhalée avec la larve du parasite provoquant des
symptdémes tels que: conjonctivite, asthme, urticaire, angio-cedéme ou allergie de
contact aux protéines (HS type |) et des dermatites de contact allergique (HS type
IV). Ces pathologies ont été mises en évidence lors d'une étude effectuée par
Nieuwenhuizen et al. chez 578 employés de 2 entreprises de transformation de
poisson en Afrique du Sud (Nieuwenhuizen et al., 2006).

e Une étude a révélé qu’il est possible de faire des réactions allergiques aprés avoir
mangé de la viande de poulet. Cette situation s'est produite chez 8 patients
sensibilisés a Anisakis simplex. En effet I'alimentation des poulets avec de la farine de
poisson qui a été contaminée par ce nématode peut étre a l'origine de cette
observation (Armentia et al., 2006).
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Quelques chiffres sur l'allergie a Anisakis simplex

e Aulapon

Au Japon, une étude de prévalence menée en 1994 sur un large groupe de patients (34 400)
atteints d’allergies alimentaires ou d’urticaire a révélé que 29,8% des patients sont positifs
lors de la recherche d’Igk anti-Anisakis simplex, 33% présentent une dermatite atopique,
75% une urticaire et 10% sont asymptomatiques (Kimura et al., 1999). Dans le méme pays,
une autre étude de prévalence sur la sensibilisation et I'allergie a Anisakis simplex dans un
groupe de 150 patients atteints d’urticaire, d'angio-cedéme ou d'anaphylaxie contre un
groupe témoin (donneurs de sang sains, non atopiques) a indiqué que la prévalence de la
sensibilisation a Anisakis simplex était de 26% dans le groupe de patients atteints d'urticaire
aigué et de 12,6% dans le groupe des donneurs de sang (Audicana et al, 2002).

e En Espagne

D’apres une étude de Del Pozo (1997) dans le Pays-Basque (Nord de I'Espagne), la
prévalence de l'allergie a Anisakis simplex est de 22% chez les patients présentant une
urticaire ou un angio-cedeme. En Espagne, la prévalence de la sensibilisation a Anisakis
simplex est inégale et varie de 5 a 56% en fonction de I'origine géographique du patient
(Valls et al., 2003 d’apres Fernandez de Corres et al,, 2001). Elle est plus élevée dans le
centre et au Nord-est de la péninsule, et est peu répandue dans le Sud et le Sud-est de
I'Espagne. Chez tous les patients participant a une consultation d’allergologie a I’hopital de
Madrid, la sensibilisation aux antigenes d’Anisakis simplex prouvée par des tests cutanés et
le dosage des IgE spécifiques, était respectivement de 16 et 21.8% (Valls et al., 2003).

Plus de 50% des patients allergiques a Anisakis simplex nécessitent une prise en charge
d’urgence et 8% une hospitalisation (choc sévére, arrét respiratoire ou angio-cedéeme
persistant (Audicana et al., 2002).

Une enquéte réalisée entre 1994 et 1999 sur 625 patients adultes atteints d’anaphylaxie
dans un hopital du Pays-Basque (figure 27) a révélé que les causes idiopathiques des
anaphylaxies sont passées de 14% a 4% lorsque le parasite Anisakis simplex est considéré
pour le dépistage (Données provenant de la thése de du docteur Audicana, 2002). Dans cette
région du Nord de I'Espagne, 10% des chocs anaphylactiques sont causés par des réactions
allergiques a Anisakis simplex diagnostiqués auparavant comme idiopathiques. Son
incidence est similaire a celle de toutes les allergies alimentaires combinées (10%) et de
I'allergie au venin d’hyménopteres (14%) (figure 27).

Ces données chiffrées tres élevées sur l'allergie peuvent étre expliquées par:
- Un niveau élevé d'infestation parasitaire chez les poissons consommeés dans certaines
régions d’Espagne.
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- Des réactions croisées avec d'autres nématodes (Ascaris, Toxocara).

- des anticorps non cliniquement liés dirigés contre les allergenes sensibles donnant
des résultats de test positifs non spécifiques.

L’ensemble de ces conditions rendent impossible de déterminer la prévalence réelle des

réactions allergiques dus a la sensibilisation par Anisakis simplex (Buendia, 1997).

Attribution des anaphylaxies avant et aprés la prise en compte des
réponses anti-Anisakis simplex

B médicaments 60% M venin d'hyménopteres 14%
M nourriture 10% M latex 2%
m idiopathique 14 puis 4% M Anisakis simplex 10%

Figure 27: Attributions de I'anaphylaxie avant et apreés la prise en compte des réponses anti-Anisakis simplex
(Audicana, Thése 2002). Les causes idiopathiques sont passées de 14 a 4%. L’échantillon se composait de
patients adultes provenant du département de I'allergie de I'h6pital Santiago Apdstol (Vitoria-Gasteiz, Pays-
Bsaque, Nord de I'Espagne). Les cas d'anaphylaxie (n = 625) ont été revus pendant six années consécutives
(1994 a 1999). Les causes allergiques de ces cas étaient les suivants: médicament (n = 389), venin
d'hyménopteéres (n = 88), nourriture (n = 67), parasites (n = 62), idiopathique (n = 32) et latex (n = 12).

e En France

En France 37 cas d'anisakiose avaient été répertoriés entre 2010 et 2014, dont 18 cas
d'allergie. Six cas supplémentaires d’allergie sévere aux Anisakidae ont été rapportés au
Réseau d’allergovigilance (RAV) sur cette méme période (Dupouy-Camet, 2016 ; confere IIl.1.
de la premiere partie de thése). Cette étude a montré que les cas d’anisakiose allergiques
sont en émergence en France par rapport aux études précédentes.
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Il. Spécificité des antigénes d'Anisakis simplex et implication des facteurs
génétiques dans la pathogénie

1. Les antigenes d’Anisakis simplex

On appelle antigéne une substance capable d’induire une réaction immunologique
spécifigue comportant, notamment, la production d’anticorps. Un allergéne est un antigéne
capable de provoquer une réponse immunologique particuliere du fait de la nature des
anticorps spécifiques de l'allergie, les IgE. Les allergénes sont surtout des protéines.
L'allergene est considéré comme majeur ou mineur selon que le taux de sensibilisation vis-a-
vis de la substance allergisante est supérieur ou inférieur a 50%.

Les allergénes d’Anisakis simplex reconnus comme majeurs sont : Ani s 1, Ani s 2, Anis 7 et
Ani s 12. Ani s 5 est un allergene mineur bien qu'il soit reconnu chez 49 % des patients.

Dans le cas de I'anisakiose humaine, le patient peut étre exposé a trois grandes catégories
de profil antigéniques : les antigénes excrétés/secrétés (E/S), les antigénes somatiques et
cuticulaires ou les antigénes de surface (figure 28) (Valls et al., 2005):

- Les antigénes excrétés/secrétés (E/S). Ils sont spécifiques des larves de stade 3 et 4
uniquement. Ces antigénes sont synthétisés en deux endroits : dans le ventricule
cesophagien et dans les cellules sécrétrices du tractus digestif. Ce sont surtout des
enzymes histolytiques ayant pour but de faciliter le passage du parasite dans la
mugqueuse gastrique. Ces antigénes peuvent provoquer une dégranulation des
mastocytes. Ills sont nommeés et numérotés comme suit : Anis 1, Anis 4, Anis 5, Anis
6, Anis 7, Anis 8 et Ani s 9.

- Les antigénes somatiques. Ces antigenes correspondent a des protéines impliquées
dans la contraction musculaire. Ce sont les antigenes Anis 2 et Ani s 3.

- Les antigénes de surface. Ce sont des molécules exprimées sur la cuticule du
parasite. lls sont donc exprimés lors des périodes de mue comme lors de I'évolution
de la larve de stade 3 en larve de stade 4. lIs sont probablement responsables des
allergies d’origine alimentaire car ils peuvent étre présents dans la nourriture. lls sont
identiques a ceux d’autres nématodes. Ces antigénes pourraient jouer un role dans
les processus chroniques comme les granulomes.
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Thermostabilité des antigénes d'Anisakis simplex

En 1986 Desowitz signale une thermostabilité avec résistance a I'ébullition d’une fraction
métabolique d’Anisakis de bas poids moléculaire (Desowitz, 1986). Kasuya en 1990 montre

que les larves d’Anisakis simplex présentes dans le poisson cuit sensibilisent les malades et

gue I'antigéne responsable est non digestible et stable a la chaleur (Kasuya et al., 1990). Une

autre étude montre que les manifestations allergiques, en particulier I'urticaire, apparaissent

apres l'ingestion de poisson parasité par Anisakis simplex bouilli pendant cing, quinze ou

trente minutes (Garcia et al, 1996) : I'allergene en cause, résiste donc a la cuisson et en

particulier a I’ébullition prolongée.

Parmi les allergenes thermostables d'Anisakis simplex on peut citer: Anis 1, Anis 3, Ani s 4,

Anis 5, Anis 6 et Anis 8.

P,OIdS_ type Allergene Pan- o
Nom moléculaire . Classe . . |Thermostabilité
d'allergene majeur | allergéne
(kDa)
Anis1 21,2 Excrété/Sécrété Homologue a oui oui
I'inhibiteur d'une
protéase de la sérine
Anis 2 100 Somatique Paramyosine oui oui
Anis 3 33,2 Somatique Tropomyosine oui oui
Anis 4 9 Excrété/Sécrété| Inhibiteur de la oui
Cysteine protéase
Anis5 16,6 Excrété/Sécrété|  Prtotéine de la oui
famille
SPX/RAL - 2
Anis 6 9,7 Excrété/Sécrété| Inhibiteur de la oui
sérine protéase
Anis 7 119 Excrété/Sécrété Glycoprotéine oui
Anis 8 16,1 Excrété/Sécrété|  Prtotéine de la oui
famille
SPX/RAL - 2
Anis?9 15,5 Excrété/Sécrété|  Prtotéine de la
famille
SPX/RAL - 2
Anis 10 23,3 Somatique? ?
Anis 11 30 ? ?
Anis 12 32,9 ? ? oui

Figure 28 : Les allergénes d'Anisakis simplex (Belganche, 2014).

60



Réactions croisées

Les réactions croisées peuvent étre causées par des panallergénes : protéines ubiquitaires,
communes a des organismes de groupes taxonomiques variés (Ani s 2, Ani s 3).

Les protéines musculaires Ani s 2 (paramyosine) et Ani s 3 (tropomyosine) sont considérées
comme étant principalement responsables de la réactivité croisée entre Anisakis et d'autres
invertébrés.

Une comparaison phylogénétique des séquences d'acides aminés de tropomyosine, entre
différentes espéces d'invertébrés et de vertébrés, démontre que les tropomyosines de
crustacés, d'insectes et d'acariens sont tres similaires a celle d’Anisakis simplex (figure 29).
Au sein des nématodes, la tropomyosine d'Anisakis simplex et d'Ascaris spp. se ressemblent
beaucoup. En revanche, les tropomyosines des cestodes et des trématodes semblent étre
plus étroitement liées a celles des mollusques que celles des nématodes. Enfin cette étude
montre qu’il existe également un risque de réactivité croisé entre les tropomyosines
d’Anisakis simplex et celles des insectes et des acariens (Nieuwenhuizen et Lopata, 2013).

L'autre panallergéne, la paramyosine, démontre une relation phylogénétique moléculaire
tres similaire (figure 30), les paramyosines de nématodes étant plus proches des
paramyosines d'acariens et d'insectes, alors que les paramyosines des trématodes et
cestodes sont plus proches des paramyosines d'autres invertébrés tels que les mollusques
(Nieuwenhuizen et Lopata, 2013).
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Figure 29 : Etude phylogénétique: comparaison de la tropomyosine de vertébrés et d'invertébrés
(Nieuwenhuizen et Lopata, 2013).
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Figure 30 : Etude phylogénétique d'un autre panallergéne d'Anisakis simplex : la paramyosine
(Nieuwenhuizen et Lopata, 2013).
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Propriétés allergéniques des antigenes

La plupart des protéines ne sont pas des allergenes: il existe 15000 familles de protéines
dans la base de données pfam (http://www.pfam.ac.uk/) dont 255 ont des propriétés
allergéniques.

Certaines propriétés physiques des allergenes leur conferent une plus grande capacité a
sensibiliser les individus. Par exemple, une grande stabilité thermique permet aux allergénes
de persister dans I'environnement et de survivre a la cuisson et a la digestion. Concernant
Anisakis simplex, les sujets sensibilisés peuvent répondre aussi bien a des antigenes cuits
gue congelés.

Une caractéristique d'un faible sous-ensemble d'allergenes est leur activité protéolytique ce
qui permet la pénétration de I'helminthe dans la muqueuse, par exemple par clivage des
protéines impliquées dans la formation de jonctions serrées. Beaucoup d'helminthes
secrétent des protéases pendant leur migration tissulaire ce qui pourrait étre un facteur
d’allergénicité intrinseque (ces protéases sont des médiateurs chimiques pouvant étre mis
en jeu lors des réactions d’HS).

Quand la L3 d'Anisakis est ingérée par I'homme et péneétre dans la paroi du tube digestif,
cela provoque une lésion traumatique causant une violente douleur accompagnée de
symptomes (hémorragies, inflammation, ulcérations, etc), puis une réaction inflammatoire
(non spécifique) entraine la mort de la larve. S'il s'agit d'une ré-infestation, une réaction
antigene-anticorps révele I'endroit de la pénétration de la larve et entraine la formation d'un
granulome a éosinophile ou phlegmoneux allergique (type Arthus), ce qui s'observe dans les
cas chroniques. L'hypersensibilité peut étre due aux substances E/S par les larves vivantes,
mais aussi aux produits de décomposition des larves mortes dans les tissus (Smith et
Wootten, 1978; Huang et al., 1988).

La capacité invasive des larves, ainsi que la présence de substances anticoagulantes dans les
produits E/S, expliquent I'existence de lésions multiples, bien définies, érosives et/ou
hémorragiques habituellement détectées prés de la Iésion principale dans la muqueuse
gastrique.

Les produits métaboliques libérés par la larve sont importants du point de vue
immunologique. Les produits E/S sont libérés par la larve (région orale) et forment des
complexes immuns insolubles. Il a été démontré que certains produits E/S ainsi que les
composants cuticulaires et somatiques des parasites n'induisent pas seulement des réponses
immunitaires, mais ont également d'autres effets, tels que la dégranulation directe,
indépendante des IgE des mastocytes chez les souris sensibilisées, observée par Kobayashi
en 1972.
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La notion d'homologie:

Une protéine donnée n'est pas allergénique pour I'Homme si I’homologie de I'allergéne avec
la protéine humaine atteint 70% ou plus. Par exemple, il n'y a pas d'allergie vis-a-vis de la
tropomyosine de poulet (95% d'homologie avec la protéine humaine), alors que les
tropomyosines de mollusques ou de crustacés (40 a 50% d'homologie avec la tropomyosine
humaine) sont des allergenes majeurs pour 'Homme (Jenkins et al., 2007). Réciproquement,
les IgE produites en réponse a une protéine donnée peuvent reconnaitre d'autres protéines
ayant une homologie de structure d'au moins 40%: un patient allergique a la chair de
crevette réagira probablement a la chair de langouste, étant donné I'homologie de 98%
entre les deux tropomyosines. L'homologie structurale va souvent de pair avec la proximité
phylogénétique. Cette homologie est mise en cause dans la réactivité croisée d'Anisakis,
c'est-a-dire la capacité a lier des IgE déja synthétisées. Cette homologie est différente de
I'allergénicité qui est la capacité a induire des IgE spécifiques (Vitte et al., 2012).

Enfin, Daschner et al. proposent que l'expression des symptomes allergiques soit plus
fréquente a cause du faible nombre de larves (1 a 2 larves) auxquelles les patients sont
exposés. Il a été postulé qu'une exposition basse mais continue avec les protéines
allergéniques d'Anisakis est plus susceptible d'entrainer la génération d'anticorps IgE
spécifiques, alors qu'une exposition élevée va déclencher la production d' IgG (Daschner et
al., 2000).
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2. HLA et allergie a Anisakis simplex

Les antigénes peptidiques, pour étre reconnus par les lymphocytes T, doivent au préalable
étre rendus accessibles a un récepteur pour I'antigéne présent a la surface du lymphocyte T
(TCR). Cette fonction de présentation de I'antigene (en réalité un peptide) est assurée par les
molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Le CMH humain est dénommé
HLA (Human Leukocyte Antigen) car la premiere molécule d’histocompatibilité identifiée
avait été classée comme un antigene leucocytaire.

Les genes HLA classiques codent pour des molécules qui assurent la fonction de présentation
de I'antigene et I’histocompatibilité. Ils sont localisés sur le bras court du chromosome 6. Le
complexe est subdivisé en 3 régions qui contiennent chacune de nombreux autres génes
avec ou sans fonction immunologique.

La région CMH de classe | comprend 3 genes HLA de classe | dits "classiques", HLA-A, HLA-B,
HLA-C. La région CMH de classe Il comprend 3 paires de genes HLA de classe Il dits
"classiques", HLA-DP (genes DPA et DPB), HLA-DQ (DQA et DQB) et HLA-DR (DRA et DRB1).

La région Ill ne renferme pas de genes intervenant dans la présentation antigénique. Elle
contient des génes codant pour des protéines du systeme du complément (C2, C4, facteur
B), pour le TNF et pour les lymphotoxines (Bahram et al., 2013).
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il Iﬂ-l Il I INiImINfIIwmE»

Bp21.31

HLA-E cmsssssss
HLA-C e
HLA-B e mees

W (< LWL m 440 o< LONT = m@oLgL TN
g« IJZDJ %% ooy < rooo<m0 9g3s0 Emm
353 ~ o [ORe] pEXXoC AAaAQ oo
£33 oo [aNaNalalial 0oo
IIT
Class | Class Il Class Il

Figure 31: le systeme HLA (Site biorigami).

L'expression des molécules de classe | s'effectue sur pratiguement toutes les cellules
nucléées tandis que I'expression des molécules CMH de classe Il est limitée a I’état basal aux
cellules présentatrices d’antigéne (CPA).
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Dans le cas de l'anisakiose (parasite extracellulaire), c'est le CMH Il qui est mis a
contribution, les lymphocytes T qui expriment les molécules CD4 sont susceptibles de
répondre aux antigénes présentés par les molécules CMH de classe Il a la surface des CPA.

Une étude chez 46 patients caucasiens (Nord de I'Espagne) a montré qu'il existait des
prédispositions génétiques a l'allergie a Anisakis simplex (alleles HLA de classe Il). L'analyse
des données HLA ont montré que la fréquence des phénotypes DRB1*1502 et DQB1*0404
est plus élevée chez les patients dont I'allergie est survenue dans les 6 heures suivant la
consommation de poisson. Dans ces cas on retrouve des IgE spécifiques anti Anisakis simplex
associé a une positivité du prick test.

De plus, les résultats ont montrés que la fréquence des haplotypes DRB1*1502- DQB1*0602
était plus grande en cas d’hypersensibilité a Anisakis simplex. Ces haplotypes sont fréquents
dans la population asiatique et rare dans plusieurs pays européens (France, Allemagne,
Norvege) (Sanchez-Velasco et al., 2000).
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lll. Tests d’exploration de I’hypersensibilité a Anisakis spp.

En France, les sérologies parasitaires contre Anisakis sont trés peu pratiquées. Pourtant, leur
indication est essentielle surtout lorsqu’on ne peut pas mettre directement le parasite en
évidence. Les situations suivantes retrouvées dans I’anisakiose illustrent I'utilité des tests
sérologiques :

v" Uimpasse parasitaire : le parasite reste sous forme larvaire (pas de maturation vers
I’état adulte) et migre au hasard dans I'organisme humain (cas exceptionnels de
localisations ectopiques).

v" Devant une localisation viscérale, traumatisante ou lorsque le parasite s’implante
dans la muqueuse digestive formant un granulome a éosinophiles.

v Lorsque la larve provoque des réactions allergiques.

v' Si la symptomatologie de I'allergie devient chronique (exemple de [Iurticaire
chronique a Anisakis simplex).

v Lorsque la charge parasitaire est faible (I’anisakiose allergique peut se produire avec
une seule larve ou méme juste en présence d’antigénes larvaires).

Hyperéosinophilie sanguine: Elle est définie par un chiffre absolu supérieur a 500
éIéments/mmS. Dans les formes aigués de I'anisakiose, ou le malade est vu dans les heures
ou les jours qui suivent l'infestation, I"éosinophilie n’a pas encore eu le temps d’augmenter
et la sérologie de se positiver (Loli et al., 1998). Une hyperéosinophilie sanguine modérée est
habituelle dans I'anisakiose chronique.

1. Tests cutanés mettant en évidence l'allergie

Leur but est de rechercher les IgE spécifiques d’un allergéne donné qui sont fixées sur les
mastocytes cutanés. La fixation de I'allergéne sur les IgE spécifiques induit une dégranulation
mastocytaire et une libération d’histamine, responsables d’une induration et d’un érytheme.
IIs traduisent la réaction immédiate IgE dépendante. La réaction cutanée aux allergénes est
la résultante de trois facteurs : la sensibilisation des mastocytes par les IgE spécifiques, les
caractéristiques des mastocytes cutanés et la qualité de la réponse de la peau aux
médiateurs.

Le prick-test ou intradermoréaction (IDR)

Consiste a piquer I'épiderme a 'aide d’aiguilles spéciales au travers d’une goutte d’un extrait
allergénique préalablement déposée sur la peau. Les prick-tests sont de réalisation rapide,
peu douloureux et peu onéreux. Les tests doivent étre pratiqués sur peau saine, sur la face
antérieure de l'avant bras ou au niveau du dos chez le nourrisson, en respectant une
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distance de 3 cm entre les piqdres. Il faut d’abord s’assurer que la peau réagit bien aux deux
témoins positifs, le phosphate de codéine a 9% ou le chlorhydrate d’histamine a 10mg/ml. Il
est donc indispensable que tout traitement antihistaminique soit arrété auparavant.
L’absence de réaction au témoin négatif (solvant) élimine un dermographisme® (Rancé et al,
2002).

L’IDR dans le diagnostic d’anisakiose est surtout utilisée lors d’enquétes épidémiologiques au
Japon, en Espagne ou en ltalie. Un antigéne somatique ou excrété-secrété produit a partir
des larves L3 est injecté par voie intradermique et induit en 15 minutes, une réaction
oedemato-érythémateuse.

Dans une étude évaluant I'implication des tests immunologiques dans le diagnostic de
I’anisakiose gastro-allergique, la sensibilisation aux produits d’excrétion/secrétion et aux
extraits bruts d’Anisakis simplex chez ces patients suspectés d’avoir contracté la pathologie
ont été comparés au groupe témoin. Les résultats des IDR étaient significativement
augmentés chez les patients présentant les symptomes par rapport au groupe témoin
(Chung et al., 2014).

Cependant ce test manque de précision. En effet dans I’étude on retrouve une spécificité et
une sensibilité respectivement de 69,6% et 88,2% pour les extraits de bruts et de 80,7% et
76,5% pour les produits d’excrétions/secrétions.

2. Dosage des AC par modification physique de I’Ag : réactions d’agglutination et de
précipitation

v" Réaction d’agglutination

Hémagglutination passive (HAP)

Le sérum du patient est mis en contact avec des hématies sensibilisées. La positivité se
manifeste par lI‘agglutination des hématies (ou hémagglutination). Au contraire, la négativité
provoque la sédimentation des hématies dans le fond des cupules, formant un « bouton »
(Bourée et al, 2004).

¢ Dermographisme: urticaire factice est idiopathique dans la majorité des cas. Il se caractérise par I'apparition
de stries urticariennes en regard d'une lésion de grattage ou d'une zone de frottement. Il est reproduit par le
frottement d'une pointe mousse, qui provoque |'apparition d'une strie papuleuse et érythémateuse dans un
délai de 2 a 20min et pour une durée variant de 30 min a 3 h ( Staumont-Sallé etal., 2003).
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v' Réaction de précipitation

Immunodiffusion double (méthode d'Ouchterlony) (figure 32)

Consiste a placer un antigéne (ou un mélange susceptible de le contenir) dans un puits
formé dans un gel d'agarose et un anticorps correspondant (ou un sérum susceptible de le
contenir) dans un autre puits. Aprés le dépot, on laisse les protéines diffuser. Lorsque
I'équilibre est atteint, environ 48 heures aprés les dépots, des lignes de précipitation se
seront formées entre le puits central et les puits périphériques. S'il y a un méme antigéne
dans des puits périphérigues contigus, les lignes de précipitine auront évidemment tendance
a fusionner. D'aprés la forme de ces lignes de fusion, on pourra évaluer la similitude entre
les antigenes du puits périphérique. S'il y a fusion compléte, on pourra conclure a l'identité
des protéines contenues dans les deux puits (Cours d’immunologie, faculté de médecine
Cochin-Port Royal).

Immunodiffusion double-Il

arc d“nation .

arc laﬁon .

anti-1,2.4

Figure 32 : Immunodiffusion double (Cours d’immunologie, faculté de médecine Cochin-Port Royal).

L’'immunoélectrophorese (IEP) (figure 33)

L'IEP comporte une séparation électrophorétique des protéines antigéniques, selon leur
charge et leur poids moléculaire, dans un gel d’agarose, suivie d’une diffusion des anticorps
a partir du sérum concentré (x5) du patient, le tout aboutissant au bout de 3 jours de délai et
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aprés coloration, a la formation d’arcs de précipitation (Cours d’immunologie, faculté de

médecine Cochin-Port Royal) (figure 33).

Immunoélectrophorése
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Figure 33 : Immunoélectrophorése (Cours d’immunologie, faculté de médecine Cochin-Port Royal).

L'IEP, moins sensible mais beaucoup plus spécifiqgue que I'immunoCAP® ou I'ELISA, est

utilisable comme méthode de confirmation. L’interprétation des arcs de précipitation

générés reste cependant difficile en raison des nombreuses réactions croisées entre les

antigénes des larves d’Anisakis et ceux d’autres Helminthes (tels que Ascaris, Toxocara et

Loa Loa). Des réactions croisées ont méme été observées avec un antigene Distomien et

Taenia saginata. Plus le nombre d’arcs est important et plus leur intensité est marquée, plus

la présence d’anticorps anti-Anisakis est plausible (Fréalle et al., 2016).
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3. Dosage des IgE sériques totales et spécifiques

En raison de leur faible concentration sérique, les IgE sont mesurées a I'aide de méthodes
immunologiques différentes de celles utilisées pour le dosage des IgG, IgA ou IgM. Les taux
sont exprimés en unités internationales (Ul). Le dosage des IgE totales peut étre normal chez
20 a 30 % des patients porteurs d’une allergie certaine et, a I'inverse, il peut étre élevé dans
diverses circonstances pathologiques non liées a I'allergie (parasitoses, tabagisme). Ce test
oriente mais ne permet pas le diagnostic de certitude.

Immunofluorescence indirecte (IFI) (figure 34)

Le sérum est déposé sur une lame sur laquelle a été préalablement fixé I‘antigéne figuré
(coupe de larves de parasite). Les anticorps du sérum reconnaissant des paratopes se fixent
sur la lame et les anticorps n’ayant rien reconnu sont éliminés par un lavage. Il est ensuite
ajouté un anticorps secondaire reconnaissant le fragment constant des anticorps
antiparasitaire. Sur cet anticorps secondaire est fixé un fluorochrome. Aprés un second
lavage, le fluorochrome sera excité par une lumiére UV et émettra a son tour une lumiere
fluorescente de longueur d’onde connue qui pourra étre lue grace a un microscope a
fluorescence (Bourée et al., 2004). En France, par manque de performance, cette méthode
est rarement utilisée.

Immunofluorescence (1.F.) directe et indirecte

directe indirecte complément
anticorps ; :
fluorescent anticorps anticorps
| coupe
lavage lavage lavage
+ anti-lg fluorescent + complément
|
| %
lavage lavage
+ anti-C3 fluorescent

= lavage

Figure 34: Immunofluorescence directe et indirecte (Cours d'immunologie, faculté de médecine Cochin-Port
Royal).
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Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (Elisa) (figure 35)

Cette technique a presque entierement remplacé le RIA (RadiolmmunoAssay), elle est plus
simple et moins colteuse. La révélation du test n’utilise pas, comme dans le RIA de
radioélément mais est liée au clivage par une enzyme, d’un substrat incolore en un produit
coloré.

Pour détecter la présence dans un sérum d’un anticorps spécifique, I'antigéne spécifique de
I'anticorps a doser est déposé dans un puits a fond plat en plastique. L'antigene est dilué
dans un tampon bicarbonate a pH 9,6 ce qui favorise les interactions électrostatiques entre
I'antigéne et le plastique de la plaque et permet la fixation stable de I'antigene au fond du
puits. Des dilutions limites du sérum contenant I'anticorps a doser sont alors déposées dans
les puits. Aprés un temps de contact suffisant, les puits sont lavés avec une solution saline de
sorte que seuls les anticorps spécifiques restent fixés sur I'antigéne qui lui-méme est fixé au
fond du puits. On révéle la présence de I'anticorps fixé au fond de la plaque en déposant
ensuite dans le puits un anticorps anti-immunoglobuline marquée avec une enzyme qui peut
étre la phosphatase alcaline ou la peroxydase. Apres lavage, il ne reste plus qu’a révéler la
présence des anticorps spécifiques en ajoutant le substrat que I'enzyme converti en un
produit coloré. La lecture s’effectue grace a un photomeétre permettant de mesurer
I'absorbance qui est proportionnelle a la quantité d’anticorps présents. C'est donc une
mesure quantitative.

ELISA
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Figure 35 : Elisa (Cours d’immunologie, faculté de médecine Cochin-Port Royal).

Le sérodiagnostic peut étre utile. Dans une étude (Cuéllar et al.,, 2012), a été conclu que

I'association d’Ani s 1 et d’Ani s 7 recombinants pourrait avoir une utilité dans le diagnostic de

I’'anisakiose gastro-allergique ainsi que dans l'urticaire chronique a Anisakis. Par exemple dans la
GAA la sensibilité et la spécificité ont atteint 100%.
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ImmunoCap® ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip) (figure 36)

C’est une puce détectant 112 allergenes recombinants et purifiés provenant de 51 sources
(animale, végétale, alimentaire...) a partir d’'une quantité minimale de sérum (30 pl) (site
phadia). C’'est la seule technique commercialisée a ce jour en France pour le diagnostic de
I’anisakiose mais il existe de nombreuses réactions croisées (Fréalle et al., 2016).

La premiere étape consiste a fixer les allergénes sur la bio-puce, c’est le « spotting ».
Quelques picogrammes d’allergéne sont fixés et représentent un spot de 100 a 200 mm de
diameétre. Pour pallier aux altérations des propriétés fonctionnelles de I'allergene, la
présentation est assurée en triplicate. De facon générale, la présence éventuelle d’'lgG
spécifiques ne leése pas la réactivité aux Igt car I'affinité des IgE pour I'allergéne, est tres
supérieure a celle des IgG (Moneret-Vautrin et al, 2011).

Igk Antibod § 'L P
‘ g hnibody S .. R |
‘7 y ‘7 | h ‘)" Yy &
A Y \ X - " 17 .
Sobdphase N 1 Sidphase % f Solidphase -1 A "
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Figure 36 : ImmunoCap® ISAC (site phadia).

Principe du test ImmunoCAP® IgE spécifique (site phadia):

o L'allergéne, le composant allergénique ou le mélange d'allergenes couplé de fagon
covalente a la phase solide réagit avec les IgE spécifiques de I'échantillon de sérum
du patient.

e Apres avoir lavé les IgE non spécifiques, des anticorps anti fragment constant des IgE
marqués par une enzyme sont ajoutés pour former un complexe.

e Aprés incubation, les anticorps anti-fragments constants des Igg non liés sont
éliminés par lavage et le complexe lié est alors incubé avec le substrat de I'enzyme.

e Aprés avoir arrété la réaction, la fluorescence est mesurée. Celle-ci est directement
proportionnelle a la concentration d'IgE spécifiques de I'échantillon.

e Enfin, suivant les concentrations d’IgkE mesurées, les résultats sont classés selon une
échelle de 0 a 6 selon I'absence ou le haut niveau d’IgE obtenues.
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Tres employé en allergologie, ce test permet le dosage semi-quantitatif des IgE totales, mais
surtout des IgE spécifiques anti-Anisakis et plus largement des IgE anti-poisson. En France, il
est couramment utilisé dans les formes allergiques, gastro-duodénales ou intestinales. Les
taux d’Igk totales et d’IgE spécifiques peuvent varier dans les mois qui suivent la réaction
allergique, notamment pour lors de la réaction antiparasitaire (Fréalle et al., 2016).

De plus, des réactions croisées concernant les IgE spécifiques peuvent survenir avec d’autres
helminthes (Ascaris, ankylostome) (Echinococcus, cestode) ou des arthropodes comme les
acariens, les cafards et les crevettes notamment par le biais de I'allergéne Ani s 3 (site
phadia). La détection d’IgE dirigées contre une fraction antigénique trés spécifique (Ani s 1)
n‘est disponible en France que dans le multi-test ImmunoCAP’ ISAC, d’un colt élevé
(Dupouy-Camet et al., 2016).

Exemple : Spécificité et sensibilité de 'lmmunocap® chez des patients atteints d’anisakiose
gatro-allergique en Corée (Chung et al., 2014)

Dix-sept sujets ayant été diagnostiqués cliniquement comme étant atteints d'une anisakiose
gastro-allergique, ainsi que 135 témoins qui mangeaient fréquemment des produits de la
mer crus et qui n'avaient jamais connu de symptomes semblables a cette pathologie ont été
sélectionnés. Les caractéristiques cliniques et immunologiques ont été comparées en
fonction de I'atopie, des taux de sensibilisation a Anisakis et du taux d'IgE spécifiquse
d'Anisakis présentes dans le sérum. En fonction des taux d’IgE, trois groupes ont été établis :
titres faible en IgE dans le sérum [classe 0< 0.1 kU/L et classe 1: 0.35 a 0.69 kU/L],
intermédiaire [classe 2 : 0.70 a 3.4 kU/L - classe 3:3.5a 17.4 kU/L] et élevé [classes 4 : 17.5
a49.9kU/L; classe 5 : 50.0a 99.9 kU/L et classe 6> 100 kU/L].

Titre élevé (4-6) 86,80%  82,40%
Titre faible (0-1) 64,00%  100,00%

Figure 37 : Sensibilité et spécificité du test Immunocap® pour le diagnostic d'anisakioses gastro-allergiques
(Chung et al., 2014).

L’évaluation pour le diagnostic de formes gastro-allergiques a révélé une sensibilité élevée
pour les tests immunologiques effectués.

Pour le groupe ayant un taux bas d’IgE spécifique d’Anisakis simplex (Echelles 0 et 1 dans
I’étude) présentait une spécificité de 100 % avec le test ImmunoCAP donc cette méthode
pourrait étre utilisée pour exclure |'anisakiose gastro-allergique chez les patients présentant
des manifestations cliniques typiques et un faible taux d'IgE sérique (classes 0-1).

Dans la technique ISAC, la faible quantité d’allergéne est un facteur limitant le nombre de
molécules IgE admises a la fixation : la technique reste semi-quantitative, et ne permet
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gu’une approximation des taux d’IgE au-dessus de 40 a 50 ISU comme étant « trés élevés »
(par exemple la méthode ELISA donne un résultat quantitatif, elle corréle une intensité de
réponse a une concentration d’IgE spécifique d’un allergéne de 0.1 a 100 kU/L). Pour la
méme raison, la sensibilité d’ISAC est légerement moins bonne pour les faibles
concentrations en IgE spécifiques (0,1 a 0,5 kU/L correspondants aux classes 0 a 1 de I'étude
anisakiose gastro-allergique) (Moneret-Vautrin et al., 2011).

La détection d'IgE spécifique dirigées contre Anisakis spp. peut étre utile pour le diagnostic
de I'anisakiose gastro-allergique. Parmi les patients présentant des symptémes typiques, la
sensibilisation préalable peut étre un facteur favorisant et des cas d’anisakiose gastro-
allergiques étaient plus fréquemment observés chez des patients présentant des IgE
sériques élevées spécifiques d’Anisakis. Bien que I'IDR soit une méthode plus simple et
moins colteuse de détection de la sensibilisation, le test de détection spécifique des IgE
(ImmunoCAP®) est recommandé comme test de diagnostic en milieu clinique.

Les immunoempreintes (ou immuno-blots ou western-blots « WB »)

Ces techniques cherchent a mieux préciser I'origine de la réactivité des IgE sériques du
patient vis-a-vis d’un produit allergisant donné. Ces tests comportent une étape initiale de
séparation électrophorétique des protéines d’Anisakis contenues dans le produit a tester.
L'incubation avec le sérum du patient puis avec un anticorps anti-IgE marqué avec un radio-
élément permet ensuite de révéler par autoradiographie la réactivité des IgE sous forme de
« bandes ». La position de ces dernieres, le long d’une échelle de masse en kDa, peut
indiquer la réactivité du patient vis-a-vis de tel ou tel allergéne dans le produit (Rame et al.,
2005).

Les résultats obtenus avec les WB sont prometteurs dans la recherche du diagnostic
d’anisakiose allergique mais les différents résultats obtenus entre auteurs montrent un réel
manque d’homogénéisation des conditions opératoires, notamment dans la procédure de
préparation d’extraits antigéniques d’Anisakis. De plus, les résultats peuvent étre biaisés a
cause des réactions croisées (akao et al.,, 1990). Pour l'instant, des études restent
nécessaires pour mettre au point une techniqgue de WB standardisée et reproductible
(Fréalle et al., 2016).
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Dans I’étude randomisée de Moreno et al. sur la recherche d’une sensibilisation a Anisakis
simplex s.1 chez 77 donneurs de sang Espagnols, une bande de 60 KDa a été révélée par la
technique de WB associée et un taux élevé d’IgE spécifiques (Del Rey Moreno et al., 2006):

Durant le déroulement de cette étude, aucun patient n’a présenté de symptomes
allergiques alors que le pourcentage de sensibilisation était élevé: 22.1% des donneurs
présentaient des IgE spécifiques contre Anisakis simplex.

En effet, dans cette population, il n’est pas rare de rencontrer un fort taux de sensibilisation
a ce parasite. Ceci est d(i a la grande consommation de poissons cru et aussi a la réactivité
croisée vis-a-vis d’Anisakis.

Voici les résultats du WB en utilisant un antigene somatique (figure 38):
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Figure 38 : WB des antigénes somatiques d’Anisakis simplex avec le sérum de donneurs en bonne santé (a)

& "\ -

!

marqueurs de poids moléculaires (b-f) sérum de donneurs avec un taux élevé d’IgE spécifiques (valeurs
notées en bas en kU/L) (g-j) sérum de donneurs avec un taux d’IgE spécifiques négatif (Del Rey Moreno et al.,
2006).

Une bande d'environ 60 kDa a été détectée dans le sérum de 21,15% des sujets ayant
également des valeurs élevées ou trés élevées d'IgE spécifiques (3-100 kU/L) et chez les
consommateurs de poisson cru. La bande de 40 KDa n’est pas spécifique car elle a aussi été
détectée chez les patients avec un taux d’IgE négatif.

Il est supposé que cette bande aurait un intérét dans le diagnostique ce qui a été confirmé
par (Del Rey Moreno et al., 2003) qui a aussi détecté cette bande dans le sérum de patients
atteints d’anisakiose.

D’autres études ont mis en évidence des bandes de poids moléculaires différents. Ces
différences pourraient étre expliquées par le manque d’unification dans la préparation des
extraits antigéniques d’Anisakis simplex et des protocoles de WB.

76



CONCLUSION

Les Anisakidae sont des vers de répartition cosmopolite, leur présence est fréquente chez les
especes commerciales de poisson et de céphalopodes; ils représentent donc un risque
sanitaire pour 'Homme.

L’ANSES estime que selon les espéces et les lieux de capture, de 15 a 100 % des poissons de
mer sont parasités par les larves d’Anisakidae, parfois présentes en trés grande quantité.
Pour éviter qu'elles ne se retrouvent dans l'assiette du consommateur, des méthodes de
maitrise d'élimination parasitaire sont appliquées par les professionnels. Ces mesures sont
fixées par la réglementation Européenne. L'éviscération doit étre pratiquée des que possible
tout en respectant la chaine du froid. Des inspections visuelles et des découpes manuelles
telles que le parage et filage sont effectuées par du personnel compétent a différents points
de la chaine de production. Enfin I'assainissement peut s'effectuer par des traitements
thermiques comme la cuisson ou la congélation a cceur.

La consommation de poissons ou de céphalopodes crus ou peu cuits contenant les larves L3
d’Anisakis simplex est a I'origine de l'infestation humaine. Celles-ci provoquent une maladie
peu grave nommeée anisakiose gastrique ou intestinale. Les larves d’Anisakis spp. ne peuvent
pas survivre trés longtemps ou se reproduire chez I’'Homme, mais si les larves ne sont pas
éliminées la maladie peut devenir chronique.

Les antigénes d’Anisakis simplex peuvent aussi déclencher des réactions allergiques légéres a
séveres (angioedeme, anaphylaxie, etc). Les cas d’allergie sont fréquents au Japon et en
Espagne. En France, les dernieres données sur l'allergie obtenues entre 2010 et 2014
montrent I'émergence du potentiel allergisant d'Anisakis spp. Comme les symptémes ne
sont pas spécifiques, la maladie est souvent sous-diagnostiquée: par exemple, le patient
peut présenter des symptoémes allergiques sans symptomes digestifs.

L’éradication de cette maladie est d’autant plus incertaine que le cycle de vie de ces
nématodes présente de nombreux hotes intermédiaires. La prise en charge de I'anisakiose
allergique consiste en I'administration d'antihistaminiques de seconde génération, parfois de
corticoides voire d'adrénaline en cas de choc anaphylactique. L'éviction des allergenes
d’Anisakis simplex est la seule mesure efficace contre le développement des allergies a ce
parasite. Ainsi les poissons d’élevage nourris avec une alimentation controlée permettent
de fournir du poisson avec un taux de parasitisme réduit ou absent.

Le diagnostic de l'allergie a Anisakis spp. est évoqué chez les patients présentant des
manifestations cliniques d'hypersensibilité apres consommation de poisson cru ou peu cuit
sans qu'il soit retrouvé une allergie au poisson.

Les tests les plus utilisés pour déterminer une allergie a Anisakis simplex associent I'IDR avec
le dosage des IgE spécifiques anti-Anisakis. Mais les tests manquent de spécificité a cause
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des réactions croisées existant avec les autres nématodes (Ascaris lumbricoides ou Toxocara
canis) et arthropodes (crustacés et acariens).

Le but de I'IDR est de rechercher les IgE spécifiques d'un allergéne donné. Ce test explore
I'hypersensibilité de type | et est peu couteux. Il n'est pas utilisé seul car il manque de
spécificité a cause des réactions croisées.

Le test Immunocap® ISAC est utilisé en France en milieu clinique. Il permet un dosage semi-
guantitatif des IgE totales et spécifiques anti-Anisakis. Ce test d'un co(t élevé n'exclu pas les
réactions croisées.

D'autres méthodes sont explorées dont deux semblent prometteuses.

Les résultats obtenus avec les immunoempreintes ou (Western-blot) sont prometteurs dans
la recherche diagnostique d'anisakioses allergiques. Il faudrait cependant mettre au point
une procédure de préparation d'extraits antigéniques d'Anisakis standardisée pour
permettre de confirmer chez les patients allergiques la réaction a un ou plusieurs antigénes
de poids moléculaire spécifique. De plus, la méthode doit étre reproductible pour étre
utilisée en routine au laboratoire.

Le test ELISA utilisant |'association des antigénes recombinants Anis s 1 et Anis s 7 a été trés
concluant dans les diagnostics de I'anisakiose gastro-allergique et de l'urticaire chronique
avec 100% de spécificité et de sensibilité. Il n'est pour l'instant qu'en phase d'étude mais
pourrait étre une méthode réalisable en routine au laboratoire.
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ANNEXE

Annexe 1 : Prévalence d’Anisakis dans les filets présentée par zone de péche (Seesao, 2015).

zone de péche
27.1l.b
27.IV.a
27.lV.a
27.V.b
27.IV.b
27.IV.b
27.V.b
27.V.c
27.IV.c
27.IV.c
27.IV.c
27.V.b
27.Vl.a
27.Vil.d
27.Vild
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.Vil.d
27.VIl.g
27.Vil.g
27.VIl.g
27.Vil.g
27.VIl.g
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIl.h
27.VIL
27.VILj
27.VILj
27.VIL
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlll.a
27.Vlil.a
27.Vlil.b
27.VIil.b
27.Vlil.b
27.Vlil.b
27.Vlil.b
27.Vlil.b
27.Vlil.b
27.Vlil.c
27.Vlil.c
27.ViiL.d
27.Viil.d
27.ViiL.d
37.1.2
37.1.2
37.1.2
37.1.2
37.1.2
37.1.2

nom commun
saumon
eglefin
lieu_noir
hareng
merlan
morue

sole

hareng
merlan
morue

sole
lingue_bleue
lingue_franche
anchois
bar
baudroie
eglefin
hareng
maquereau
merlan
morue

plie

sardine
sole
baudroie
eglefin
lingue_franche
merlu
morue
baudroie
cardine
eglefin
lieu_noir
merlan
merlu
morue
baudroie
eglefin
merlu
morue
anchois
bar
baudroie
eglefin
maquereau
merlan
merlu
morue
sardine
anchois
bar
baudroie
maquereau
merlan
merlu
sardine
anchois
merlu
baudroie
eglefin
merlu
anchois

bar
maquereau
maquereau_espagnol
merlu
sardine

effectif
40

31

46

22

3

62

prevalence
0,00
12,90
54,35
0,00
0,00
3,23
0,00
14,29
10,00
12,50
0,00
94,00
48,28
0,00
14,29
0,00
0,00
25,81
30,43
44,93
11,11
0,00
0,00
0,00
66,67
14,29
0,00
100,00
66,67
60,00
70,00
25,00
0,00
100,00
66,67
50,00
52,94
25,00
87,50
100,00
20,00
0,00
35,71
12,50
31,43
75,00
85,71
0,00
0,00
0,00
14,29
0,00
10,34
48,00
90,00
0,00
0,00
70,00
66,67
0,00
80,00
0,00
0,00
0,00
3,23
0,00
0,00

ecart-type
0,00
6,02
7,34
0,00
0,00
2,24
0,00
13,23
9,49
11,69
0,00
3,36
9,28
0,00
13,23
0,00
0,00
7,86
9,59
5,99
10,48
0,00
0,00
0,00
15,71
13,23
0,00
0,00
27,22
21,91
10,25
21,65
0,00
0,00
19,25
20,41
12,11
15,31
8,27
0,00
17,89
0,00
12,81
8,27
7,85
21,65
6,61
0,00
0,00
0,00
13,23
0,00
5,66
7,07
5,48
0,00
0,00
14,49
27,22
0,00
17,89
0,00
0,00
0,00
3,17
0,00
0,00
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Résumé :

De nos jours, la consommation de poisson cru ne cesse d’augmenter au niveau mondial
grace a ses propriétés nutritionnelles (richesse en oméga 3, protéines, nutriments, etc).
Pourtant manger du poisson cru présente un risque sanitaire car celui-ci peut contenir des
larves d’Anisakidae. La pathogénicité des larves L3 d’Anisakis simplex chez 'homme est
connue depuis la découverte d’'un granulome éosinophilique en 1955. Ce n’est qu’a partir
des années 90 que I'on a découvert son pouvoir allergisant. Le diagnostic de l'allergie a
Anisakis est difficile a poser car les symptomes sont variés et peuvent étre confondus avec
une allergie au poisson. Il existe aussi des réactions croisées avec d'autres nématodes,
crustacés ou acariens qui compliquent le diagnostic. Ainsi, pour comprendre ces
phénoménes allergiques causés par Anisakis simplex, nous allons développer dans la
premiere partie de cette these, la positon taxonomique du parasite, la morphologie des
larves et son cycle de vie. Puis nous décrirons les symptomes causés par ces larves
d’Anisakis spp. qui peuvent étre retrouvés dans I'anisakiose infectieuse aigué ou chronique
ou l'anisakiose allergique. Dans la seconde partie, nous analyserons les mécanismes
immunologiques de l'allergie. Nous décrirons la diversité et la spécificité des antigenes
d'Anisakis et les méthodes immunodiagnostiques existantes pour explorer I'hypersensibilité
parasitaire et qui pourraient, pour certaines, permettre le diagnostic en routine de
I'anisakiose allergique.
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