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En 1958, Ley et Coll. (21) observent Pagglutination des
globules rouges humains incubes avec cie la penicilline, par le
serum de certains sujets preaiablement traites par cet anti-
biotique. Ils demontrent le mecanisme immunologique de cette
reaction mais nc notent aucune relation entre cette hemag-
glutination et l'allergie clinitiue a la penicilline.

Cette question, d'un interet pratitjue evident, a ete fort
etudiee au cours des dernieres annees au moyen de globules
rouges *^penicillines>> directement a pH neutre (13-14-24-
26-29-32) ou par rinterniediaire de la benzidine (6-7-16) .
Les conclusions publiees sont contradictoires: certains auteurs
ne trouvcnt pas de rapport net entre l'existence d'anticorps
beniagglutinants et Phypersensibilite a la penicilline ( 7 - 2 1 -
24-32), tandis que d'autres accordent une valeur diagnostique
a ce test (13-16-26-29). La sensibilite de l'bemagglutination
peut etre accrue si les hematies sont incubees avec la peni-
cilline en milieu alcalin (28-37). Toutefuis, la mise en oeuvre
de techniques trop sensihies risque d'enlever toute valeur
prati(]ue a la reaction (20). Pour ces raisons, nous pensons
utile de rapporter les resultats d'une etude comparative de la
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sero-agglutination de globules rouges humains «penicillines »
a pH neutre chez 195 adultes normaux, chez 43 patients sous
penicillinotberapie et chez ;;^^ allergiques a la penicilline.

Des tests cutanes realises a l'aide de penicilline G ou de
penicilloyl-polylysine (PPL) ont ete pratiques chez certains
sujets presentant une hemagglutination positive et chez la
plupart des allergiques.

MATERIEL ET METHODES

I. Sujets

Les 195 sujets normaux, ages de 2i i 65 ans, sont donneurs de sang et fre-
quentent reguli^rement le service de transfusion sanguine de I'Hopital de Bavi^re.
Us sont reconnus indemnes de toute affection, notamment allergique, sui' la base
d'un controle medical regulier.

Le groupe des patients sous p^nicillinotherapie comprend 41 adultes et 2
enfants, respectivement Sges de 12 et 14 ans, hospitalises au service de Medecine
pour des affections diverses. Parmi ceux-ci, 23 malades ont re^u au moins
3.000.000 U de penicilline par jour. Parfois, la dose quotidienne atteignait
50.000.000 U. Les autres patients, qui avaient deji ete traites par la p<nicilline
auparavant, ont ete lioumis a un rappel de 1.000.000 Ĉ  par jour, pendant 5 a
10 jours. Les serums ont ete preleves chaque fois, une dizaine de jours apres
la derniere injection.

Les sujets allergiques a la penicilline sont divises en deux categories selon la
probabilite de leur sensibilisation et l'anciennete des symptomes anaphylactiques.

Nous considerons comme allergiques probables 21 patients qui nous ont
declare avoir presente il y a plus d'un an, des symptomes atopiques cutanes ou
generaux constates par un medecin et survenus apres Tadministration de peni-
cilline.

Nous reconnaissons comme allergiques tres probables sinon certains 14 patients
ayant manifeste en I'absence de sensibilisation cutanee h la procaine, dts signes
d'intolerance medicamenteuse peu de temps apres I'administration de penicilline
G ou de penicilline retard — a I'exclusion de tout autre medicament — et ayant
cede lors de ['interruption de la drogue. Ces sujets que nous avons observes
personnellement peu de temps apres le debut de leur affection ont ete recrutes
dans les services de Medecine et de Dermatologie de l'liopital de Baviere. Les
reactions allergiques appartenaient aux types I, II et IV de COOMBS (11) et
consistaient en eruption scarlatiniforme ou morbilliforme (4), choc anaphylac-
tique (3) urticaire avec ou sans oedeme de Quincke (3), eczema (3) et maladie
serique (i). Plusieurs allergiques qui recevaient d'autres medicaments en plus
de la penicilline ont ete exclus de cette serie en I'absence de tests cutanes positifs
k la penicilline ou au PPL.



287

2. Hemagglutination

Elle a ete realisee se'on la technique or ig inale decrite pa r Ley et Coll. i z r ]
legerement modifiee.

A) Source des Cellules

Differents donneurs de sang ORH- ont fourni les hematies necessaires a I'experi-
mentation. Le sang est recueilli dans un volume egal de solution d'AIsevere
contenant de ia penicilline G de fagon a obtenir une concentration finale de 40
mgr/ml. Ce melange est incube une heure a 37° puis place pendant une nuit
k 4°. Apres quatre lavages successifs dans le liquide physiologique, les hematies
y sont remises en suspension a 4 volumes pour cent. Les globules rouges «peni-
cillines» sont alors prets a I'emploi et utilises de 12 a 24 h. apres le prelevement.
Un autre aliquot de sang est preleve dans I'Alsevere ne contenant pas de peni-
cilline et prepare de la meme maniere. Ces cellules sont destinees au conlrole de
la reaction et a l'epuisement des scrums i tester et du serum diluant.

B) Technique de la Reaction

Les serums etudies ainsi que le serum humain normal servant de diluant sont
decomplementes puis epuises par contact pendant 30 minutes a 4° avec un volume
egal des globules rouges laves et non « penicillines». Cette derniere mesure, qui
theoriquement n'est pas indispensable, vise a eliminer certaines hemagglutinines
pathologiques ou resultant d'une immunisation active.

D:ins des tubes a hemolyse de 10 X 100 mm, on pratique des dilutions suc-
cessives du serum k tester dans le diluant selon une progression geometrique 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 serum a analyser dans le premier tube. Puis on prend 0.2 ml
du melange et on les verse dans le second tube et ainsi de suite. 0.2 ml sont
elimines du dernier tube. Enfin, on ajoute 0.02 ml de la suspension a 4 pour cent
d'hematies «penicillinees». Apres agitation Icgere, Ies tubes reposent 10 minutes
k la temperature du laboratorie, puis sont centrifuges pendant 2 minutes k iooo
tours/minute. La lecture est pratiquee directement apres la centrifugation en
secouant legerement chaque tube de fagon a remettre le culot en suspension.
^'agglutination est facilement visible. Dans les cas douteux, elle peut etre
decelee en examinant l'aspect du culot de sedimentation. Le titre I'hemaggluti-
nation est donne par l'inverse de la dilution maximale determinant encore une
agglutination nette,

La specifite de I'hemagglutination est assuree grace a une serie de tubes
temoins. D'une part, le serum diiuant est mis en presence d'hematies «peni-
cillinees* et non «p^nicillinees»;d'autre part, diverses concentrations de chaque
s^rum sont mises en contact avec des globules rouges laves. Aucune agglutination
ne doit etre decelee dans ces differents tubes.

La sensibilite de la reaction est conditionnee notamment par les proprietes
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physico chimi([ues du diluant (pH, teneur et nature des proti'ines) tt par le
degre de fixation de la penicilline sur les hematies. Cette derniere a ete chaque
fois controlee au moyen d'un serum de lapin de reference agglutinant, apres
epuisement des hetero-agglutinines, les globules humains « penicillines» au titre
de 16.384. Ce serum a ete obtenu de la fa^on suivante:

C) Immunisation des lapins avet le 6-APA

L'acide 6-aminopeniciIlanique, (6APA} noyau de la molecule de penici line,s'est
revele chez le lapin un meilleur antigene que la penicilline G (4,31). L'anti-
genicite croisee entre ces deux produits etant bien demontree (6, 31), nous l'avons
utilise prcferentiellement.

5 lapins recoivent dans chaque patte a une semaine d'intervalle, 20 mgr de
6-APA en solution dans i ml de tampon phosphate (pli 7,4) melange a 0.5
ml d'atljuvant de Freund. I'ne dizaine de jours apres la derniere injection, une
meme dose de 6-APA est administree par voie intramusculaire. Un dts lapins
presente des symptomes anaphylactiques et meurt. Le tendemain, on pratique
une Injection intra-veineuse de i ml d'une solution de 6-APA k 5 pDur cent
dans le tampon phosphate. Celle-ci est repetee une semaine plus tard.

Apres une dizaine de jours, les lapins sont saignes et les serums collectes.

3. Tests Cutanes

Afin de preciser Ies relations existant entre anticorps hemagglutinants et anti-
corps sensibilisants le peau, nous avons realise des tests cutanes a l'aide de
penicilline G et de penicilloyl-polylysine chez certains individus a hemaggluti-
nation positive et chez la plupart de nos sujets atlergiques. Ces derniers, dont
certains avaient re^u de la penicilline retard, ont ete preaiablement tesres avec
la penicilline procaine. En presence d'une reaction positive, la sensibilisation
cutanee k la Benzyl-penicilHne etait alors etudiee; Ces mesures avaient pour but
de rendre improbable l'hypothese d'une allergie k la procaine.

Les tests cutanes ont ete pratiques en milieu hospitalier sous forme de cuti-
reactions suivies eventuellement d'injections dans le derme de I'avant bras de 0.02
ml des differentes solutions.

Les produits suivants ont ete utilises:
1. La Benzyl-penicilline-proca'ine en solution dans le liquide physiclogique

a cinq concentrations differentes s'cchelonnant de 12 X 10 " M (8 U/ml) a
12 X io"° M (80.000 U/ml).

2. La penicilline G (Benzyl-peniciltine sodique) en solution dans liquide
physiologique a cinq concentrations differentes s'echelonnant di- 8.4 X io'* M
(5 U/ml) k 8.4 X JO"̂  M (50.000 U/ml).

3. Vne solution unique de Penieilloyl-polylyslne' (PPL) contenant appro-
ximativement i X lO"" M de groupeinent Penicilloyl.

' SIGMA Chemical Company, St. Louis, Mo: stock n" PPL i ; lot 43B77L.
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Fig. 1.
Pourcentage d'hemagglutination positive chez des individus normaux, des pa-
tients sous penicillotherapie et des sujets presentant une sensibilisation ancienne

ou recente a la penicilline.

RESl'LTATS

Le pourcentage d'hemagglutination positive selon les diffe-
rents groupes est represente dans ta Fig. i.

1) Parmi les 195 serums normaux, 10 soit 5,1 pour cent
ont une reaction positive dont le titre, le plus souvent faihle,
varie de 2 a 32. Quatre sujets ayant des anticorps hemaggluti-
nants ont pu etre examines. Les 2 premiers avaient ete traites
anterieurement par la penicilline qui avait ete bien toleree. Le
troisic'me avait ret̂ u un vaccin antipoliomyelitique contenant
de la penicilline. II n' a pas ete possible dc deceler le moindre
contact avec Tantlbiotique chez le quantrieme sujet, dont lc
serum avait l'activite hemagglutinante la plus forte.

2) 7 hemagglutinations positives soit 16,2 pour cent ont ete
observees che/. les 43 patients sous penicillinotherapie. Comme
dans le groupe precedent, le titre s'echelonnait de 2 a 32.
L'absence d'agglutination par le serum des 7 patients ayant
re^u 50.000.000 U de penicilline par jour suggere qu'il n'y a
pas de relation entre la dose d'antibiotique administree et la
production des anticorps hemagglutinants. Cette derniere
apparaitrait davantagc conditionnee par le terrain individuel.
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Fig. 2.
Hemagglutination versus tests cutanes a la pen. G et au PPL chez 14 patients

avec allergie recente (< i an) a la penicilHne.

En effet, des 7 malades avec bemagglutination positive, 3
presentaient une maladie d'origine immunologique probable
a savoir un asthnie, un syndrome de Stevens-Johnson et une
periarterite noueuse. Ici encore, la penicilline a ete bien to-
leree par ces patients et les tests cutanes furent negatifs.

3) Alors que 9,5 pour cent seulement des sujets avec allergie
ancienne et probable ont une reaction positive, 10 des 14
patients allergiques a la penicilline, soit 71 pour cent avaient
une hemagglutination positive. Chez ces derniers, le titre
moyen est superieur a celui des autres groupes. Les valeurs
extremes sont 8 et 128. Dans cinq cas, nous avons pu suivrc
revolution de l'activite hemagglutinante en fonction du temps.
Chez 2 malades, I'hemagglutination negative au cours de I'af-
fection (maladie serique et choc anaphylactique) est devenue
positive deux ou trois mois plus tard. Elle est toujours restee
negative chez les 3 autres patients. Les tests cutanes ont ete
pratiques a 10 allergiques certains et a 9 patients dont 1 aller-
gie etait ancienne et possible. Ils ont ete positifs 5 fois pour
le PPL et 4 fois pour la penicilline dans le premier groupe et
constamment negatifs dans le second. La figure 2 souligne
l'interet respectif de I'hemagglutination et des tests cutanes
dans le diagnostic de Tallergie a la penicilline.
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D I S C U S S I O N

i) 11 est actuellement bien etabli que l'agglutination des he-
maties «penicillinees» resulte de la presence dans le serum de
certains sujets d'anticorps dits «hemagglutinants» diriges
specifiquement contre differents determinants antigc-niques
derives de la penicilline. L'antigenicite eventuelle de la peni-
cilline, prouvee chez le lapin (17,22,23) fut en fait demontree
chez l'homme des le debut de son utilisation par la production
des reactions allergiques. Elle apparait meme un des medica-
ments les plus allergisants. Ce pouvoir n'est pas seulement lie
a son emploi tres large ni a son administration souvent paren-
terale mais aussi a sa structure meme. En effet, de nombreux
travaux (17, 22, 34) ont montre que Ia molecule de penicilline
etait rapidement transformee dans I'organisme, directement ou
par rintermediaire de l'acide penicillenique, en differents de-
rives se conjugant facilement aux proteines et des lors haute-
ment antigeniques. Parmi ceux-ci, le groupement penicilloyl
represente le determinant antigenique generalement respon-
sable du processus de sensibilisation et de la reaction d'hemag-
glutination.

La conception immunologique de celle-ci implique que l'on
retrouve toujours chez les individus presentant une reaction
positive un contact prelable avec l'antibiotique. Ce dernier
est presque toujours observe. Tous les auteurs s'accordent sur
ce point (21, 29, 23)- H existe cependant quelques exceptions,
comme chez un de nos sujets, ou aucune injection preparante
n'a pu etre decelee. Ce fait, parfois constate chez le patient
allergique, est aisement explique par la possibilite de sensibili-
sation «spontanee» a la suite d'infections mycotiques, d'in-
gestion d'aliment tel que le lait auquel l'antibiotique peut etre
ajoute dans un but de conservation ou encore de Tadministration
du vaccin antipoliomyelitique.

2) L'existence d'anticorps hemagglutinants diriges contre
differents derives de la penicilline et principalement contre le
groupement penicilloyl est actuellement bien demontree par
des experiences d'inhibition specifique (17, 21, 22, 30, 34).
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Les caractcres physico-chimiques de ceux-ci ont pu etre pre-
cises grace aux techniques d'electrophorcse et d'ultra-centri-
fugation: ils appartiennent surtout a la classe des yi M
globulines et a un moindre degre des y2 globulines (i o, 13,
26). Par contre, leurs proprietes biologiques restent mal con-
nues: on ignore notamment leur role eventuel et si I'union
avec Tantigene in vtvo libere de Thistamine ou d'autres me-
diateurs generalement actives au cours du conflit immuno-
logique. Ces anticorps se rencontrent cependant beaucoup plus
souvent chez les sujets allergiques a la penicilline. Nous les
avons observes chez 71 pour cent de nos allergiques et che/,
5,1 pour cent seulement des individus normaux. Ces resultats,
en accord avec certaines donnecs de la litterature (26, 28, 29,
37) confirment l'interet dc la reaction d'hemagglutination
dans le diagnostic de l'hypersensibilite a la penicilline.

3) Qitclle est la valeur de I'hihuagghtlinalion par rapport
aux tests cittancs a l'aide de penicilline ott dc PPLf Comme
cbacun sait, les cutireactions et intradermoreactions a la peni-
cilline sont dangcreuses et sont positives chez moins de 40
pour cent des individus allergiques a l'antibiotique (3-9—30
38}. L'hemagglutination parait des lors un test plus sensible
et procurant une securite totale au malade. Elle est toL:tefois
moins specifique, une reaction positive meme a dilution clevee
pouvant etre observee chez des sujets normaux.

L'cmploi de penicilloyl-polylysine constitue un progres re-
marquable dans le diagnostic de l'allergie a la penicillire. En
effet, ce haptene est moins dangereux que la penicilline meme
puisque aucun accident anaphylactique grave n'a ete signale
jusqu'a present (38) et il induirait 70 a 80 pour cent de reac-
tions cutanees positives chez les sujets allergiques (3-23—35).
Cette derniere notion est cependant contestee par divers au-
teurs (2-25-30) qui n'observeraient qu'environ 40 pour cent
de tests positifs. Ces divergences resultant en partie de diffe-
rences dans la selection des patients, dans la technique et la
concentration de PPL employe, restent a aplanir. Nos resul-
ta'h; personnels n'autorisent aucune conclusion valahle dans ce
domaine en raison de la concentration faible de PPL utilisee
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et du nombre liniite de sujets testes. Dans ces conditions, la
valeur de rhemagglutination et des tests cutanes au PPL ne
sera pas davantage discutee.

4) Les anticorps hcmagghttinants sont-ils responsables des
manifestations d'hypersensihilitc de type innncdiat dttes a la
pi'nicilHnef Celles-ci relevent de deux types d'anticorps seri-
ques; les anticorps sensibilisants la peau ou reaginiques et les
anticorps anaphylactiques (5—11 —12).
II est facile de prouver que les anticorps hemagglutinants
different des reagines. En effet, dans notre etude:

a) les reactions cutanees chez tous les sujets non allergiques
testes et presentant une hemagglutination positive,
etaient negatives. On peut done observer des anticorps
hemagglutinants en I'absence d'anticorps sensibilisants
la peau.

h) certains allergicjucs ont des anticorps sensibilisants la
peau et pas d'anticorps hemagglutinants.

c) un serum hemagglutinant provenant d'un sujet normal
ne sensibilise pas la peau humaine.

d) le chauffage du serum a -̂ 6° pendant 4 heures n'inhibe
pas l'activite hemagglutinante.

Entin, il est demontre que les anticorps hemagglutinants
appartiennent aux yi M et y2 globulines (10—25) alors que les
reagines sont des yi A globulines (1—8—15).

Les relations existant entre anticorps bemagglutinants et
anaphylactiques sont plus difficiles a preciser. En effet, ces
derniers, notamment dans le cadre de l'allergie a la penicilline,
ne peuvent etre mis en evidence qu'indirertement par la produc-
tion de reactions morphologiques ou biologiques au niveau de
certaines cellules, organes isoles ou animaux passivement sen-
sibilises et mis au contact de la penicilline. Dans ces conditions
techniques souvent delicates, I'interpretation d'une reponse
negative reste toujours hasardeuse. Aussi, il nous a paru que
le moyen le plus sur de verifier I'absence d'anticorps anaphy-
lactiques anti-penicilline chez des individus presumes normaux
mais dont le serum agglutinait Ies hematies penicillinees etait
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d'etudier leur tolerance a Tadministration parenterale de
l'antihiotique. La negativite d'un tel test de provocation appa-
rait fort peu compatible avec la presence dans I'organisme
d'anticorps allergiques.

Dans ce but, nous avons administre de fa^on prudente de la
penicilline a 3 sujets presentant des tests cutanes negatifs et
une hemagglutination positive au titre de 16, 32 et 8. La
penicilline avait toujours ete bien toleree anterieurement.
L'antibiotique a ete donne par voie orale, intramusculaire ou
intraveineuse (Fig. 3) sans le moindre signe d'intolerance.

Ces observations et d'autres (9—29) demontrent que les
anticorps hemagglutinants different des anticorps anaphy-
lactiques et reaginiques et ne sont done pas responsables des
symptomes allergiques. Leur role et leurs proprietes biolo-
giques doivent encore etre precises. IU sont toutefois re-
trouves suffisamment souvent dans le serum des sujets ayant
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presente une intolerance recente a la penicilline pour que leur
detection a l'aide de la reaction d'hemagglutination puisse
etre consideree comme un test valable quoique non absolu
du diagnostic de l'allergie a la penicilline.

R £ s IIM E

La sero-agglutination des globules rouges humains «peni-
cillines» a pH neutre a ete etudiee chez 195 adultes normaux,
chez 43 patients sous penicillinotherapie, chez 21 sujets avec
allergie ancienne ( > i an) et probable a la penicilline et chez
14 individus presentant une sensibilisation certaine et recente
a Tantibiotique.

L'hemagglutination a ete positive respectivement chez 5,1
pour cent —16,2 pour cent — 9,5 pour cent — et 71 pour cent des
sujets des quatre groupes consideres. Cette reaction, qui n'est
pas totalement specifique, apparait plus sensible que les tests
cutanes pour diagnostic de l'allergie a penicilline.

Dans le cadre de cette sensibilisation, diverses observations
indiquent que les anticorps hemagglutinants different des
reagines et des anticorps anaphylactiques, generalement res-
ponsables des symptomes observes.

Nous remercions Mademoiselle J. Dirlx pour son excel-
lente aide technique ainsi que le Prof. P. Mottreau et le
Dr. AI. Otto-Servais du Service de Transfusion sanguine qui
nous ont autorises et aides a recolter les serums normaux. Le
Prof. S. I.apiere nous a permis d'explorer en collaboration
avec le Dr. R. Leclercg certains patients hospitalises au Service
de Dermatologie. Nous leur exprimons notre gratitude.
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