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Résumé iii

Résumé

Introduction : L'asthme allergique est une maladie la plus fréquent durant I'enfance et c’est
inflammation chronique des voies aériennes caractérisée par une infiltration leucocytaire et

éosinophile intense accompagnée d'hypersécrétion de mucus et d'hyperréactivité tissulaire.

Objectif : Démontrer que la combinaison vitamine D / fibre alimentaire peut avoir un effet

bénéfique sur les éosinophiles salivaires chez I'enfant asthmatique.

But : Montrer l'effet bénéfique de la combinaison de la vitamine D avec les fibres
alimentaires sur les éosinophiles salivaires au cours de I'asthme allergique non contrélé chez

I'enfant.

Matériels et méthode : Nous procédons au recrutement de quatre groupes d’enfants
asthmatiques d’age scolaire de 4 ans a 17 ans, en consultation spécialisée au niveau du
laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie de I'Université de Tlemcen.
Ces enfants sont classés selon les criteres GINA en partiellement a non controlés. Le
nombre d’éosinophiles a été réalisé a partir des frottis salivaires par la méthode May-

Grinwald Giemsa.

Résultats : J'ai réussie d'identifier et pour la premiére fois des éosinophiles salivaires et
essai de comparer l'aspect avant et aprés la supplémentassions en vitamine D et les fibres

alimentaires.

Conclusion : Le changement du nombre d'éosinophile, favorisent I'apparition et le
développement de I'asthme allergique chez les enfants qui entraine une inflammation

bronchique et un déséquilibre immunitaire.

Mots clés : asthme, fibre alimentaire, éosinophile salivaire, enfants asthmatiques,

vitamineD.



Abstract iv

Abstract

Introduction: Allergic asthma is the most common childhood disease and is a chronic
inflammation of the airways characterized by intense leukocyte and eosinophilic infiltration

accompanied by hypersecretion of mucus and tissue hyperreactivity.

Objectives: Demonstrate that the vitamin D / dietary fiber combination can have a beneficial

effect on salivary eosinophils in asthmatic children.

Aim : To show the beneficial effect of the combination of vitamin D with dietary fiber on

salivary eosinophils during uncontrolled allergic asthma in children.

Materials and methods: We are recruiting four groups of asthmatic children of school age
from 4 years to 17 years, in specialized consultation at the Laboratory of Molecular Applied
Biology and Immunology of the University of Tlemcen. These children are classified
according to the GINA criteria in partially to uncontrolled. The number of eosinophils was

obtained from salivary smears by the May-Griinwald Giemsa method.

Results: | have successfully identified salivary eosinophils for the first time and tried to compare the

appearance before and after supplementation with vitamin D and dietary fiber.

Conclusion: The change in the number of eosinophils, promote the onset and development

of allergic asthma in children that causes bronchial inflammation and immune imbalance.

Keywords: asthma, dietary fiber, salivary eosinophil, children with asthma, vitamin D.
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Introduction

Introduction

L'asthme est un probléme majeur de santé et 'une des maladies les plus courantes de
I'enfance avec une hétérogénéité marquée dans I'évolution clinique, considéré comme une
maladie respiratoire et inflammatoire chroniques non transmissibles. (Liu et al., 2018; Papi
et al., 2018).

L'asthme allergique pose un réel probléme de santé, étudier le profil clinique, allergologie,
respiratoire, et thérapeutique. C'est une affection répandue qui touche essentiellement le
sujet jeune en pleine activité (Joobeur et al., 2015) et généralement associés a une
hyperactivation du bras T helper 2 (Th2) de limmunité adaptative,(Fujimura and Lynch,
2015) De nombreuses cellules du systeme immunitaire inné telles que les mastocytes, les
neutrophiles, les éosinophiles jouent également un réle important dans la pathogenése de la
maladie (Lambrecht and Hammad, 2013).

L'asthme a éosinophiles ont été considérées comme des cellules de protection contre
l'inflammation allergique. Ce phénotype peut étre présent a tout age, ainsi joue un réle dans
la cascade inflammatoire .(Schleich and Louis) Tandis que linflammation des voies
respiratoires a éosinophiles est présenté dans un sous-ensemble de patients asthmatique.
(Singh et al., 2019).

Le microbiome intestinal est un facteur important pour la santé humaine, (Pisi et al., 2017) a
cause de leur ensemble qui résident dans linteraction avec son corps. De nouvelles
preuves relient I'asthme a la fonction, et a la composition du microbiome (Fujimura and

Lynch, 2015) Qui peut étre dérégulé chez les personnes asthmatique. (Pisi et al., 2017).

L'asthme est lié au régime alimentaire car la nutrition et les métabolites bactériens ont un
impact sur l'immunologie.(Thorburn et al., 2014) tandis que la consommation accrue de
fibres solubles réduirait I'inflammation des voies respiratoires dans I'asthme(Halnes et al.,
2017).

Le bute de ce travaille est de montrer que la salive contient des cellules éosinophiles a
l'aide de la numération, et analyse des résultats par imagerie cellulaire sur microscope

optique (Primo star).



CHAPITRE 1.
Revue de la lttérature




Chapitre 1 : Revue de la littérature

Chapitre 1 : Revue de la littérature
1.1. Asthme

1.1.1. Définition

L'asthme est un trouble inflammatoire chronique associé a une obstruction des voies
respiratoires et a une hypersensibilité bronchique (Halnes et al., 2017) La maladies la plus
fréquente chez les enfants (Papi et al., 2018) dans lequel, nombreuses cellules jouent un

role en particulier les mastocytes, les éosinophiles, les lymphocytes T (Mims, 2015).
1.2. Asthme allergique chez I'enfant
1.2.1. Définition

L'asthme allergique est une maladie hétérogéne, définie cliniuement comme une
obstruction réversible des flux d'air. Immunologiquement par hyper-activation du bras T
helper 2 (Th2) de la réponse immunitaire adaptative et la surexpression des cytokines anti-
inflammatoires IL-4, IL- 5,IL-9 et I'lL-13 (Tong and Wesemann, 2015) Causés par une

réaction inflammatoire médiée par les IgE. (Miraglia Del Giudice et al., 2017).
1.2.3. Epidémiologie

Environ 14% des 2,2 milliards d’enfants dans le monde sont susceptibles de présenter des
symptémes de l'asthme(Ellwood et al., 2017). la respiration sifflante puisse avoir plusieurs
étiologies chez les enfants et ne pas étre directement en corrélation avec un diagnostic
d'asthme, sa présence est un outil sensible pour estimer la prévalence de I'asthme dans
divers contextes mondiaux avec un accés limité aux technologies de diagnostic ou aux
thérapies respiratoires (Tan, 2008)La prévalence mondiale de I'asthme semble augmenter,

notamment dans les pays a industrialisation rapide. (Jassal, 2015).
1.2.4. Etiologie

Les facteurs de risque de l'asthme ont été identifiés, mais la cause spécifique n'est pas
connue. (Ali and Naniji, 2017; Ober and Yao, 2011) Les jeunes enfants en particulier peuvent
présenter des présentations cliniques qui se chevauchent parmi différents processus de

maladies respiratoires. (Ducharme et al., 2014).
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Tableau 1.1. Facteurs influengant le développement de I'asthme chez les enfants (Ali
and Naniji, 2017; Burke et al., 2012; Mims, 2015).

Facteurs environnementaux Facteurs de risque de I’héte

Allergénes: la dose, la durée
d'exposition et I'age de I'enfant. Génétique:

Infections: principalement virales. *  production d'anticorps IgE.

e hyper-réactivité des voies

Fumée de tabac: I'exposition au tabac aériennes.

avant et apres la naissance augmente le e médiateurs de l'inflammation.

risque de développer l'asthme. .
9 PP e facteurs de croissance.

Polluants extérieurs [/ intérieurs: Sexe.

aggraver les symptdmes de I'asthme. Obeésite.

Régime alimentaire.

1.2.5. Classification d'asthme allergique
Tous les rapports de GINA recommandaient de classer les asthmatiques en quatre niveaux.

Une autre classification de I'asthme par niveau de contrdle: "contréle" peut indiquer une

prévention des maladies. (Boussoffara et al., 2017;).

Tableu1.2. Cllassification de la maladie asthmatique (Do et al., 2018)

Classification de I'asthme en|Classification de I'asthme en fonction

fonction de la gravité des signes | du controle de I'asthme

cliniques
e asthme intermittent. e asthme controlé.
e asthme persistant léger. o asthme partiellement contréle .
e asthme persistant modéré. e asthme non controlé.

e asthme persistant sévére.
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1.2.6. Evaluation du contrdle de I'asthme GINA

La gestion et la prévention de l'asthme examine les recherches et formule des
recommandations fondées sur des preuves par le comité scientifique GINA pour: soins aux

patients dans un rapport annuel. Ce rapport comportait un programme de gestion:

1) Dans la gestion de I'asthme, les patients éduquer a développer un partenariat.

2) Evaluer et surveiller la gravité de I'asthme & l'aide des rapports de symptéme et,

autant que possible, des mesures de la fonction pulmonaire.

3) éviter ou contréler les déclencheurs d'asthme.

4) Etablir des plans de médicaments individuels pour la gestion a long terme.

5) Etablir des plans pour gérer les exacerbations.

6) Fournir des soins de suivi réguliers.

Le rapport conclut par des recommandations dans quatre domaines: Services de santé;

Formation; Recherche; Prévention. (Lin et al., 2018).
1.2.7. Classification de la cris d'asthme

Il est trés difficile de prédire une crise d'asthme car elle est en quelques minutes. Afin de
classer la sévérité de I'asthme: les patients doivent suivre leurs symptdmes pendant deux a

quatre semaines. Ces informations incluent:

1. lage.

2. la mesure dans laquelle les symptdmes d'asthme affectent ses activités normales.

3. combien de fois le patient se réveille la nuit a cause de ces symptomes.

4. la fréquence a laquelle le patient a pris des médicaments de secours, c'est-a- dire

des béta-agonistes a courte durée d'action, pour contrbler les exacerbations aigué.

5. la fréquence a laquelle le patient a présenté des symptdomes d'asthme (Dieffenderfer
et al., 2016; Do et al., 2018; Roberts et al., 2018).
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1.2.8. Symptomes et Caractérisation de I'asthme chez I'enfant
1.2.8.1. Symptomes

Chez les individus prédisposés, cette inflammation provoque des épisodes récurrents de
respiration sifflante, d'essoufflement, d'oppression thoracique et de toux, en particulier la nuit
ou tét le matin.(Ali and Nanji, 2017; Mims, 2015) Tandis que la cause la plus fréquente de
ces symptdémes est l'infection respiratoire virale et une hypersensibilité bronchique et une

inflammation sous-jacente.(Thompson et al., 2013).
1.2.8.2. Diagnostiques

L'asthme est difficile a diagnostiquer en raison de son hétérogénéité inhérente parmi les
populations de patients asthmatiques et de multiples facteurs contributifs (Fujimura and
Lynch, 2015).

1.2.8.2.1 Examen physique

Est une respiration sifflante lors d'une auscultation thoracique. On peut trouver un thorax

silencieux en raison de la limitation du débit d'air (Boulet et al., 2012).
1.2.8.2.1.1. Spirométrie

Il s'agit de la méthode privilégiée de diagnostic de l'obstruction des voies respiratoires. Les
mesures de débit de pointe seules ne doivent pas étre utilisées pour diagnostiquer I'asthme
en raison de la grande variabilité des valeurs de référence expiratoires maximales prévues.
(Haines et al., 2015).

1.2.8.3. Traitement.

La gravité de I'asthme persistant nécessite une approche progressive des doses croissantes
de corticostéroides inhalés (CSl), avec éventuellement l'ajout d’un antagoniste des
récepteurs des leucotriéenes (LTRA). et un traitement par un agoniste B2 (Wu et al., 2015)
les asthmatiques Th2-high et Th2-low ne different pas par la gravité de la maladie, ils
réagissent distinctement aux stéroides inhalés (Fujimura and Lynch, 2015) La vitamine D

peut étre également efficace en tant que traitement dans I'asthme. (Ali and Nanji, 2017).
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1.3. Asthme et systéme immunitaire
1.3.1. Thérapies immunitaires actuelles contre I'asthme allergique

L'asthme est trop souvent considéré comme une entité monolithique. (National Asthma
Education and Prevention Program, 2007). La mécanisme qui régit I'expression de TH17
dans l'asthme est une forte association entre l'expression des cellules PMN des voies

aériennes et la présence et la concentration d'lIL-17 (Borish, 2016; Moore et al., 2014).

En effet, I'asthme est régulé par les cellules lymphoides innées (ILC) (Spits and Cupedo,
2012) qui définissent un univers de cellules paralléle a l'univers des cellules T adaptatives,
comprend les cellules TH1 (comparables aux cellules ILC1 / NK), les cellules TH2
(comparables aux ILC2) et les cellules TH17 et TH22 (comparables aux ILC3) (Monticelli et
al., 2011; Wong et al., 2012; Zhou, 2012) il a été démontré que les ILC2 existent dans les
poumons et jouent un rdle dans la physiopathologie de I'asthme.(Chang et al., 2011) les
ILC3 producteurs d'IL-17A qui est exacerbait I'asthme allergique,(Kim et al., 2014; Wenzel,
2012).les ILC2 active par la libération de I'lL-33 et sécréter IL-13 et IL-5. En outre, I'activation
des ILC2 par une infection entrainait une accumulation progressive d'éosinophiles apres la
clairance virale (Gorski et al., 2013) c'est la mécanismes par lesquels l'infection virale cause
I'asthme,(Bartlett et al., 2008) Pouvaient contréler le développement d'une inflammation
allergique des voies respiratoires a éosinophiles, alors la détermination du role spécifique
des cellules NK / ILC1 chez les patients asthmatiques nécessite des études approfondies.
(Barnig et al., 2013).

Immune response

Acguired Innate

Nail.re . Virus (IRSW
i endotoxin
THL= "I:”— 2 MOz/ozone,
s . ..I—H:’—‘ IL-10 i :__:. . ‘_' particulates
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I'asthme (Lee et al., 2015)
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1.3.2. Principaux médiateurs inflammatoires et leurs effets biologiques dans I'asthme

allergique

Tableau 1.3. Médiateurs inflammatoires et leurs roéles possibles dans I'asthme (Borish,
2016; Gupta et al., 2014; Kim et al., 2014)

Médiateur de
Activité biologique
asthme
IL-9 Régulation de I'hypersensibilité des voies respiratoires, qualifiée de
géne candidat pour l'asthme.
IL-5 Maturation, différenciation, prolifération, et la survie des
éosinophilies.
IL-4 Différenciation des cellules Th2, production de mucus dans les
poumons, Infiltration de mastocytes dans les voies respiratoires.
IL-13 Hyperréactivité bronchique, Production d'IgE.
TNF-a Remodelage des voies respiratoires.
Histamine Hyper réactivité des voies respiratoires.
Chimiokines |Recrutement des cellules inflammatoires dans la muqueuse des
voies Aériennes.

1.3.3. Cellules immunitaires impliquées dans I’asthme allergique

Ces nouveaux mécanismes de thérapies immunitaires actuelles contre I'asthme, ciblent les
cellules dendritiques (CD), les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2), les cellules T
régulatrices (Treg) et le muscle lisse des voies respiratoires, ou potentiellement tous.(Weiss,
2017).
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Tableau 1.4. Cellules immunitaires impliquées dans I'asthme allergique (Fujimura and
Lynch, 2015; Gorski et al., 2013; Kim et al., 2014)

Cellules Définitions

Caractérisés par leur teneur en granules
Eosinophiles |intracellulaires, Chez les patients asthmatiques, sont

présents en plus grand nombre

Mastocytes Jouent un rdle central dans les réactions allergiques

inflammatoires et immédiates.

Basophiles Infiltrent dans les sites d'inflammation allergique,
pourraient représenter une source importante de

cytokines de type Th2.

Neutrophiles |la capacité de synthétiser différents médiateurs comme

les prostaglandines.

ILC2s Produisent plusieurs cytokines de type 2 et peuvent
ainsi affecter diverses cellules impliquées dans la

pathogenése de I'asthme allergique.

1.4. Vitamine D et r6le immunomodulateurs dans les allergies inflammatoires
1.4.1. Associations entre la vitamine D et I'asthme

Les vitamines sont des composés organiques nécessaires au maintien de la santé
physiologique, Les vitamines D sont les plus importantes sur le plan immunitaire, (vitamine D
(1,25(0H)2D3). (Hall and Agrawal, 2017). Aussi joue un réle dans les infections respiratoires
(Chambers and Hawrylowicz, 2011). D'autre part, les suppléments de la vitamine D soient
responsables de I'épidémie d'asthme. (Ali and Nanji, 2017) Donc est un puissant modulateur

et agit comme un rhéostat sur la réponse immunitaire.(Himes et al., 2015).
1.4.2. Vitamine D et I'asthme

L'asthme, un probléme majeure de santé publique et la vitamine D présente un intérét
particulier dans I'asthme en raison de ses effets immunomodulateurs, I'hydroxyvitamine D
sérique 25 était associée a un large éventail de maladies pulmonaires.(Baeke et al., 2010).
augmente également I'absorption du corticostéroide par inhalation dans I'épithélium des
voies respiratoires(Xystrakis et al., 2006) Les essais cliniques menés récemment ont montré

l'influence protectrice de la supplémentassions en vitamine D (Urashima et al., 2010), a été



Chapitre 1 : Revue de la littérature

la recherche pionniére en concluant que les taux sériques de vitamine D étaient les plus bas
chez les enfants asthmatiques résistants aux stéroides (STRA) une fonction pulmonaire
réduite, une utilisation accrue de corticostéroides et des exacerbations de I'asthme(Gupta et
al., 2014). La raison probable est que de faibles niveaux de vitamine D augmentent le
muscle lisse des voies respiratoires et réduisent la fonction pulmonaire dans les cas
d'asthme sévére.(Ali and Naniji, 2017) Il existe de nombreuses preuves suggérant que la
vitamine D agit sur les cellules structurelles des voies respiratoires ainsi que sur les cellules

de systémes immunitaires innés et adaptatifs (Barragan et al., 2015; Hall and Agrawal,2017).
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Figure.1.2. Effets de la vitamine D sur les cellules de la réponse immunitaire innée et

adaptative .(Chambers and Hawrylowicz, 2011)
1.4.3. Vitamine D est comme immunomodulateure

L'expression des récepteurs nucléaires de la vitamine D (VDR) et des enzymes hydroxylase
conduit @ une vague de recherches sur le role potentiel de la vitamine D sur les cellules
présentatrices d'antigene (APC) telles que les macrophages et les cellules dendritiques dans
le maintien de I'homéostasie immunitaire et la prévention du développement de processus
auto-immuns.(Hughes and Norton, 2009) c'est a dire un réle important dans I'immunité innée
et adaptative (Mak and Hanania, 2011). et un rdle paracrine pour 1,25 (OH2) D3 a été
proposé que les cellules mononuclées du sang périphérique libérent des enzymes liées a
I'activation et a la dégradation de la forme active de la vitamine D (Correale et al., 2009) Le

mécanisme d'action de la vitamine D a été lié a la liaison de 1,25 (OH2) D3 aux VDR. Ce

9
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complexe se lie aux éléments sensibles a la vitamine D dans la région promotrice, ce qui
influe sur le taux de transcription induite par 'ARN polymérase Il. (van Etten and Mathieu,
2005) L'asthme est provoqué par une activité accrue des cellules Th2 qui induisent la
production d'IgE et favorisent l'inflammation et I'hypersensibilité des voies respiratoires a
éosinophiles .(Hughes and Norton, 2009) Tandis que la suppression de la réponse
immunitaire Th2 explique I'effet protecteur de la vitamine D parallelement a I'asthme.(Ali and
Nanji, 2017) 'augmentation des cellules T CD41 prévient de la vitamine D et diminue la
création de cytokines Th1 IL-17 (Chambers and Hawrylowicz, 2011). Les preuves suggérent
que limmunité innée est activée par la production de peptide antimicrobien par les
macrophages. Le systéme immunitaire adaptatif augmente la production de cellules T et
modifie les fonctions des cellules présentatrices d'antigéne (APC), des cellules dendritiques.
De plus, il a été démontré que la vitamine D améliore et inhibe la production d’IL-4 par les
lymphocytes T naifs.(Baeke et al., 2010) l'interleukine (IL) -1a, I'lL-1b et le facteur de nécrose
tumorale (TNF) -a] sont également inhibés par la vitamine D de la libération d'IL-12 par les
cellules dendritiques a un effet profond sur la différenciation des lymphocytes T. (D’Ambrosio
et al., 1998) La vitamine D a également de puissants effets antiprolifératifs sur les cellules T,
principalement les cellules T auxiliaires, et supprime la production d'anticorps des cellules B

directement et indirectement in vitro.(Adams and Hewison, 2008)

* Costimulatory molecules
. . *  Maruration ' Decreases neutrophilia = Decreases: =
Vitamin D + CCR-7 Expression and IL-8 i *  Proliferation
*  Ag presentation P *  MMP and mucus
- i Eo
~— —~
Inhibits Th17 differentiation / — S50
Decreased and IL-17 producti j{ w,lr
AHR, Inhibits differentiation,
Remodeling 10 synthesis from Inhibits proliferation and maturation and homing
= differentiation of plasma cells
& ) Decrease, d lg production
Inflammation

Figure.1.3. Effets immunomodulateurs de la vitamine D sur les cellules inflammatoires

dans I'asthme allergique (Hall and Agrawal, 2017)
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1.5. Microbiotes, fibre alimentaire et maturation des cellules immunitaires
1.5.1. Microbiote et I'asthme

La perturbation de la composition du microbiote intestinal est suggéré son rdles dans
I'apparition de I'asthme(Ertesvag et al., 2002). tandis que les asthmatiques présentent une
charge bactérienne et une diversité significativement plus élevées dans leurs voies
respiratoires.(Kang et al., 2017) Le développement du microbiome nasopharyngé au cours
de la premiere année de vie a été lié au risque de I'asthme, ils ont été identifiés six types de
microbiote, Chacun était caractérisé par la présence d'un genre dominant particulier:
Moraxella, Streptococcus, Corynebacterium, Staphylococcus, Haemophilus ou Alloicoccus.
Ces microbiotes sont généralement enrichis pour les membres des Protéobactéries
(Fujimura and Lynch, 2015)

1.5.2. Microbiome intestinal et asthme allergique chez I'enfant

Le microbiome intestinal est un facteur important pour la santé humaine, (Clemente et al.,
2012) en raison de son rbéle dans le comportement de I'héte, et le développement de
limmunité (Cabreiro and Gems, 2013; Erkosar et al., 2013) Ce microbiome peut étre
dérégulé est altéré dans les voies respiratoires asthmatiques(Hilty et al., 2010; Sze et al.,
2012) une série d'événements bien établis qui se produisent lors de la colonisation initiale
d'un environnement auparavant vierge, Cela souléve la possibilité d'une colonisation
microbienne aberrante dans l'intestin alors le développement d'un microbiome en début de
vie peut s'avérer un facteur déterminant pour la maturation immunitaire et le développement

de maladies allergiques chez I'enfant (Fujimura and Lynch, 2015; Kang et al., 2017).

11
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Factors influencing the lung microbiome
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Figure.1.4. Facteurs influengant le microbiome pulmonaire.

Schéma illustrant les facteurs complexes affectant le microbiome pulmonaire dans I'asthme.
Le microenvironnement pulmonaire sélectionne d'infection et des microbes spécifiques qui
changent d'asthme en raison de facteurs environnementaux, et d'options de traitement qui
modulent la cascade inflammatoire a l'interface épithéliale et le microbiome correspondant.
(Sullivan et al., 2016)

1.5.3. Effets des antibiotiques sur la composition de microbiote

Les antibiotiques sont I'un des facteurs principaux pouvant perturber la composition du
microbiotes. Il existe maintenant des preuves irréfutables d'altérations majeures du
microbiote aprés un traitement aux antibiotiques.(Dethlefsen et al., 2008; Jernberg et al.,
2007; Sullivan et al., 2001)Bien que les taxons particuliers affectés varient selon les
individus, en général, il existe une diminution a long terme de la diversité bactérienne. Aprés
un traitement aux antibiotiques, la communauté bactérienne établie se remodéle dans
lintestin, ce qui permet aux microbes étrangers qui peuvent se dissocier de devenir des
bactéries commensales de causer des modifications permanentes de la structure du
microbiote et divers états pathologiques c'est -a -dire la résistance a la colonisation est
réduite.(Sommer et al., 2009).
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1.5.4. Relation entre la composition du microbiome des voies respiratoires et les

caractéristiques de la maladie

Cette relation proviennent d'une étude menée chez des patients sensibles aux
corticostéroides (CS) ou résistants (CR).(Goleva et al., 2013) qui ont démontré la présence
de microbiomes pulmonaires. Pour les patients corticoresistant été enrichis en
lipopolysaccharide (LPS) , et possédent un protéobactéries avec de courtes chaines acyles,
dont la capacité de déclencher le récepteur de type Toll 4, et l'activité endotoxique est
élevée, et conduisant a la production d'IL-8 pro-inflammatoire. Et pour les patients atteints
de CS, les microbiomes étaient principalement constitués de membres de Bradyrhizobium et
de Fusobacterium, possédant un LPS a chaine acyle plus longue censé conférer une
capacité réduite a induire des réponses immunitaires innées de I'h6te et une endotoxicité

relativement plus faible. (Fujimura and Lynch, 2015; Tomosada et al., 2013).
1.5.5. Risque d'exacerbation de I'asthme

RV était détectée simultanément avec les licrobiomes des voies respiratoires, donc ce risque
augmentait significativement, par rapport aux enfants n'ayant aucun agent pathogéne
bactérien ou viral. La présence de RV ne permettait pas de prévoir la détection d'agents
pathogénes des voies respiratoires, mais sa découverte augmentait les chances de détecter
ces agents pathogénes bactériens(Bisgaard et al., 2010). ce qui suggere que le RV pourrait
modifier 'environnement des voies respiratoires et les perturbations observées au début de
la vie dans cette communauté ont été liées au développement de I'asthme chez les enfants.
(Fujimura and Lynch, 2015).

La vitamine D n’est utilisée que pour la prévention primaire de I'asthme, mais elle joue
également un role dans I'exacerbation de 'asthme. Les niveaux élevés de vitamine D étaient
liés a une réduction des exacerbations de I'asthme (Brehm et al., 2009) et une autre relations
de causalité entre les taux sériques de vitamine D et les exacerbations. Donc cette étude a
confirmé que moins de niveaux de vitamine D avaient un risque accru d'exacerbations de
I'asthme. En outre, I'étude a également conclu que les enfants présentant une insuffisance
en vitamine D présentaient un risque plus élevé d’exacerbation. Donc la vitamine D joue un

rOle protecteur contre les exacerbations de I'asthme.(Brehm et al., 2010)
1.5.6. Fibre alimentaire et maturation des cellules immunitaires

Les fibres alimentaires sont des glucides complexes présents dans les aliments. lls se
présentent sous des formes solubles et insolubles. Les fibres solubles sont partiellement ou
complétement fermentées par des bactéries commensales dans le célon pour produire des

sous-produits physiologiquement actifs, notamment les acides gras a chaine courte (SCFA).

13
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(Roberfroid, 2005) Un régime pauvre en fibres s'est révélé associé a une augmentation de
l'inflammation des voies respiratoires, par conséquent, un faible apport en fibres peut
contribuer a la physiopathologie de I'asthme. (Berthon et al., 2013; Wood, 2017) les facteurs
alimentaires pendant I'enfance jouent un réle important dans la détermination de I'expression
de la maladies (Hijazi et al., 2000) des études suggérent que le microbiote produisant des
SCFA pourrait étre important pour la protection contre I'allergie alimentaire.(McKenzie et al.,
2017) les bases cellulaires de l'asthme s'est concentré sur les réponses aberrantes des
cellules T, en particulier les cellules Th2, un rdle important est apparu pour d'autres types de
cellules, notamment I'épithélium pulmonaire et les T regs. (Lambrecht and Hammad, 2012)
ainsi I'asthme alimentaire impliquent des réponses chroniques des cellules Th2 qui conduire
a une inflammation allergique et peut étre fatal lorsque les réponses conduisent a
I'anaphylaxie.(Flohr and Mann, 2014) et se caractérise par une barriére épidermique altérée
conduisant a une réponse aberrante de Th2, Th17 ou Th22 aux allergénes(Eyerich and No
andNovak, 2013).

High fibre Mo fibre

Figure.1.5. Différence entre un régime riche en fibres ou sans fibres (Thorburn et al.,
2015).

1.5.7. Axe nutrition-microbiome intestinal-physiologie et la maladie d'asthme

Les réponses immunitaires sont influencent par Les métabolites alimentaires et bactériens,
La fibre est fermentée en acides gras a chaine courte, alors que le microbiome intestinal est
contenu dans ce mélange, est distribué dans les tissus du corps. Donc I'axe nutrition-
microbiome intestinal-physiologie sous-tend au moins une partie de I'influence du mode de
vie sur I'asthme, il est alors tout a fait possible de le corriger avec des probiotiques, et des
aliments sains et des prébiotiques. (Alvarez-Curto and Milligan, 2016) Ces métabolites

14



Chapitre 1 : Revue de la littérature

favorisent également les effets a long terme par le biais de mécanismes épigénétiques,
L'asthme est probablement lié au régime car la nutrition et les métabolites bactériens ont un
impact sur l'immunologie, tous été associés a la consommation d'un régime alimentaire,

généralement riche en graisses et en sucres et pauvre en fibres. (Thorburn et al., 2014).

1.5.8. Métabolites lies aux microbiotes et aux régimes alimentaire pours des

réponses immunes

L'énergie est extraite de notre alimentation soit par absorption de métabolites secondaires
produits par des bactéries intestinales soit par métabolisme direct des aliments consommeés.

Les quatre principaux mécanismes qui seront développés son: (McKenzie et al., 2017).

o lintégrité épithéliale et le rbéle des mécanismes de détection des
métabolites, notamment les GPCR et linhibition des HDAC. par
métabolites.

¢ influence des métabolites sur la biologie CD103 + / Treg.

e métabolites et équilibre IgA / IgE.

e détection du proton (pH) par les GPCR et effets sur les leucocytes

allergiques tels que les éosinophiles.
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Figure.1.6. Relation entre le régime alimentaire, le microbiome intestinal et les
réponses allergiques. Le contact entre le microbiote et le systtme immunitaire peut se
produire directement par le biais de produits microbiens tels que le LPS ou indirectement par

le biais de produits métaboliques comme les SCFA.(McKenzie et al., 2017).
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1.5.9. Incidence de I'asthme et relation avec le régime alimentaire et les métabolites

Le risques accru de développer l'asthme été associés avec une valeur nutritionnelle
médiocre généralement riche en graisses et en sucres et pauvre en fibres. (Ellwood et al.,
2013) Les aliments non transformés qui ont une valeur nutritionnelle élevée sont associés a
un risque réduit d’asthme, c'est-a- dire un régime riche fibres. (Garcia-Marcos et al., 2013) Il
est nécessaire de noter que les T regs et I'épithélium sont étroitement associés au régime
alimentaire et au microbiote intestinal, alors que les fibres alimentaires ont également réduit
le sérum IgE (Lambrecht and Hammad, 2012). Une consommation insuffisante de
métabolites expliquer I'asthme. (McKenzie et al., 2017) ainsi le régime alimentaire agissant
sur le microbiote intestinal influe profondément sur la réponse des voies respiratoires et peut

constituer une approche de prévention de I'asthme. (Thorburn et al., 2015).

[facteurs nutritionnels\ résultat metabolique

. - croissance.
- les antioxydants.
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L , , - régulation de l'appétit.
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Figure.1.7. Influences nutritionnelles ayant un effet métabolique et immunitaire.

(Palmer et al., 2014)
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1.6. Eosinophile salivaire

Les éosinophiles ont été considérées comme des cellules de protection contre I'inflammation
allergique, parce qu' elles libérent de I'histaminase, pouvant neutraliser les effets de certains
médiateurs libérés par d'autres cellules. Ces cellules sont libérent des protéines cationique et
généralement sont a I'état activé, Bien que la plupart des asthmatiques présentent des
éosinophiles dans leurs bronches donc les éosinophiles jouer un role majeur dans l'asthme.
(Bousquet et al., 1994).

1.6.1. Asthme allergique et éosinophile salivaire

Tout asthme était considéré comme éosinophile. Ce phénotype peut étre présent a tout age.
(Lotvall et al., 2011) L’interaction complexe entre les médiateurs inflammatoires et les
cellules et l'altération de la tolérance immunogéne favorisent les Iésions des voies
respiratoires(Ali and Nanji, 2017) ce risque accru de développement récurrent de la
respiration sifflante et de I'asthme, des taux significativement plus élevés d'éosinophiles et
de sérum total IgE (Fujimura and Lynch, 2015) donc I'asthme est typiquement conduisent a
un changement de classe IgE, a la production d'IgE a partir de plasmocytes et a un
recrutement éosinophile dans les poumons et une réponse Th2 par laquelle la libération des
cytokines Th2, IL-4, IL-5 et IL-13 (Azad et al., 2013) La production d'IL-13 a partir de cellules
Th2 stimule la production d'IgE a partir de cellules B, ce qui active les éosinophiles et les
mastocytes qui peuvent ensuite dégrader et libérer de I'histamine.(McKenzie et al., 2017)
linfiltration des éosinophiles entrainent un épaississement des cellules épithéliales, une
production accrue de mucus, et donc une hyperréactivité des voies aériennes(Wittke et al.,
2004) la technique d'induction de crachats qui a permis de caractériser des populations de
patients plus diverses a révélé une relation complexe entre l'inflammation a éosinophiles et
d'autres marqueurs de l'asthme c'est a dire les €osinophiles jouent un réle important dans la

pathogenése de I'asthme. (Brightling, 2006).
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- Siglec-8

TGF-B

Figure.1.8. Eosinophiles et progression de I'asthme.

Les éosinophiles expriment des récepteurs qui induisent leur prolifération (récepteur de I'lL-

5), leur chimioattraction dans les tissus (CCR-3) et leur apoptose (Siglec-8).(Broide, 2008).

1.6.2. Eosinophile protéine cationique (ECP) et inflammation des voies respiratoires

Chez les enfant asthmatiques, la ECP sérique s'est également révélée étre un marqueur
plus sensible de la sévérité de I'asthme que le nombre d'éosinophiles, potentiellement utile
pour mesurer les biomarqueurs de l'asthme (Koh et al., 2003) Il augmente lors
d'exacerbations de I'asthme causées par des infections des voies respiratoires supérieures.
(Yasuda et al., 2005).

1.6.3. Corrélation entre I'éosinophilie salivaire et la fonction pulmonaire

L'association entre éosinophilie et asthme a été observée pour la premiére fois peu de temps
aprés la découverte des éosinophiles. Chez les patients asthmatiques, les éosinophiles sont
constitues un facteur de risque pour des modifications irréversibles de la fonction pulmonaire
et le développement du remodelage, et sont présentent en plus grand nombre (Lieberman,
2007) la différenciation et I'activation des éosinophiles principalement impliqués par L’IL-3,
I'IL-5, et le GMCSF, aussi induisent la différenciation des progéniteurs et favorisent la survie
locale des éosinophiles, et augmentent leur pool disponibles dans la circulation.
Traditionnellement, les éosinophiles ont été considérés comme des cellules effectrices dans
le développement de la réponse inflammatoire(Coumou and Bel, 2016). I' IL-9 produite par
les éosinophiles entre-temps pouvait également favorise sa maturation en synergie avec IL-5

(Horka et al., 2012) .Lors de l'activation, les éosinophiles peuvent libérer des protéines
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dérivées de granulocytes, dont les plus toxiques sont la protéine cationique éosinophile
(ECP) et la protéine de base majeure (MBP) (Koh et al., 2007) Des concentrations de
marqueur salivaire montre que IL-5, IL-6, plus élevées dans la salive recueillies chez les
asthmatiques(Little et al., 2014) Cependant, ont postulé que la PCE de la salive reflétait une
conséquence physiopathologique des €osinophiles présents dans toute I'étendue des voies

respiratoires et de la muqueuse buccale.(Malm-Erjefalt et al., 2005).
1.7. Problématique et objectifs
1.7.1. Problématique

L'asthme est un trouble chronique courant des voies respiratoires, causer une large gamme
inflammatoire non transmissibles. Cependant, ce phénotype peut déjouer le systéme
immunitaire .Par ailleurs, la vitamine D joue un réle clé dans la modulation de la maladie
asthmatique, du fait de son action directe sur des cellules variées du systeme immunitaire,
notamment les éosinophiles qui sont considérées comme des cellules de protection contre
l'inflammation allergique. Dans cette optique, nous avons évalué l'effet de la vitamine D
combiné ou non aux fibres alimentaires sur les éosinophiles salivaires pour le profil

inflammatoire et le controle de I'asthme chez I'enfant.
1.7.2. Objectif

Evaluation du taux d’éosinophiles salivaires avant et aprés la supplémentations en vitamine

D combiné ou non aux fibres alimentaires chez I'enfant asthmatique.
1.7.3. But

Prouver I'effet bénéfique de la supplémentation en vitamine D et/ou fibre alimentaire sur le
controle de l'asthme allergique non contrdlé chez I'enfant.et Identifier la présence des

éosinophiles dans la salivaire.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes
2.1. Patients et sujets.

On a mené une étude sur 83 enfants asthmatiques d’age scolaire de 4 ans a 17 ans et nous
procédons au recrutement de quatre groupes suivis en consultation spécialisée au niveau
du laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie de I'Université de
Tlemcen. les parents des patients doivent signer un consentement éclairé. Cette étude a été
réalisée durant une période de 1 mois.les enfants sont classés selon les criteres GINA en
partiellement & non contrélés malgré une bonne observance thérapeutique, matchés pour
'age, le sexe et I'Indice de Masse Corporelle, et sont répartis comme suit:

tirage au sort des patients pour constituer les 4 groupes de I'étude.

Groupe 1: Enfants asthmatiques, non supplémentés ni en vitamine D ni en fibres
alimentaires.

Groupe 2 : Enfants asthmatiques supplémentés en vitamine D.

Groupe 3 : Enfants asthmatiques supplémentés en fibres alimentaires .

Groupe 4 : Enfants asthmatiques supplémentés en vitamine D et en fibres alimentaires.

Tableau 2.1. Critére d'inclusion, non inclusion et d'exlusion de I'étude

Critére d'inclusion Critéres non inclusion Critéres d'exlusion
. e Enfants qui vont
o (I;Zfatnﬁs7 asthmatique entre|es Enfants sSous développer une autre
etirans. antibiothérapie ou maladie.

ayant ete sous

Enfants renant L . .
) correctement Ieurtra‘i)tement antibiotiques durant le| e  Enfants qui ne suivront
de fond mois précédent| Pas le protocole de
’ rétude notre intervention :

refus ou oublie de la

o himeutese| | S T D oy manasement o
oot peutiq une autre maladie. régime alimentaire
correcte. e Enfants obése. prescrit.
i o ..|* Enfant thmati
e Enfants bien suivis, classés ants asthmatiques
i > partiellement e Enfants perdus de vue
comme partiellement a non .
contrdlés malgré une bonne controlés non pour raison de
9 . démeénagement ou
observance thérapeutique. observants au autres

traitement de fond.
¢ Enfants eutrophiques sur le

plan staturopondéral. * Enfants ayant pris des

antibiotiques durant
I'étude.
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2.2. Préléevements salivaires

Les échantillons salivaires ont été recueillis dans des pots stériles puis transféré dans des
tubes Eppendorfs et conservés a -20°C.

Figure.2.1. Echantillons de la salive.

2.3. Mise en évidence des cellules (éosinophile)
2.3.1. Préparation de frottis salivaire

Les étapes de réalisation d’un frottis salivaire sont les suivantes :

Marquer les frottis.

e Déposer une petite goutte de salive de I'extrémité d’'une lame propre.

e Maintenir cette lame d’'une main et de l'autre, incliner a 45C° une deuxiéme lame a
bords rodés, juste a 'avant de la goutte.

e L’amener au contact sans I'y faire pénétrer.

e Sécher rapidement par agitation a I'air.
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Figure.2.2. Préparation de frottis.

2.3.2. Coloration de frottis
La coloration de frottis a été réalisée selon la méthode May-Grinwald Giemsa.

2.3.2.1. Principe de la coloration MGG

La méthode panoptique décrite en 1908 Par Pappenheim consiste a faire agir
successivement deux colorants neutres, le mélange de May-Grinwald (1902) issu du
mélange de Romanowsky (1891) et le mélange de Giemsa (1904).

Sur Des préparations fixées par dessiccation rapide, la méthode de Pappenheim colore les
cellules de fagon trés nuancée, mettant particulierement en évidence le caractére basique ou
acide des cytoplasmes et les granulations des leucocytes (Piaton et al., 2015).

2.3.2.2. Technique

La coloration s’effectue par immersion des lames fraichement préparées dans des bacs a
Coloration.

Le passage d’un bac a l'autre s’effectue a la main, ou sur I'appareil automatique dont le

Programme est établi pour les séquences suivants :

1) May Grunwald pure pendant 2 min.
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2) May Grunwald dilué au Y2 pendant 3min.

3) Giemsa dilué au 1/10 pendant 5min.

4) Giemsa dilué au 1/10 pendant 5min.

5) Giemsa dilué au 1/10 pendant 5 min.

6) Eau tamponnée PH=7 pendant 2 min.

7) Eau tamponnée PH=7 pendant 3min.

Figure.2.3. Coloration de frottis a I'étapes eau tamponné 3min.

Les lames sont ensuite égouttées et séchées a 'air avant de lire les frottis.

Figure .2.4. Frottis aprés coloration MGG.
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3. Résultat

Nos résultants ont montré pour la premiere fois par la méthode May-Grinwald Giemsa, la
présence des éosinophiles salivaires chez 03 patients asthmatiques supplémenté en

vitamine D uniquement cependant la différence d’aspect microscopique chez les mémes
malades a été détecté aprés la supplémentassions en vitamine D et on a rien trouver. Dans
le groupe supplémenté seulement en fibre alimentaire on a trouver un seul personne qui a
eu I'éosinophile avant la supplémentations. et deux malade dans le groupe témoin. et on a
rien trouver dans le groupe supplémenté par les deux, mais aprés la supplémentations les

éosinophiles sont disparues dans les 04 groupes.

Figure 3.1. Observation Microscopique d'Eosinophile salivaire (x40) avant la
supplémentassions en VitD+/FA-, VitD-/FA+, VitD-/FA-

24



~

CHAPITRE4

Discussion




Chapitre 4 : Discussion

4. Discussion

L'asthme allergique est une maladie hétérogéne, définie cliniquement comme une
obstruction réversible des flux d'air; Immunologiquement par [I'hyper-activation des
lymphocytes T helper 2 (Th2) et la surexpression des cytokines anti-inflammatoires IL-4, IL-
5,IL-9 et I'lL-13 (Tong and Wesemann, 2015) Causés par une réaction inflammatoire médiée
par les IgE(Miraglia Del Giudice et al., 2017). Plusieurs cellules immunitaires jouent un réle
trés important au cours de I'asthme allergique y compris les éosinophiles (Miraglia Del
Giudice et al.,, 2017) qui sont considérées comme des cellules de protection contre

l'inflammation allergique, parce qu' elles libérent de I'histaminase. (Bousquet et al., 1994).

la vitamine D est associé a un large éventail de maladies pulmonaires et présente un intérét
particulier dans I'asthme en raison de ses effets immunomodulateurs (Baeke et al., 2010)
Les fibres alimentaires sont des glucides complexes présents dans les aliments. lls se
présentent sous des formes solubles et insolubles (Roberfroid, 2005) Un régime pauvre en
fibres s'est révélé associé a une augmentation de l'inflammation des voies respiratoires, par
conséquent, un faible apport en fibres peut contribuer a la physiopathologie de I'asthme.
(Berthon et al., 2013; Wood, 2017) Dans  cette optique, nous avons testé l'effet de
supplémentassions en fibres alimentaires et/ou la vitamine D sur I'aspect microscopique des

éosinophiles au cours du I'asthme.

Nos résultants ont montré pour la premiere fois par la méthode May-Griinwald Giemsa, la
présence des éosinophiles salivaires chez 03 patients asthmatiques supplémentés en
vitamine D uniquement cependant la différence d’aspect microscopique a été détecté aprés
la supplémentations en vitamine D et fibres alimentaires et on a rien trouver. Dans le groupe
supplémenté seulement en fibre alimentaire on a trouver un seul personne qui a eu
I'éosinophile avant la supplémentations. et deux malade dans le groupe témoin. et on a rien
trouver dans le groupe supplémenté par les deux, mais aprés la supplémentations les

éosinophiles sont disparues dans les 04 groupes.

Ce n’est pas possible de discuter nos résultats en les comparant avec d'autres études, il y a
un seul article qui parle sur les éosinophiles salivaires mais pas avec notre méthode .parce
que on a pas I'habitude dans le monde entier d'identifier les éosinophiles salivaire par la
méthode May-Griinwald Giemsa, Nous enquétons pour la premiére fois l'effet de la
supplémentations en fibres alimentaires et/ou la vitamine D sur I'aspect microscopique des
éosinophiles au cours du I'asthme et c’était la premiere fois qu'une étude révéle la présence
des éosinophiles salivaires effectivement on a prie que 3 lames avant la supplémentations
ou on a trouver les éosinophiles, et on a prie chez les mémes malades aprés la

supplémentations les éosinophiles sont disparues.
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Chapitre 5 : Conclusion et perspectives

L’asthme allergique est la maladie chronique la plus fréquente chez les enfants, ces derniers
influencent I'expression de plusieurs cellules y compris les éosinophiles qui sont considérées

comme des cellules de protection contre I'inflammation respiratoire.

L'asthme est un probléme majeur de santé qui ne peut pas étre guéri, mais peut étre
contrélée. Associé a une obstruction des voies respiratoires et a une hypersensibilité
bronchique.

De plus, certaines molécules bioactives telle que la vitamine D connue par son effet
modulateur des réponses immunitaires dans la régulation et la modulation de la maladie
asthmatique.

A lissu de ce travail, portant sur l'effet de la vitamine D combiné ou non aux fibres
alimentaires sur les éosinophiles salivaires au cours de l'asthme allergique non contrdlé chez
I'enfant on a identifier et pour la premiére fois par la méthode May-Griinwald Giemsa des
éosinophiles salivaires et essai de comparer 'aspect avant et aprés la supplémentations en
vitamine D et les fibres alimentaires.

En terme de perspectives, Il serait intéressant d'augmenté la taille des échantillons et de
chercher I'impact et les approches a venir pour montrer que la salive contient des cellules a
éosinophiles

Enfin, il faudrait également faire des études approfondie et amélioré I'échantillon pour
explorer si des avantages thérapeutiques dans l'asthme fourniront un marqueur utile et

peuvent étre dérivés par la manipulation des éosinophiles salivaire.
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Résumé.

Introduction : L'asthme allergique est une maladie la plus fréquent durant I'enfance et c’est inflammation chronique des voies
aériennes caractérisée par une infiltration leucocytaire et éosinophile intense accompagnée d'hypersécrétion de mucus et
d'hyperréactivité tissulaire.

Objectif : Démontrer que la combinaison vitamine D / fibre alimentaire peut avoir un effet bénéfique sur les éosinophiles

salivaires chez I'enfant asthmatique.

But : Montrer I'effet bénéfique de la combinaison de la vitamine D avec les fibres alimentaires sur les éosinophiles salivaires au
cours de I'asthme allergique non contrélé chez I'enfant.

Matériels et méthode : Nous procédons au recrutement de quatre groupes d’enfants asthmatiques d’age scolaire de 4 ans a
17 ans, en consultation spécialisée au niveau du laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie de I'Université
de Tlemcen. Ces enfants sont classés selon les criteres GINA en partiellement a non contrélés. Le nombre d’éosinophiles a été
réalisé a partir des frottis salivaires par la méthode May-Griinwald Giemsa.

Résultats: J'ai réussie d'identifier et pour la premiére fois des éosinophiles salivaires et essai de comparer I'aspect avant et
aprées la supplémentassions en vitamine D et les fibres alimentaires

Conclusion : Le changement du nombre d'éosinophile, favorisent I'apparition et le développement de I'asthme allergique chez

les enfants qui entraine une inflammation bronchique et un déséquilibre immunitaire.

Mots clés : asthme , fibre alimentaire, éosinophile salivaire, enfants asthmatiques, vitamine D
Abstract

Introduction: Allergic asthma is the most common childhood disease and is a chronic inflammation of the airways
characterized by intense leukocyte and eosinophilic infiltration accompanied by hypersecretion of mucus and tissue
hyperreactivity.

Objectives: . Demonstrate that the vitamin D / dietary fiber combination can have a beneficial effect on salivary eosinophils in
asthmatic children.

Aim : To show the beneficial effect of the combination of vitamin D with dietary fiber on salivary eosinophils during uncontrolled
allergic asthma in children.

Materials and methods: We are recruiting four groups of asthmatic children of school age from 4 years to 17 years, in
specialized consultation at the Laboratory of Molecular Applied Biology and Immunology of the University of Tlemcen. These
children are classified according to the GINA criteria in partially to uncontrolled. The number of eosinophils was obtained from
salivary smears by the May-Griinwald Giemsa method.

Results: | have successfully identified salivary eosinophils for the first time and tried to compare the appearance before and
after supplementation with vitamin D and dietary fiber.

Conclusion: The change in the number of eosinophils, promote the onset and development of allergic asthma in children that
causes bronchial inflammation and immune imbalance.

Keywords: asthma, dietary fiber, salivary eosinophil, children with asthma, vitamin D
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