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Introduction

Les dermatoses bulleuses (DB) sont un groupe de maladies trés diverses. Elles sont divisées
en dermatoses bulleuses auto-immunes liées a la production d’auto-anticorps qui entrainent une
altération de la fonction de leurs cibles antigéniques (protéines de la jonction cutanée) et non

auto-immuns. Elles sont de pronostics variables et parfois péjoratifs [1].

L'immunofluorescence directe (IFD) est une technique de microscopie permet la détection
des complexes immuns et des immunoglobulines par le dép6t d’un anticorps spécifique

conjugué a la fluorescéine pour un antigene donné sur une coupe de biopsie. [2]

Cette technique permet 1’approche diagnostique et pathogénique des dermatoses bulleuses,
et aussi de distinguer entre dermatoses bulleuses auto-immuns (DBAI) et non auto-immuns
(DBNAI) par la suite elle différencie entre les différentes classes de dermatoses bulleuses auto-
immunes selon la nature des anticorps présents et le site du clivage, ou on distingue entre deux
grandes classes, a savoir les DBAI sous-épidermiques s’appellent pemphigoide , dans ce cas on
a perte de 1’adhésion entre le derme et 1’épiderme, a cause d’une altération des constituants de
la jonction dermo-épidermique (JDE) par attaque des auto-anticorps, et les DBAI intra
épidermiques qui s’appellent pemphigus ou I’altération des desmosomes entraine une perte de

la cohésion entre les kératinocytes (acantholyse). [1, 3, 18]

Notre étude a pour but de préciser I'intérét de I’immunofluorescence directe dans le
diagnostic des dermatoses bulleuses a partir d’une étude rétrospective, descriptive des données
cliniques, anatomopathologiques de 80 patients atteints de dermatoses bulleuses diagnostiquées
au service d’anatomie-pathologique du CHU Hassan 2 de Fés.




Generalires




1) Rappel systéme de jonction cutanée

La peau est un organe complexe morphologiquement et chimiquement, recouvrant les
cavités naturelles de I’organisme, représentant un tiers de poids corporel de I’organisme,
formée successivement depuis la surface par trois couches : 1’épiderme qui se compose
essentiellement par des cellules kératinocytes, le derme qui regroupe des cellules
fibroblastiques et sanguines et hypoderme qui présente sous forme d’une couche graisseuse.
L’adhésion de cet organe assuré par un systéme des jonctions qui dispersait a chaque endroit

de la peau et en trouve [4, 5, 6]:

> Les desmosomes : sont des jonctions d’encrage permettent la liaison entre les
kératinocytes, formée par I’association entre deux plaques desmosomes par des protéines
d’adhésions (les desmogléines (Dsg) ou les desmocollines (Dsc) ce qui est montré dans la
figure 1:

- les desmoglenes(Dsg) ou les desmocollines (Dsc) : sont des glycoprotéines

transmembranaires, forment le complexe desmoglie calcium dépendantes, les Dsg peuvent
prendre quatre formes (Dsgl, 2, 3 et 4), subdivisées en trois régions : région
extracellulaire organisée en cing domaines (EC1 a EC5), région transmembranaire et intra
cytoplasmique

- les plagues desmosomales : formées par des protéines cytosoliques, la plectine (PL), les
plakines (desmoplakines (DP)), ’envoplakine (ENV), la plakoglobine (PG) et la
périplakine (PPL)). [7]

Plagque Desmoglie
desmosomale —

FIC

Membrane plasmique /
du kératinocyte

Figure 1 : Organisation moléculaire du desmosomes




» Le systéeme de jonctions dermo-épidermiques (JDE): est un systéme moléculaire
complexe qui assure 1’adhésion entre I’épiderme et le derme, sous forme des replis (les
papilles dermiques), a coté de I’épiderme les kératinocytes sont fixé a la membrane basale de
I’épiderme qui est composé par deux lames (lamina dansa, lamina lucida) grace a un
complexe hémidesmosome—filament d’ancrage, de coté du derme les fibres dermique sont

accrochées a la membrane basale par des fibres d’ancrages. [7, 8]

: cellule de kératinocyte

: les desmosomes

: les hémidesmosomes
: filaments de kératines

: lamina lucida

: lamina densa

: lamina fibroreticularise
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: filaments d’ancrages
9 : fibres d’ancrages

10 : fibre élastique

Figure 2: Jonctions dermo-épidermigues

IT) Principe et technique de ’immunofluorescence directe:
Définition :

L’immunofluorescence directe (IFD) est une technique de marquage, consiste a révéler des
complexes immuns dans des structures cellulaires ou tissulaires, basée sur 1’application des
anticorps (AC) spécifiques conjugués a de la fluorescéine pour des antigenes (AG)
(immunoglobuline (Ig), complément ou fibrine) donnés qui rendus fluorescent par le couplage
a un fluorochrome (9,10). Ce fluorochrome pouvant étre soit de 1’isothiocyanate de
fluorescéine (FTIC) ou de I’isothiocyanate de Rhodamine (RITC).

Les anticorps utilisés révélés en routine sont : les IgA, les IgG, les IgM et les C3 [17]
Principes de la réaction d’immunofluorescence directe (IFD) cutanée :

L’IFD cutanée fait intervenir deux facteurs principaux : les motifs antigéniques recherchés sur

la biopsie cutanée et les anticorps spécifiques marqués qui servent a leurs identifications [11] :




e Les antigéenes recherchés a I’IFD (épitopes) : sont des molécules qui normalement
absentes dans la peau normale, peuvent étre des immunoglobulines (1g), des compléments ou

de fibrine, dirigés contre des auto-antigénes forment des complexes immuns. [12]

e Les anticorps (AC) spécifiques (paratopes) : sont des glycoprotéines qui se fixent sur
les AG contre lesquels ils sont produits d’une maniere trés spécifique avec une tres grande

affinité grace a la partie hypervariable d’AG. [12]

Il existe deux types d’AC : polyclonaux et monoclonaux. Les AC monoclonaux
généralement obtenus par la technique des hybridomes par la fusion d’une cellule
myeélomateuse avec un lymphocyte B d'animale immunisé (exemple : les souris), ce type est
monospécifique c'est-a-dire reconnaissant un seul épitope. Les AC polyclonaux obtenus par
la purification de sérum des animaux (lapins, chévre) apres des injections répétées d'antigéne
purifié, cette technique simple et rapide mais ne donne pas des réactifs totalement homogénes

et pas parfaitement reproductible. [13, 14]

Les marqueurs fluorescents : sont des substances emettant des rayonnements
fluorescents sous 1’effet d’une excitation par la lumiere ultraviolette (UV), se font
par un couplage de maniére covalente a 1’anticorps spécifique. Les deux fluorescents les plus
utilisés sont 1’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) qui donne des rayonnements jaunes (517
nm), et I’isothiocyanate de rhodamine (RITC) qui donne des rayonnements rouge orangé (580
nm). [15]

Fluorophare

Antibody

Antigen

Figure 3 : Technique d’immunofluorescence directe




IIT) GENERALITES SUR LES DERMATOSES BULLEUSES :

1) Définition de dermatoses bulleuses :

Les dermatoses bulleuses sont un ensemble hétérogene de maladies trés diverses, peu
fréquentes et a pronostic variable, parfois péjoratifs. Elles sont secondaires a une attaque des
différents composants de la peau: I'épiderme, la conjonction dermo-épidermique (JDE) ou le
derme. Leurs étiologies sont multiples, héréditaires ou d'acquisitions, a I'avant-garde. Y
compris la toxidermie et les affections auto-immunes. Le diagnostic est d'habitude basé sur
I’examen clinique, histologique et plus souvent complété par I'examen immunologique. Les
formes étendues, de pronostic spontanément péjoratif, requiérent l'initiation d'un traitement

symptomatique rigoureux associé a un traitement précis. [1, 3]

2) Physiopathologie :

DBAI : sont liées a la production des auto-anticorps dirigés contre les protéines qui lient les
kératinocytes les uns aux autres (desmosomes interkératinocytaires) ou bien qui lient
I’épiderme au derme c’est-a-dire 1’atteinte des différentes composants de la JDE (filaments
d’ancrages a la membrane basale, les hémidesmosomes, la lame dense et les fibrilles
d’ancrages) On parle de la modification de ces différents systemes d'adhérences secondaires a

la liaison des auto-anticorps qui sont a l'origine de la formation de bulle. [16]

DBNAI : Ce type est généralement provoqué par une prise médicamenteuse (exemple :
sulfamides, AINS) ou I’exposition a un agent soit physique (érythéme actinique,
photophytodermatose) ou chimique (piqtire d’insecte). En peut avoir aussi des mutations des
génes codants les différentes protéines de la JDE. [18]

3) Histopathologie :

Il existe une conformité relativement bonne entre I'apparence clinique d'une bulle récente et

son type histologique en fonction du niveau de clivage. [20, 18]

Généralement le site de clivage peut étre localisé entre le derme et I'épiderme, formé les
dermatoses bulleuses sous-épidermiques (DBSE) ou bien a I’intérieur de 1’épiderme, formé

les dermatoses bulleuses intra épidermique (DBIE). [16]




4) Classification des dermatoses bulleuses :

Les dermatoses bulleuses divisées en deux grandes familles a savoir les dermatoses bulleuses
auto-immunes et non auto-immunes en majorité selon la présence ou 1’absence des auto-

anticorps au niveau de tissu cutané.

Autre classification basee sur les localisations des dépots d’AC sur la biopsie cutanée pour
distinguer entre différentes classes des DBALI, et on trouve les dermatoses bulleuses intra-
épidermiques (pemphigus) ou les AC attaquent les protéines desmosomes au niveau de la
couche épidermique entre les kératinocytes, et les dermatoses bulleuses sous-épidermiques

(Pemphigoide) ou jonctionnelles ou les AC dirigés contre les protéines de la JDE. [21]
4.1) Les dermatoses bulleuses auto-immunes
% .DBAI intra-épidermiques (pemphigus)

La classification initiale du pemphigus est basée sur la distinction entre deux formes
principales, dépend la profondeur du clivage intra-épidermique: pemphigus profonds et
pemphigus superficiels, et pour la distinction entre différentes sous-classes en baser sur les
types anatomocliniques des lésions et aussi 1’identification entre les différents antigénes

cibles reconnus par les AC. [22, 23]

Trois grandes formes sont actuellement individualisées :

X/

s pemphigus profonds : -Pemphigus vulgaire.
- Pemphigus végétant.

%+ pemphigus superficiels: - Pemphigus érythémateux (séborrhéique).
- Pemphigus foliacé.

s Formes particuliéres : - Pemphigus paranéoplasique.

- Pemphigus induit médicamenteux.

- Pemphigus a IgA linéaire




< Pemphigus profonds:

Pemphigus vulgaire :

- Aspect clinique :

Atteinte muqueuse : il commence par des lésions muqueuses dans un tiers des cas, I'atteinte
buccale est la plus répartie ou en trouve des bulles fugaces rapidement disparait et laissent

place a des érosions.

Atteinte cutanée : apparait plusieurs mois ou semaines apres 1’atteinte muqueuse, caractérise

par la formation des bulles flasques a contenu claire. [24, 25]

- Aspect histologique : Présence d’un clivage intra-épidermique localisé le plus souvent au-

dessus de la couche basale de I'épiderme, ou les kératinocytes séparés les uns des autres ce qui
est montré dans la figure 6 [26]

[~ TYEY

Figure 4: Aspect histologigue de pemphigus vulgaire

- Aspect en IFD : dépdts d’IgG et/ou C3 au niveau des membranes cytoplasmiques des

kératinocytes sous forme de « mailles d’un filet » diriges contre les desmogléines 3.
(figure 7) [27]




Figure 5: IFD de pemphigus vulgaire. Dépdts d’Ig G en maille de filet di a la fixation des

anticorps antidesmogléine 3.

v" Pemphigus végétant :

- Aspect clinigue : considérée comme une forme clinique rare du pemphigus vulgaire, localisé

surtout au niveau des grands plis, et formée des lésions végeétant. [25]
-Aspect histologique : la présence des bulles intra épidermiques avec une acantholyse.
(Figure 8) [28]

Figure 6: Histologie de pemphigus végétant

- Aspect en IFD : comme les pemphigus vulgaires, dépbts des AC sous forme de « mailles
d’un filet ». [25]

< Pemphigus superficiels :
v' Pemphigus érythémateux (séborrhéiques) :

- Aspect clinigue : combinant des aspects cliniques et biologiques de pemphigus et de lupus,

les Iésions bulleuses ou post-bulleuses sont souvent absentes et remplacées par des plaques
érythémateuses squameuses et crolteuses bien limitées. [29, 30]
- Aspect histologique : présence d’une fente acantholytique sous cornée ou dans la couche

granuleuse avec un infiltra inflammatoire du derme superficiel. (figure 9) [31]




- Aspect en IFD : caractérisé par un IFD comme pemphigus : dép6ts des IgG et C3, mais dans

des rares cas, ces dépots épargnent les couches profondes de I'épiderme et se situent au niveau
de la superficielle. [29, 30]

Figure 7: Aspect IFD d’un pemphigus érvthémateux

v" Pemphigus foliacé :
- Aspect clinigue : caractérisé par la présence des bulles tres superficielles qui sont rapidement

remplacées par des érosions crolteuses, et parfois cerné d’un érythéme.

- Aspect histologique : initialement caractérise par un clivage intra épidermique acantholyse,

sous la couche cornée ou granuleuse, puis il apparaitre une para kératose associé a un cedéme

interkératinocytaires avec la présence d’un infiltrat dermique. [32]

Figure 8 : Pemphigus foliacé

- Aspect en IFD : La présence des dépdts d’AC dirigés contre des antigénes a surface des
kératinocytes (la desmogleinel). [32]

< Formes particulieres :

v' Pemphigus paranéoplasique :

10




-Aspect clinique : Se caractérise généralement par des ulcérations mugqueuses séveres,

morphologiquement semble aux pemphigus, de Pemphigoide bulleuse et d’érythémes
polymorphes. Elles commencent par des érosions buccales [33, 34]. (figure 11) [3]

Figure 9: Aspect de pemphigus paranéoplasique

- Aspect histologique : les plus souvent on remarque la présence des acantholyse supra basale
et parfois superficielle associées a des signes de souffrances kératinocytes [33, 34]. (figure 12)

Figure 10: Manifestation buccale de pemphigus paranéoplasigue

- Aspect en IFD : aspect de I’IFD montre des dépots des IgG /C3 interkératinocytaires supra
basale et ou niveau de la jonction dermo —épidermique. [33, 34] (figure 13) [35]

Figure 11: Marquage fluorescent avec C3 interkératinocytaire supra basal et linéaire le long
de la jonction dermo-épidermigue
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v' Pemphigus induit par médicaments:

- Aspect clinigue : induit par une prise médicamenteuse (Ampicilline Amoxicilline

Céfalexine), évolue comme les pemphigus superficiels. L’atteinte muqueuse est tres rare. [36]

- Aspect histologique : le niveau de clivage peut varier d’une 1ésion a une autre pour le méme
patient, d’un aspect en « motte ». [36]
- Aspect en IED : IFD par un antidesmogléine montre un marquage normal, en «résille » et a

I’arrét du médicament inducteur le marquage devient anormal, en « maille ». [36]

v" Pemphigus a IgA :
-Aspect clinique : caractérise par une éruption maculo-papuleuse, et la présence des bulles

tendus avec des érosions post bulleuses des extrémités. [37, 38, 39]

- Aspect histologique : présence des pustules intra-épidermiques, situées au niveau de

1'épiderme profond, et parfois présence d’un large décollement superficiel. [37, 38, 39]
(figure 14) [40]

Figure 12 : Aspect histologique de pemphigus a IgA linéaire

-Aspect en IFD : dépot d’IgA longe de la membrane basale. (figure 15) [39]

Figure 13 : Dépodts d’IgA au niveau de la_ membrane basale

+ DBAI sous-épidermiques ou jonctionnelles (Pemphigoide)
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+« Pemphigoide bulleuse : 1l s'agit de la dermatose bulleuse auto-immune la plus courante et
représente 70% de DBAI sous-épidermiques. Touchent les personnes de plus de 70 ans, et
exceptionnellement toucher les enfants. [41, 42]

-Aspect clinique : caractérisé par la présence des bulles de grandes tailles tendues & contenus

claires sur une base érythémateuse, ou majorité on marque le prurit. Elles sont localisées le plus
souvent: au niveau des faces de flexions des membres, la face antéro-interne des cuisses et
1’abdomen et la racine des membres, et I’atteinte muqueuse est rare. (figure 16) [43]

™
«

v

Figure 14: Bulles tendues sur base érythémateuse (face interne de la cuisse)

-Aspect histologique : I’examen des bulles montre un clivage au niveau de la JDE sans

acantholyse, contenant des éosinophiles, avec un infiltrat inflammatoire polymorphe.

-Aspect en IFD : I’examen d’une peau péri-lésionnelle en majorité montre des dépots

linéaires d’IgG ou/et C3 au niveau de la membrane basale de 1’épiderme dirigés contre les
protéines des plaques hémidesmosomales et une protéine qui entre dans la composition des
filaments d’ancrage, (figure 43) [43]

Figure 15 : I’'IFD de Pemphigoide bulleuse
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+ Pemphigoide gestationnelle (gravidique, herpeés gestationis) : il s’agit d’une maladie
tres rare touchent les femmes enceintes au 3eme trimestre de la grossesse et guérissant
habituellement apres I’accouchement.

-Aspect clinique : caractérisé par un prurit intense au départ pendant le 26™ ou 3°™®

trimestre de la grossesse. [44, 45]

-Aspect histologique : aspect d’un clivage au niveau de la JDE, avec un infiltrat

inflammatoire dermique riche en PNE et lymphocytes. [44, 45]
- Aspect en IFD : présence des dépots linéaires d’1gG et/ou C3 au niveau de la membrane

basale de 1’épiderme, sont dirigés contre une protéine de filaments d’ancrage. [44, 45]

L)

% Pemphigoide Cicatricielle (Pemphigoide des muqueuses): est une maladie bulleuse rare
qui touche freqguemment les muqueuses buccales et oculaires.

-Aspect clinique : présence de bulles buccales ou oculaires qui laissent rapidement des

érosions superficielles chroniques souvent douloureuses. (figure 18) [46]

7

Figure 16 : Pemphiqgoide cicatricielle, atteinte oculaire

- Aspect histologique : bulle cutanée jonctionnel sans acantholyse, le clivage peut uniquement

étre surligné si la biopsie se trouve dans une zone bulleuse et non érosive.

-Aspect en IFD : examen d’IFD montre un dépét linéaire continu d’IgG /C3 tout la longueur

de la membrane basale et parfois en note 1’association d’IgA.

+« Epidermolyse bulleuse acquise: est la plus rare des maladies bulleuses Al, produisant

des anticorps anti-collagene 7 : le constituant majeur des fibrilles d’ancrages. [47]
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-Aspect clinique : caractérisé par la présence des lésions bulleuses reposantes en peau saine
surtout au niveau des zones de frottements, avec des grains de milium, accompagnées
d’atteinte muqueuse buccale, cesophagienne, conjonctivale et pharyngolaryngee. [47]

- Aspect histologique: I’existence des bulles sous-épidermiques le plus souvent sous la lamina

densa au niveau du derme superficiel, avec un infiltrat inflammatoire modéré constitué de

PNN, des lymphocytes et rarement des PNE. [47] (figure 19) [48]
a

Figure 17 : Aspect histologique d’épidermolx}se bulleuse acquise

-Aspect en IFD : présence des dépots linéaires, épais d’IgG et de C3, long de la jonction

dermo- épidermique, et peuvent rarement étre associées a des IgA, IgM, C1q, et de C4.
(figure 20) [48]

Figure 18 : Aspect en IFD d’épidermolyse bulleuse acquise

%+ Le lupus bulleux : est une maladie lupique rare.

-Aspect clinique : présence des bulles qui apparait sur une peau saine, elles disparaitre sans

laissent des grains de milium ou bien des cicatrices. [49]
-Aspect histologique : aspect montre une bulle sous-épidermique avec la présence d’un
infiltrat inflammatoire riche en PNN et PNE. [49]

-Aspect en IFD : dépbt d’IgG, IgA et IgM longe de la JDE appelé : « bande lupique ».
(figure 21) [9]
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Figure 19: Aspect de la bande lupique

R/

% Dermatite herpétiforme : est une maladie rare associée a la maladie ceeliaque.

-Aspect clinique : caractérise par un prurit intense, et des vésicules ou des bulles qui

apparaissent sur les placards urticaires. Avec la possibilité d’atteinte des muqueuses surtout
buccales. (25)

-Aspect histologique : I’examen montre la présence d’un petit décollement au niveau du

sommet de papille dermique et un infiltrat dermique superficiel a une prédominance des PNN,

et parfois en peut observer : cedéme dermique, dépdts de fibrine, polynucléaires éosinophiles
au sein de linfiltrat. (25) (figure 22) [19]

Figure 20: Histologie d’une dermatite herpétiforme

-Aspect en IFD : I’aspect montre des dép6ts discontinus d’IgA granuleux situés aux sommets

des papilles dermiques ou au niveau de la zone du JDE.

R/

%+ Dermatoses a IgA linéaire : sont les maladies bulleuses auto-immunes la plus fréquentes

chez I’enfant.
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- Aspect clinigue : présence des bulles de grandes tailles avec des vésicules groupement
herpétiformes, et on note aussi des érosions buccales.

-Aspect histologique: 1’examen histologie montre une bulle sous-épidermique.

-Aspect en IFD : depdts linéaires d’IgA longe de la JDE.
4.2) Dermatoses bulleuses non auto-immunes :

Elles sont connues par leurs aspects cliniques, leurs évolutions et surtout la négativité de

I'lFD. Parmi eux, on trouve, par exemple [18] :
- Toxidermie bulleuse

- Porphyrie cutanée tardive

- Dermatose bulleuse par agents externes

- Erythéme polymorphe bulleux
4.3) traitement de dermatoses bulleuses

Le traitement de dermatoses bulleuses est multiple selon chaque type mais on a des

traitements plus souvent utilisés :

o Les corticoides en application locale au par voie oral.
o Dans les formes Al en utilise la dapson au des médicaments immunosuppresseurs

comme la cyclophosphamide.
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1) Matériel :

® Dossiers des patients :

Notre étude est une analyse rétrospective de 80 cas des dermatoses bulleuses, réalisée
au laboratoire d’ Anatomo-Pathologique du Centre Hospitalier HASSAN 2 de Fés sur une
durée de 3ans allant de 2019 a 2021.

Cette étude reposait sur des rapports d'anatomopathologiques des biopsies cutanées
comprenant des immunofluorescences directes, qui sont effectuées a la demande des

médecins dans le cas des dermatoses bulleuses.

e Prélevements tissulaires :

Deux biopsies cutanées sont effectuées pour chaque patient afin d'avoir une approche
diagnostique : une pour un examen histologique et 1’autre pour I’'IFD. L'endroit de la biopsie
n'est pas toujours indique.

Apreés avoir retiré I'échantillon de la biopsie, le fragment pour IFD est envoyé au laboratoire
d'anatomie pathologique et congelé immédiatement dans un congélateur a -80 degrés. Le
fragment pour I’étude histologique est fixé dans du formol tamponné a 10 %.

e Appareil de histokinette

C’est un appareil qui permet la déshydratation totale de la piece anatomique par une
double substitution, en premier I'eau est remplacée par I'alcool (déshydratation), puis I'alcool
est remplacé par le toluene (substitution).
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Figure 21 : Appareil de histokinette

I1) Méthodes d’étude :

Le diagnostic est basé sur I’association entre différents critéres cliniques, histologiques
et immunologiques. Dans le cas d’une dermatose bulleuse auto-immune, une biopsie doit étre
réalisée en peau péri-lésionnelle, ou bien toute la Iésion pour les autres indications. Il est
important de noter qu'il n'y a eu aucun traitement topique antérieur, en particulier des
corticostéroides topiques, et si tel est le cas, il faut I'indiquer sur le formulaire de demande.
L'échantillon sera ensuite expédié frais au laboratoire avec une compresse ou du milieu de

Michel imbibé de solution saline.
e Examen histologique : cet examen passe par plusieurs étapes successives qui sont :

> La fixation : c’est une étape essentielle pour la conservation de la morphologie tissulaire
et pour le durcissement des biopsies, se fait par I’émergence de la biopsie dans le formol
tamponné & 10% ou le volume soit x 10 volume du prélévement, la durée de fixation
dépend de la taille du prélévement. Dans notre cas la biopsie nécessite au minimum 2 a 5
heures.

Les prélevements ayants terminé leurs fixations passent par un examen macroscopique
puis ils sont déposés dans des cassettes en plastique directement. Les tissus contenus dans
les cassettes sont deshydratés par passage dans des alcools, puis ils sont passés a 1’étape
d’inclusion.

» Inclusion : Elle a pour but de fixer le prélevement dans une substance capable de le
pénétré et ’infiltré afin d’avoir des tissus permettant d’obtenir des coupes minces au
microtome. La substance d'inclusion, généralement en utilise la paraffine : est une
substance liquide a chaud, solide a température ambiante et insoluble dans I'eau et dans

I'alcool.
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Puisque cette substance est hydrophobe (non miscible a l'eau), donc la piéece
anatomique doit étre totalement déshydratée avant son inclusion dans la paraffine. Etant
donné qu'il n'est pas soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation, il faut procéder a
une double substitution. L'eau est remplacée par I'alcool (déshydratation), tandis que l'alcool

est remplacé par le toluene (substitution). Cette étape réalisée dans la histokinette.

L'inclusion ne sera satisfaisante que dans le cas ou la piéce a couper ne contient ni

eau ni solvant intermédiaire (alcool). Cette étape realisée par un appareil d’enrobage

représentée ci-dessus.

Figure 22: Appareil d’inclusion dans la paraffine.

> Réalisation des coupes ou microtomie : apres avoir monté le bloc dans le porte-bloc du
microtome pour produire des coupes fines (3-5um), la production des rubans est effectué

en utilisant le microtome. (Figure 25).

Figure 23: Coupe au microtome

Ces coupes sont plongées dans des bains d’alcools chauds, puis étalées en les déplissant sur
la lame par flottation a la surface du bain.
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» Coloration : pendant cette etape les tissus vont étre teintés de facon différentielle tous les
territoires. Les colorants utilisés sont tous hydrosolubles donc il faut enlever la paraffine
(déparaffinage), pour cela les lames sont mises dans 1’étuve a 70°C pendant une heure,
puis elles sont plongées dans le toluéne, et pour retirer le toluene (hydratation) tout
d’abord les lames sont déposées en premier dans bain d’alcool pour remplacer le toluene
par 1’alcool, puis elles sont déposées dans un bain d’eau courante pour remplacer 1’alcool
par I’eau.

La coloration utilisée ¢’est H.E.S (hématoxyline-€osine safran). Ou hématoxyline
colore les noyaux en violet, éosine colore les composants cytoplasmiques en rose, safrane
donnée une coloration jaune-orangé pour les fibres conjonctives.

> Montage des lames : cette opération consiste a déposer une lamelle de verre sur la coupe

tissulaire a 1’aide d’une substance appelée milieu de montage pour la lecture sous
microscopie optique.

Examen immunofluorescence directe :

C’est une méthode de mise en évidence la localisation in situ des AG au niveau des

coupes des tissus par 1’utilisation des AC spécifiques marques par fluorescence :

= Les tissus sont prélevés a partir de biopsie cutanée congelée a état frais (non fixé) qui
est par la suite sectionnée en coupes de 4 a 6 micrometres au Cryostat.

= les coupes sont placées sur les lames et congelées a -50°C.

= Au moment de I’examen IFD on sortir les lames, les sécher 5min a ’air ou au

ventilateur, fixer par ’acétone 10 min & +4°C puis ont les séchées a I’air 2 min.

- L’examen nécessite la préparation une dilution de 1/20 des AC (anti-1gG, anti-IgA,

anti-1gM, anti-C3) par le tampon phosphate salin.

= une goutte d’AC déposée sur la lame puis elle est étalée et laissée a 1I’obscurité

environ 30 min.

- Lalecture a I’aide de microscope a fluorescence.
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L’objectif de notre étude et de précisé I’intérét de I’immunofluorescence dans le diagnostic
de dermatoses bulleuses a partir d’une étude rétrospective de 80 cas de dermatoses bulleuses

réalisé au sein de laboratoire d’anatomie pathologiques de CHU HASSAN II

I) CARACTERISTIQUES GENERALES :

o Lesexe:
On a dénombré 48 cas des femmes (61%) et 32 cas des hommes (39%).

Le sex-ratio (Hommes/Femmes) est de 0,6. Predominance féminine.

hommes
39%

femelles m femelles

o,
61% B hommes

Figure 24: Répartition des dermatoses bulleuses selon le sexe

o L’age:
La moyenne d’age de nos patients est de 60 ans avec des extrémes de 1 et 99 ans. La

tranche d’age la plus représentative est celle de 60-69 ans.

H1->9ans

H10->19 ans
M 20->29 ans
30->39 ans
H40->49 ans
M 50->59 ans
H60->69 ans
H70->79 ans
M 80->89 ans

Figure 25: Répartition de dermatoses bulleuses selon 1’Age

— L’étude de (Ines Zaraa, Nadia Kerkeni (2007)...) [51] montre que le sex-ratio (H/F) est

0.58 avec une prédominance féminine avec un pourcentage de 63% et de 47% hommes. Et
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I’étude de (Abla Sefako Akakpo, Aurel Abilogun-Chokki (2018)...) [50] montre que la
moyenne d’age est 45+24 ans avec un sex-ratio (H/F) de 0,8.

Notre étude montre donc une dominance féminines avec un sex-ratio de 0,6 et la tranche
d’age la plus touchée est celle entre 60 et 69 ans, ceci concordent avec les travaux réalisés par

Ines Zaraa, Nadia Kerkeni.... et Abla Sefako Akakpo, Aurel Abilogun-Chokki.....

I1) caractéristiques cliniques :

I1.1) Siége d’atteinte de dermatoses bulleuses

Tableau 1: La répartition des dermatoses bulleuses sur le corps des patients:

DB auto-immuns - 33.33% 66.66%
Intra-épidermique (6cas) (12cas)
(18 cas)

DB auto-immuns 20.40% 6.12% 73.47%
Sous-épidermique | (10 cas) (3 cas) (36 cas)
(49 cas)

DB non auto- 33.33% 8.33% 58.34%
immuns (4cas) (1 cas) (7cas)
(12cas)

A partir des résultats statistiques des patients qu’on a traités, en remarque que dans la majorité

des cas, les dermatoses bulleuses attaquent tous le corps surtout les DB Al sous-épidermique.

— Une étude d’ORPHANET [52] montre que les Pemphigoide bulleux atteints les deux
moitiés du corps, ce qui est en accord avec nos résultats car la plupart des cas de DB Al sous

épidermique sont des Pemphigoide bulleux.
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—F.Lahlou, F.Hali, S.Chiheb [55] ont montré que le tronc était la localisation préférentielle
(78 %) suivi par les membres inférieurs (11 %) en cas de DB Al intra-épidermiques
(Pemphigus)

11.2) Aspect clinique

100%

50%

0%
DB Al intra- DB Al sous - DB non Al
épidermique épidermique
M irrégulier mrégulier

Figure 26: Les aspects cliniques des bulles des DB

A partir ces résultats on remarque que les DB Al intra-épidermique apparaissent sous forme
des bulles irréguliers dans 10 cas (83.33 %) parmi 12 cas qui ont exprimes leurs contours dans
la fiche de patient, méme que les DB Al intra-épidermiques (70.83%) et DB non Al (63.63%).

11.3) Prurit et ’atteintes muqueuses

100,00%

80,00%
60,00%
40,00%
20,00%
0,00%
DB Al intra- BD Al sous- DB non Al
épidermique épidermique

M présene de prurite M atteinte muqueuse

Figure 27: Histogramme de pourcentage de la présence de prurit et I’atteinte muqueuse des
patients

Cet histogramme montre que le prurit présent presque chez 80 % des cas de DB auto-immuns
(15 cas parmi 18 qui présentent 83% de AB Al intra-épidermiques, 36 cas parmis 49 qui
présente 75.51% de DB Al sous-épidermiques) et moyennement chez les cas des DB non

auto-immuns (7 cas parmi 12 cas qui présentent 58%). Pour 1’atteinte muqueuse, marquée
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dans les cas des DB Al intra-épidermique (11 cas parmi 16 cas) et par un faible pourcentage

chez DB Al sous-épidermiques et DB non Al

— Ces resultats coincide avec ceux de Abla Sefako Akakpo, Aurel Abilogun-Chokki... (2018)
[50] ou ils sont montrés que le prurit presque présent chez tous les DB

— L’étude de Duvert-Lehembre et P. Joly (2014) [1] montre que dans les DB Al sous-
épidermiques I’atteinte muqueuse n’est trouvée que dans 10% a 20% cas de Pemphigoide
bulleuse et rarement dans les dermatoses a IgA linéaire et peut étre parfois grave chez d’autre
DB sous-épidermiques, concernent les DB Al intra-épidermique I’atteinte muqueuse présente

chez toute les sous-classes.
I11) Caractéristiques Histologiques :
111.1) Infiltrat inflammatoire et grains de milium :

Selon les résultats obtenus, I'infiltrat inflammatoire présente a 85% chez les DB Al intra et
sous épidermique, et a 71.4 % chez les DB non Al. Cet infiltrat en majorité riche en PNN et

PNE avec un aspect plus souvent séreux.

Les grains de milium présentent seulement chez les DB Al sous-épidermique (épidermolyse

bulleuse acquise, Pemphigoide bulleuse) avec un pourcentage de 9,75%.

— L’étude de (Pamela EI Nemnom, Marie Baeck ...(2018)) [53] montre que la plupart des
DB Al sous-épidermique possédent un infiltrat inflammatoire et certains d’entre eux
(Pemphigoide bulleuse, Pemphigoide herpétiforme) se caractérisent par la présence des

grains de milium.

111.2) Niveau de clivage :
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Tableau 2: Les sites de clivage

Pemphigus profonds Intra-épidermique : supra
. . basal
Intra-épidermique
. Pemphigus superficielles Intra-épidermique : sous la
(pemphigus)
couche cornée
Pemphigoide bulleuse Sous épidermique
Pemphigoide gestationnelle | Sous épidermique : JDE
Sous — épidermique Pemphigoide bulleuse acquis | Sous épidermique : JDE

(Pemphigoide)

Dermatose a IgA linéaire

Sous épidermique

Les DB non Al : présente des différents sites de clivage (épithélium malpighien, derme

superficiel, interkératynocytes, sous-épidermique ...)

— Les mémes résultats sont démontrés par : Sylvie Fraitag, Janine Wechsler, Maxime

Battistella [54]. Ou les pemphigus (DB Al intra-épidermique) possedent un clivage intra-

épidermique, les DB Al sous-épidermique et les DB non Al possedent un clivage sous-

épidermique

IV) Pexamen de ’immunofluorescence directe :

IV.1) IFD positive et négative

—

= positive

M négative

Figure 28: Répartition de I’examen d’IFD selon les cas négatifs et positifs




L’examen de I’IFD positive présente les DB auto-immuns (85%) et I’IFD négative présente
les DB non auto-immuns (15%).

I1VV.2) IFD positive : les DB Al

Tableau 3 : Classifications des DBAI avec les AC indiqués dans I’examen IFD et leurs
aspects

Intra- Pemphigus vulgaire 1gG/C3

épidermique i o
Pemphigus végétant IgG/C3 En résilles
Pemphigus érythémateux IgG/C3

Sous- Pemphigoide bulleuse IgG/C3

épidermique i i
Pemphigoide gestationnelle 1gG/C3
Pemphigoide bulleuse acquise IgG/C3 Linéaire
Pemphigoide a IgA linéaire IgA/C3
Pemphigoide herpétiforme IgA/IgG/C3

- Pour les DB Al intra-épidermique, dans tous les cas qui ont subi I’examen d’IFD,
montrent des dépots d’IgG et C3, avec un aspecte en résille.

- Pour les DB Al sous-épidermique, les AC varient selon les sous-types et un unique aspect
linéaire.
Tableau 4 : Aspect en IFD les AC indiqués selon I’étude de CEDEF [16]

-Pemphigoide bulleuse (dépobts linéaires
IgG, C3)

-Dermatite herpétiforme (dépots -Pemphigus (dépéts IgG, C3 en mailles)
granuleux IgA)

-Dermatoses a IgA linéaire (dépots
linéaires IgA)

-Epidermolyse bulleuse acquise (dépdts
linéaires IgG/C3)
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— L’¢étude de CEDEF (tableau4) s’accorde avec nos résultats ou 1’aspect en IFD montre des
dépots linéaires d’AC dans les cas de DB Al sous —épidermique et des dépdts en mailles
d’AC dans les cas de DB Al intra-épidermique.

V) Diagnostic retenu :

V.1) répartition des DB en DB Al et non Al :

= DB Al = DB non Al

Figure 29: Répartition des DB en DBAI et DB non Al

Les résultats montrent que les DB Al plus présente a un pourcentage de 85% qui correspond a
68 cas, et les DB non Al 15% ce qui represente a 12 cas.
V.2) classement des DB Al

Tableau 5: Les nombres des cas traité pour chague sous classe de DBAI

DB Al intra- Pemphigus vulgaire 07
épidermique i

Pemphigus végétant 01
(19 cas) _ — . .

Pemphigus superficielles (Pemphigus érythémateux, foliacé) | 10
DB Al sous- Pemphigoide bulleuse 31
épidermique i i

Pemphigoide gestationnelle 04
(49 cas) i i

Epidermolyse bulleuse acquise 09

Dermatose a IgA linéaire 02

Dermatite herpétiforme 03
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V.3) Resumé des diagnostics retenus :

Tableau 6 : Tableau des cas traités de dermatoses bulleuses avec leurs pourcentages

DB Al intra-épidermique | Pemphigus profonds 08 10%
(19 cas) Pemphigus superficielles 10 12.5%
DB Al sous- Pemphigoide bulleuse 31 38.75%
épidermiques i i
Pemphigoide gestationnelle 04 05%
(49 cas) i _
Epidermolyse bulleuse acquise 09 11.25%
Pemphigoide herpétiformes 03 3.75%
Dermatose a IgA linéaire 02 2.5%
Bourgeon charnu 01 1.25%
Purpura 2 2.5%
eczéma 2 2.5%
calcinose 1 1.25%
DB non Al
toxicité cutanée du a chimiothérapie 1 1.25%
(12 cas)
vascularite leucocytaire 1 1.25%
pityriasis rose de glibert 1 1.25%
toxidermie 2 2.5%
Syndrome de Steven Johnson 01 1.25%
Total 80 100%
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conclusion

Les dermatoses bulleuses sont des maladies trés diverses des pronostics variables a la fois
péjoratives, leurs diversités nécessitent une combinaison entre des caractéres cliniques, histologigques

et immunofluorescence directe.

L’application de la technique immunofluorescence directe, pour y rechercher des motifs
antigéniques dans les tissus cutanés, afin d'améliorer le diagnostic des DB Al. Cette technique basée
sur la révélation des motifs antigéniques présente dans des biopsies cutanées par I’application des
anticorps spécifigues marqués, leurs associations rendues fluorescentes par un couplage avec le

fluorochrome.

Notre travail a porté sur une étude rétrospective réalisée au laboratoire d’anatomie-pathologie du
Centre Hospitalier Universitaire Hassan Il de Fes, sur une période de 3 ans (2019-2021), nous avons

retenu 80 cas suivis au laboratoire et pour lesquels une IFD a été réalisée.

L’age moyen de nos patients était 60 ans avec une prédominance féminine a un sex-ratio 0,6. Les
caractéristiques cliniques montrent que les DB en majorité attaquent tous les membres du corps avec
un aspect irrégulier dans la plupart des cas, accompagné a un prurit surtout dans les DB Al et I’atteinte
muqueuse qui est plus remarquée chez DB Al sous-épidermique et DB non Al.

Les caractéristiques histologiques montrent que I’infiltrat inflammatoire est présent chez la plupart
des DB avec une prédominance dans les DB Al. On remarque que les grains de milium présents
seulement dans quelques cas chez les DB Al sous-épidermique, et le niveau de clivage varie selon

chaque type de DB.

L’IFD est positive 85% présente les DB Al, et a 15% négative qui présente les DB non Al. Pour
les AC qui ont montrés dans IFD positives formés par les IgG/C3 dans les cas de DB Al intra-
épidermique et les IgG/C3/1gA dans les cas de DB Al sous-épidermique selon chaque sous-classe.

Les diagnostics finaux retenus étaient répartis de la forme suivent : 19 cas des DB Al intra
épidermiques (8 cas pemphigus profonds ces cas comprennent : pemphigus vulgaire et végétant,
10 pemphigus superficielles comprennent : pemphigus érythémateux et foliacé), 49 cas des DB Al
sous-épidermiques (31 cas Pemphigoide bulleuse, 4 cas Pemphigoide gestationnelles, 3 cas
Pemphigoide herpétiformes, 9 cas épidermolyse bulleux acquis, 2 cas dermatose a IgA linéaire) et 12

cas des DB non Al.
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