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En 1958, Ley et Coll. (21) observent I'agglutination des
globules rouges humains incubés avec de la pénicilline, par le
sérum de certains sujets préalablement traités par cet anti-
biotique. Ils démontrent le mécanisme immunologique de cette
réaction mais ne notent aucune relation entre cette hémag-
glutination et I'allergie clinique a la pénicilline.

Cette question, d'un intérét pratique évident, a été fort
¢tudiée au cours des derniéres années au moyen de globules
rouges “pénicillinés” directement a pH neutre (13-14—24—
26-29-32) ou par l'intermédiaire de la benzidine (6-7-16).
Les conclusions publiées sont contradictoires: certains auteurs
ne trouvent pas de rapport net entre 'existence d'anticorps
hémagglutinants et I'hypersensibilité a la pénicilline (7-21-
24-32), tandis que d’autres accordent une valeur diagnostique
a ce test (13—-16-26—-29). La sensibilité de I'hémagglutination
peut étre accrue si les hématies sont incubées avec la péni-
cilline en milieu alcalin (28-37). Toutefois, la mise en ocuvre
de techniques trop sensibles risque d'enlever toute valeur
pratique a la réaction (20). Pour ces raisons, nous pensons
utile de rapporter les résultats d'une étude comparative de la
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séro-agglutination de globules rouges humains « pénicillinés »
a pH neutre chez 195 adultes normaux, chez 43 patients sous
pénicillinothérapie et chez 35 allergiques a la pénicilline.

Des tests cutanés réalisés a 'aide de pénicilline G ou de
pénicilloyl-polylysine (PPL) ont été pratiqués chez certains
sujets présentant une hémagglutination positive et chez la
plupart des allergiques.

MATERIEL ET METHODES
1. Sujets

Les 195 sujets normaux, fgés de 2r 4 65 ans, sont donneurs de sang et fré-
quentent réguliérement le service de transfusion sanguine de I'Hépital de Baviére.
Ils sont reconnus indemnes de toute affection, notamment allergique, sur la base
d’un contrdéle médical régulier.

Le groupe des patients sous pénicillinothérapie comprend 41 adultes et 2
enfants, respectivement dgés de 12 et 14 ans, hospitalisés au service de Médecine
pour des affections diverses. Parmi ceux-ci, 23 malades ont requ au moins
3.000.000 U de pénicilline par jour. Parfois, la dose quotidienne atteignait
50.000.000 U, Les autres patients, qui avaient déjd été traités par la pénicilline
auparavant, ont été soumis 2 un rappel de 1.000.000 U par jour, pendant 5 a
10 jours. Les sérums ont été prélevés chaque fois, une dizaine de jours aprés
la derniére injection.

Les sujets allergiques a la pénicilline sont divisés en deux catégories selon la
probabilité de leur sensibilisation et 'ancienneté des symptomes anaphylactiques.

Nous considérons comme allergiques probables 21 patients qui nous ont
déclaré avoir présenté il y a plus d’un an, des symptomes atopiques cutanés ou
généraux constatés par un médecin et survenus aprés 'administration de péni-
cilline.

Nous reconnaissons comme allergiques trés probables sinon certains 14 patients
ayant manifesté en 'absence de sensibilisation cutanée a la procaine, des signes
d’intolérance médicamenteuse peu de temps aprés 'administration de pénicilline
G ou de pénicilline retard — 4 l'exclusion de tout autre médicament — et ayant
cédé lors de l'interruption de la drogue. Ces sujets que nous avons observés
personnellement peu de temps aprés le début de leur affection ont été recrutés
dans les services de Médecine et de Dermatologie de I'Hopital de Baviére. Les
réactions allergiques appartenaient aux types I, IT et IV de COOMBS (11) et
consistaient en éruption scarlatiniforme ou morbilliforme (4), choc anaphylac-
tique (3) urticaire avec ou sans oedéme de Quincke (3), eczéma (3) et maladie
sérique (1). Plusieurs allergiques qui recevaient d'autres médicaments en plus
de la pénicilline ont été exclus de cette série en I'absence de tests cutanés positifs
4 la pénicilline ou au PPL.
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2. Hémagglutination

Elle a été réalisée se'on la technique originale décrite par Ley et Coll. 121)
légérement modifiée,

A) Source des Cellules

Différents donneurs de sang ORH- ont fourni les hématies nécessaires 4 I'expéri-
mentation. Le sang est recueilli dans un volume égal de solution d'Alsévére
contenant de la pénicilline G de fagon A obtenir une concentration finale de 40
mgr/ml. Ce mélange est incubé une heure & 37° puis placé pendant une nuit
a 4° Aprés quatre lavages successifs dans le liquide physiologique, les hématies
y sont remises en suspension d 4 volumes pour cent. Les globules rouges « péni-
cillinés» sont alors préts a4 I'emploi et utilisés de 12 a 24 h. aprés le prélévement.
Un autre aliquot de sang est prélevé dans I'Alsévére ne contenant pas de péni-
cilline et préparé de la méme maniére. Ces cellules sont destinées au contréle de
la réaction et a I'épuisement des sérums a tester et du sérum diluant.

B) Technique de la Réaction

Les sérums étudiés ainsi que le sérum humain normal servant de diluant sont
décomplémentés puis épuisés par contact pendant 30 minutes 4 4° avee un volume
égal des globules rouges lavés et non « pénicillinés». Cette derniére mesure, qui
théoriquement n’est pas indispensable, vise a éliminer certaines hémagglutinines
pathologiques ou résultant d’une immunisation active.

Dans des tubes & hémolyse de 10 X 100mm, on pratique des dilutions suc-
cessives du sérum A tester dans le diluant selon une progression géométrique dont
la raison est 0.5. Pour ce faire, on met 0.2 ml de diluant dans chaque tube. On
verse 0.2 ml du sérum a analyser dans le premier tube. Puis on prend o.z ml
du mélange et on les verse dans le second tube et ainsi de suite. 0.2 ml sont
€liminés du dernier tube. Enfin, on ajoute 0.02 ml de la suspension 4 4 pour cent
d’hématies «pénicillinées», Aprés agitation légére, les tubes reposent 10 minutes
a la température du laboratorie, puis sont centrifugés pendant 2 minutes 2 1000
tours/minute. La lecture est pratiquée directement aprés la centrifugation en
secouant légérement chaque tube de fagon a remettre le culot en suspension.
L’agglutination est facilement visible, Dans les cas douteux, elle peut étre
décelée en examinant I'aspect du culot de sédimentation. Le titre I'hémaggluti-
nation est donné par l'inverse de la dilution maximale déterminant encore une
agglutination nette,

La spécifité de I'hémagglutination est assurée grice i une série de tubes
témoins. D'une part, le sérum diluant est mis en présence d’hématies «péni-
cillinées » et non «pénicillinées » ;d’autre part, diverses concentrations de chaque
sérum sont mises en contact avec des globules rouges lavés. Aucune agglutination
ne doit étre décelée dans ces différents tubes.

La sensibilité de la réaction est conditionnée notamment par les propriétés

20*
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physico-chimiques du diluant (pH, teneur et nature des protéines) et par le
degré de fixation de la pénicilline sur les hématies, Cette derniére a été chaque
fois controlée au moyen d'un sérum de lapin de référence agglutinant, apres
épuisement des hétéro-agglutinines, les globules humains « pénicillinés » au titre
de 16.384. Ce sérum a été obtenu de la fagon suivante:

C) Immunisation des lapins avec le 6-APA

L'acide 6-aminopénicillanique, (6APA) noyau de la molécule de pénici'line,s’est
révélé chez le lapin un meilleur antigéne que la pénicilline G (4, 31). L'anti-
génicité croisée entre ces deux produits étant bien démontrée (6, 31), nous 'avons
utilisé préférentiellement.

5 lapins recoivent dans chaque patte 3 une semaine d'intervalle, 20 mgr de
6-APA en solution dans 1 ml de tampon phosphate (pH 7,4) mélangé a o.5
ml d’adjuvant de Freund. Une dizaine de jours aprés la derniére injection, une
méme dose de 6-APA est administrée par voie intramusculaire. Un des lapins
présente des symptomes anaphylactiques et meurt. Le lendemain, on pratique
une injection intra-veineuse de 1 ml d’une solution de 6-APA a 5 pour cent
dans le tampon phosphate. Celle-ci est répétée une semaine plus tard,

Aprés une dizaine de jours, les lapins sont saignés et les sérums collectés.

3. Tests Cutanés

Afin de préciser les relations existant entre anticorps hémagglutinants et anti-
corps sensibilisants le peau, nous avons réalisé des tests cutanés a l'aide de
pénicilline G et de pénicilloyl-polylysine chez certains individus a hémaggluti-
nation positive et chez la plupart de nos sujets allergiques, Ces derniers, dont
certains avaient recu de la pénicilline retard, ont été préalablement tesrés avec
la pénicilline procaine. En présence d’une réaction positive, la sensibilisation
cutanée A la Benzyl-pénicilline était alors étudiée; Ces mesures avaient pour but
de rendre improbable I'hypothése d'une allergie a la procaine.

Les tests cutanés ont été pratiqués en milieu hospitalier sous forme de cuti-
réactions suivies éventuellement d'injections dans le derme de I'avant bras de o.02
ml des différentes solutions.

Les produits suivants ont été utilisés:

1. La Benzyl-pénicilline-procaine en solution dans le liquide physiclogique
A cing concentrations différentes s'échelonnant de 12 X 10" M (8 U/ml) a
12 X 10° M (80.000 U/ml).

2. La pénicilline G (Benzyl-pénicilline sodique) en solution dans liquide
physiologique 3 cing concentrations différentes s'échelonnant de 8.4 X10° M
(s U/ml) & 8.4 X 107 M (50.000 U/ml).

3. Une solution unique de Pénicilloyl-polylysine’ (PPL) contenant appro-
ximativement 1 X 10°° M de groupement Pénicilloyl.

* SIGMA Chemical Company, St. Louis, Mo: stock n® PPL 1; lot 43B77L.
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Fig. 1.

Pourcentage d’hémagglutination positive chez des individus normaux, des pa-
tients sous pénicillothérapie et des sujets présentant une sensibilisation ancienne
ou récente a la pénicilline.

RESULTATS

Le pourcentage d’hémagglutination positive selon les diffé-
rents groupes est représenté dans la Fig. 1.

1) Parmi les 195 sérums normaux, 10 soit §,1 pour cent
ont une réaction positive dont le titre, le plus souvent faible,
varie de 2 a 32. Quatre sujets ayant des anticorps hémaggluti-
nants ont pu étre examinés. Les 2 premiers avaient été traités
antérieurement par la pénicilline qui avait été bien tolérée. Le
troisiéme avait regu un vaccin antipoliomyélitique contenant
de Ja pénicilline. Il n’ a pas été possible de déceler le moindre
contact avec 'antibiotique chez le quantricme sujet, dont le
sérum avait l'activité hémagglutinante la plus forte.

2) 7 hémagglutinations positives soit 16,2 pour cent ont été
observées chez les 43 patients sous pénicillinothérapie. Comme
dans le groupe précédent, le titre s'échelonnait de 2 a 32.
L’absence d’agglutination par le sérum des 7 patients ayant
regu 50.000.000 U de pénicilline par jour suggére qu'il n'y a
pas de relation entre la dose d'antibiotique administrée et la
production des anticorps hémagglutinants. Cette dernicre
apparaitrait davantage conditionnée par le terrain individuel.
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Fig. 2.

Hémagglutination versus tests cutanés a la pén. G et au PPL chez 14 patients
avec allergie récente (< 1an) a la pénicilline.

En effet, des 7 malades avec hémagglutination positive, 3
présentaient une maladie d'origine immunologique probable
a savoir un asthme, un syndrome de Stevens-Johnson et une
périartérite noueuse. Ici encore, la pénicilline a été bien to-
lérée par ces patients et les tests cutanés furent négatifs.

3) Alors que 9,5 pour cent seulement des sujets avec allergie
ancienne ‘et probable ont une réaction positive, 10 des 14
patients allergiques a la pénicilline, soit 71 pour cent avaient
une hémagglutination positive. Chez ces derniers, le titre
moyen est supérieur a celui des autres groupes. Les valeurs
extrémes sont 8 et 128. Dans cinq cas, nous avons pu suivre
I'évolution de l'activité hémagglutinante en fonction du temps.
Chez 2 malades, 'hémagglutination négative au cours de 1'af-
fection (maladie sérique et choc anaphylactique) est devenue
positive deux ou trois mois plus tard. Elle est toujours restée
négative chez les 3 autres patients. Les tests cutanés ont été
pratiqués a 10 allergiques certains et a g patients dont 1'aller-
gie était ancienne et possible. Ils ont été positifs 5 fois pour
le PPL et 4 fois pour la pénicilline dans le premier groupe et
constamment négatifs dans le second. La figure 2 souligne
I"intérét respectif de I'hémagglutination et des tests cutanés
dans le diagnostic de 'allergie a la pénicilline.
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DISCUSSION

1) Il est actuellement bien établi que I'agglutination des hé-
maties «pénicillinées» résulte de la présence dans le sérum de
certains sujets d'anticorps dits «hémagglutinants» dirigés
spécifiquement contre différents déterminants antigéniques
dérivés de la pénicilline. L'antigénicité éventuelle de la péni-
cilline, prouvée chez le lapin (17, 22, 23) fut en fait démontrée
chez I'homme dés le début de son utilisation par la production
des réactions allergiques. Elle apparait méme un des médica-
ments les plus allergisants. Ce pouvoir n'est pas seulement lié
a son emploi tres large ni a son administration souvent paren-
térale mais aussi a sa structure méme. En effet, de nombreux
travaux (17, 22, 34) ont montré que la molécule de pénicilline
était rapidement transformée dans 'organisme, directement ou
par l'intermédiaire de 'acide pénicillénique, en différents dé-
rivés se conjugant facilement aux protéines et dés lors haute-
ment antigéniques. Parmi ceux-ci, le groupement pénicilloyl
représente le déterminant antigénique généralement respon-
sable du processus de sensibilisation et de la réaction d’hémag-
glutination.

La conception immunologique de celle-ci implique que 1'on
retrouve toujours chez les individus présentant une réaction
positive un contact prélable avec I'antibiotique. Ce dernier
est presque toujours observé. Tous les auteurs s’accordent sur
ce point (21, 29, 33). Il existe cependant ququue‘; excepnom,
comme chez un de nos sujets, ol aucune injection préparante
n'a pu étre décelée. Ce fait, parfois constaté chez le patient
allerglque est aisément expliqué par la possibilité de sensibili-
sation «spontanée» a la suite d'infections mycotiques, d'in-
gcstlon d’aliment tel que le lait auquel I'antibiotique peut étre
ajouté dans un but de conservation ou encore de I'administration
du vaccin antipoliomyélitique.

2) L'existence d'anticorps hémagglutinants dirigés contre
différents dérivés de la pénicilline et principalement contre le
groupement pénicilloyl est actuellement bien démontrée par
des expériences d'inhibition spécifique (17, 21, 22, 30, 34).




Les caracteres physico-chimiques de ceux-ci ont pu étre pré-
cisés grice aux techniques d'électrophorese et d'ultra-centri-
fugation: ils appartiennent surtout a la classe des y1 M
globulines et a un moindre degré des y2 globulines (10, 13,
26). Par contre, leurs propriétés biologiques restent mal con-
nues: on ignore notamment leur role éventuel et si 'union
avec 'antigéne in vivo libére de 'histamine ou d'autres mé-
diateurs généralement activés au cours du conflit immuno-
logique. Ces anticorps se rencontrent cependant beaucoup plus
souvent chez les sujets allergiques a la pénicilline. Nous les
avons observés chez 71 pour cent de nos allergiques et chez
5,1 pour cent seulement des individus normaux. Ces résultats,
en accord avec certaines données de la littérature (26, 28, 29,
37) confirment l'intérét de la réaction d’hémagglutination
dans le diagnostic de I'hypersensibilité a la pénicilline.

3) Quelle est la valeur de 'hémagglutination par rapport
aux tests cutanés a laide de penicilline ou de PPL? Comme
chacun sait, les cutiréactions et intradermoréactions a la péni-
cilline sont dangereuses et sont positives chez moins de 40
pour cent des individus allergiques a I'antibiotique (3-9—30
38). L’hémagglutination parait des lors un test plus sensible
et procurant une sécurité totale au malade. Elle est toutefois
moins spécifique, une réaction positive méme a dilution élevée
pouvant étre observée chez des sujets normaux.

L’emploi de pénicilloyl-polylysine constitue un progres re-
marquable dans le diagnostic de 'allergie a la pénicilline. En
effet, ce hapténe est moins dangereux que la pénicilline méme
puisque aucun accident anaphylactique grave n’a été signalé
jusqu'a présent (38) et il induirait 70 a 80 pour cent de réac-
tions cutanées positives chez les sujets allergiques (3—23-35).
Cette derniére notion est cependant contestée par divers au-
teurs (2—25-30) qui n'observeraient qu'environ 40 pour cent
de tests positifs. Ces divergences résultant en partie de diffé-
rences dans la sélection des patients, dans la technique et la
concentration de PPL employé, restent a aplanir. Nos résul-
ta%s personnels n'autorisent aucune conclusion valable dans ce
domaine en raison de la concentration faible de PPL utilisée
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et du nombre limité de sujets testés. Dans ces conditions, la
valeur de I'hémagglutination et des tests cutanés au PPL ne
sera pas davantage discutée,

4) Les anticorps hémagglutinants sont-ils responsables des
manifestations d’hypersensibilite de type immediat dues a la
penicilline? Celles-ci relévent de deux types d’anticorps séri-
ques: les anticorps sensibilisants la peau ou réaginiques et les
anticorps anaphylactiques (5—11-12).

Il est facile de prouver que les anticorps hémagglutinants
différent des réagines. En effet, dans notre étude:

a) les réactions cutanées chez tous les sujets non allergiques
testés et présentant une hémagglutination positive,
étaient négatives. On peut donc observer des anticorps
hémagglutinants en I'absence d'anticorps sensibilisants
la peau.

b) certains allergiques ont des anticorps sensibilisants la
peau et pas d’anticorps hémagglutinants.

¢) un sérum hémagglutinant provenant d'un sujet normal
ne sensibilise pas la peau humaine.

d) le chauffage du sérum a 56° pendant 4 heures n'inhibe
pas I'activité hémagglutinante.

Enfin, il est démontré que les anticorps hémagglutinants
appartiennent aux y1 M et y2 globulines (10—25) alors que les
réagines sont des y1 A globulines (1-8-15).

Les relations existant entre anticorps hémagglutinants et
anaphylactiques sont plus difficiles a préciser. En effet, ces
derniers, notamment dans le cadre de 'allergie a la pénicilline,
ne peuvent étre mis en évidence qu'indirettement par la produc-
tion de réactions morphologiques ou biologiques au niveau de
certaines cellules, organes isolés ou animaux passivement sen-
sibilisés et mis au contact de la pénicilline. Dans ces conditions
techniques souvent délicates, I'interprétation d'une réponse
négative reste toujours hasardeuse. Aussi, il nous a paru que
le moyen le plus sur de vérifier 'absence d’anticorps anaphy-
lactiques anti-pénicilline chez des individus présumés normaux
mais dont le sérum agglutinait les hématies pénicillinées était
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Fig. 3.
Influence de linjection intra-veineuse de pén. G sur la pression artérielle
d'un individu normal dont le sérum agglutine des hématies humaines ORH-
pénicillinées,

d’étudier leur tolérance a l'administration parentérale de
'antibiotique. L.a négativité d’un tel test de provocation appa-
rait fort peu compatible avec la présence dans 'organisme
d’anticorps allergiques.

Dans ce but, nous avons administré de fagon prudente de la
pénicilline a 3 sujets présentant des tests cutanés négatifs et
une hémagglutination positive au titre de 16, 32 et 8. La
pénicilline avait toujours été bien tolérée antérieurement.
L’antibiotique a été donné par voie orale, intramusculaire ou
intraveineuse (Fig. 3) sans le moindre signe d'intolérance.

Ces observations et d'autres (9—29) démontrent que les
anticorps hémagglutinants différent des anticorps anaphy-
lactiques et réaginiques et ne sont donc pas responsables des
symptomes allergiques. Leur role et leurs propriétés biolo-
giques doivent encore étre précisés. Ils sont toutefois re-
trouvés suffisamment souvent dans le sérum des sujets ayant
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présenté une intolérance récente a la pénicilline pour que leur
détection a I'aide de la réaction d’hémagglutination puisse
étre considérée comme un test valable quoique non absolu
du diagnostic de 'allergie a la pénicilline.

RESUME

La séro-agglutination des globules rouges humains «péni-
cillinés» a pH neutre a été étudiée chez 195 adultes normaux,
chez 43 patients sous pénicillinothérapie, chez 21 sujets avec
allergie ancienne (> 1 an) et probable a la pénicilline et chez
14 individus présentant une sensibilisation certaine et récente
a 'antibiotique.

[’hémagglutination a été positive respectivement chez §,1
pour cent — 16,2 pour cent — 9, § pour cent — et 71 pour cent des
sujets des quatre groupes considérés. Cette réaction, qui n’est
pas totalement spécifique, apparait plus sensible que les tests
cutanés pour diagnostic de I'allergie a pénicilline.

Dans le cadre de cette sensibilisation, diverses observations
indiquent que les anticorps hémagglutinants différent des
réagines et des anticorps anaphylactiques, généralement res-
ponsables des symptomes observés.

Nous remercions Mademoiselle J. Dirix pour son excel-
lente aide technique ainsi que le Prof. P. Moureau et le
Dr. M. Otto-Servais du Service de Transfusion sanguine qui
nous ont autorisés et aidés a récolter les sérums normaux. Le
Prof. §. Lapiere nous a permis d’'explorer en collaboration
avec le Dr. R. Leclercg certains patients hospitalisés au Service
de Dermatologie. Nous leur exprimons notre gratitude.
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