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Diagnostic des allergies médicamenteuses

1. Introduction
Tout d’abord, les réactions indésirables graves dues aux médicaments représentent 5% des hospitalisations [1lazarou], affectent 6 à 7% des patients déjà hospitalisés et contribuent à la mort chez les patients 0 à 32% [2 pirmohamed]. 
Les progrès récents réalisés dans la compréhension des réponses immunitaires dirigées contre les molécules chimiques démontrent l’existence de réactions immunes spécifiques d’antigène médicamenteux que l’on appelle « allergène médicamenteux ». Les médicaments se comportent comme des haptènes et ont la propriété d’interagir avec des acides aminés spécifiques portés par des protéines endogènes ou exogènes. Ceci aboutit à la formation d’un médicament immunogène capable d’induire une réponse immunitaire spécifique du médicament [4 padovan-6demoly]. Le terme « allergie » doit donc être considéré comme synonyme d’« hypersensibilité » et réservé aux effets secondaires dus aux effecteurs de l’immunité spécifiques c’est-à-dire aux immunoglobulines et aux lymphocytes T. Les manifestations qui n’impliquent pas les Immunoglobulines ou les lymphocytes T correspondent alors aux « pseudo-allergies », que les effets secondaires soient dus à un effet pharmacologique ou non. À titre d’exemple, les urticaires et angio-oedèmes aux AINS et aux inhibiteurs d’enzyme de conversion (IEC) de l’angiotensine sont des manifestations anaphylactoïdes non médiées par IgE ; on parle d’intolérance aux AINS ou intolérance aux IEC [3cousin]. Il est important de noter qu’un médicament donné peut induire les deux types de réactions : pseudo-allergie et allergie avec une expression clinique proche [1bardaux]. Seul le bilan immunologique peut permettre de progresser en individualisant l’existence d’Ig ou de Lymphocytes T spécifique de médicament, ce qui permettra de parler d’allergie. 

2. Application de la classification de Gell et Coombs aux hypersensibilités médicamenteuses

Les manifestations cliniques des allergies aux médicaments peuvent facilement se classer dans les quatre types d’hypersensibilités de Gell et Coombs [2demoly].

– Les allergies médicamenteuses de type I mettent en jeu des IgE spécifiques de médicament et sont médiées par le relargage d’amines vaso-actives par les mastocytes et basophiles. Cliniquement, il s’agit du choc anaphylactique, des urticaires et angio-oedèmes sévères associés à des manifestations systémiques, survenant avec les antibiotiques et les anesthésiques.

– Les allergies médicamenteuses de type II sont dues à des IgG spécifiques qui peuvent activer le complément et aboutir à une cytotoxicité. À titre d’exemple, les cytopénies médicamenteuses.

– Les allergies médicamenteuses de type III sont médiées par des complexes immuns circulants (CIC) formés par l’Ig spécifique et le médicament. Ces CIC peuvent précipiter dans la lumière des petits vaisseaux et donner une vasculite touchant différents organes (peau, rein,…). À titre d’exemple, les vascularites leucocytoclasiques et les maladies sériques après prise de médicaments.

– Les allergies médicamenteuses de type IV impliquent des LT spécifiques de médicament. La présentation des protéines hapténisées par des cellules présentatrices aux LT spécifiques aboutit à leur activation et à la production de cytokines inflammatoires (LT CD4 +) ou à leur fonction cytotoxique (LT CD8 +) ou aux deux. À titre d’exemple, le syndrome de Lyell, la majorité des toxidermies érythémateuses (exanthèmes maculopapuleux) et les eczémas de contact aux médicaments. 

Si l’utilisation de la classification de Gell et Coombs facilite l’analyse des accidents allergiques, il faut néanmoins comprendre que certains accidents sont complexes associant des mécanismes de type différents. Les manifestations cliniques les plus fréquentes de l’intolérance aux médicaments sont à expression cutanéo-muqueuse et sont soit de type immédiat soit de type retardé. La question qui est alors posée est de savoir si les accidents correspondent à une allergie (HS immédiate ou retardée) ou à une pseudo-allergie.

3. Diagnostic d’une allergie médicamenteuse

Il y a vingt ans, très peu de congrès et réunions internationales étaient axés sur l'allergie allergie médicamenteuse. Toutefois, au cours des dix dernières années une quantité énorme de travail a été fait à ce sujet, y compris les études épidémiologiques, immunologiques de recherche sur les IgE et les mécanismes de non-IgE, ainsi que le développement d'allergie médicamenteuse et des réseaux de vigilance de drogue. Toutefois, il est encore difficile pour le clinicien à gérer un patient souffrant d'allergie médicamenteuse. L'incidence de ces réactions, les facteurs de risque, mécanismes, les manifestations cliniques, les méthodes de diagnostic et de gestion peuvent différer de la drogue à la drogue et de patient à patient.

Néanmoins, la démarche diagnostique est la suivante. Les tests cutanés sont au premier plan mais ne peuvent être interprétés qu’en fonction de la clinique. Au niveau des laboratoires de biologie clinique,  le dosage des IgE spécifiques a pu apporter des informations utiles pour le diagnostic de l’HS immédiate aux pénicillines et curares. Cependant, ces tests biologiques d’allergie aux médicaments étaient considéré comme peu sensibles et peu spécifiques. En ce qui concerne les autres médicaments, les laboratoires d’analyses étaient dans l’impossibilité de mettre en évidence les allergies médicamenteuse par simple dosage d’IgE spécifiques.  En effet, l’élément médicamenteux à l’origine des symptômes peut être un de ses métabolites. Les médicaments se comportent comme des haptènes et ont la propriété d’interagir avec des acides aminés spécifiques portés par des protéines endogènes ou exogènes. Ceci aboutit à la formation d’un médicament immunogène capable d’induire une réponse immunitaire spécifique du médicament. L’interrogatoire du patient, l’histoire clinique et le diagnostic précis de l’éruption restent essentiels pour définir le caractère immédiat ou retardé de l’accident médicamenteux.

Pourtant, les cliniciens ont un réel besoin de tests biologiques et immunologiques permettant d’affirmer la nature immunologique d’un accident médicamenteux en individualisant la présence d’Immunoglobulines ou de Lymphocytes T spécifiques de médicament. Depuis quelques années, des progrès laissaient espérer la mise à disposition de tests biologiques capables d’aider au diagnostic d’HS immédiate et d’HS retardée.

De nouveaux tests d’allergie immédiate, comme l’induction d’expression du CD63/CD203c sur les basophiles ou les IgE spécifiques de médicaments sont en cours de validation [12zanni]. En ce qui concerne les réponses retardées médiées par les lymphocytes T, les tests de transformation lymphoblastiques pourraient être intéressants (sauf peut-être pour les pénicillines) [13abastado]. 

4. Centre Hospitalier Universitaire de Liège

Une familiarisation de deux techniques a été réalisée. Les techniques testées sont d’une part, une technique de cytométrie en flux, c’est-à-dire un test d’activation des basophiles sanguins (BAT) et d’autre part, le test de stimulation cellulaire par un allergène (CAST).

Techniques mises au point pour le diagnostic des allergies médicamenteuses

· Le BAT (Basophile Activation Test)

· Le CAST (Cellular Allergen Stimulation Test)

4.1. CD 63 BAT

a) Technique et besoins :
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Le « BASOTEST® Kit » permet d’identifier et de différencier, par cytométrie en flux, les basophiles activés des basophiles au repos chez des sujets sensibilisés.
Nécessite des allergènes médicamenteux adéquat pour le CAST (laboratoire BUHLMANN).

Nécessite un cytomètre : au CHU de Liège, le cytomètre Beckmann.
b) Principe :
Le BASOTEST® utilise la technologie de la Cytométrie en Flux. Ce test permet de faire une détermination quantitative de la dégranulation des granulocytes basophiles dans le sang total humain hépariné. Il est destiné à déterminer l’activation et la dégranulation des basophiles induites par des allergènes. Les cellules sont sélectionnées sur base de l’expression de différents marqueurs exprimés à leur surface : CD45 et CD63. 

Actuellement, la technique de BAT la plus utilisée identifie les granulocytes basophiles par des anti-IgE qui détectent les basophiles activés par un couplage au marqueur de surface CD63. Le CD63 est une protéine associée à la membrane des vésicules dans lesquelles les basophiles accumulent l’histamine. Le complexe antigène-anticorps à la surface cellulaire induit l’activation  du CD63, les vésicules fusionnent avec la membrane plasmatique et le marqueur CD63 s’exprime sur la membrane cellulaire externe. Instantanément, il y a la libération de médiateurs comme l’histamine. Des anticorps monoclonaux couplés à un fluorochrome sont utilisés pour détecter ces protéines sur la membrane. En résume, l’utilisation du BASOTEST® permet  la quantification des granulocytes basophiles activés. 
Le CD45 est une glicoproteine de haut poids moléculaire qui s’exprime seulement dans les cellules de la lignée leucocytaire. Ce marqueur ne s’exprime pas avec la même intensité pour tous les leucocytes. Ainsi, il est capable de distinguer les granulocytes basophiles (qui sont de type CD45 low) des autres cellules de la lignée blanche (CD45 high). 

La Cytométrie en flux est une technique utilisée en routine dans la plupart des laboratoires d’analyse car elle permet d’identifier spécifiquement une population cellulaire dans une échantillon où dominent des autres populations cellulaires. Dans le cas des hypersensibilites de type I, où le basophile est la population recherchée, la cytométrie de flux est un outil de choix (les granulocytes basophiles constituent seulement le 0.5-1% de la population total des globules blancs). De plus, la Cytométrie en flux est un outil intéressant car cette méthode permet de caractériser plusieurs paramètres spécifiques de chaque cellule qu’elle analyse. La Cytométrie en flux analyse la diffusion de la lumière et la fluorescence des cellules.

Il s’agit d’une technique analytique qui consiste à injecter au centre d’une veine liquide une suspension de particules alignées, le but étant de les croiser avec un faisceau laser. Le rayon laser envoie ce faisceau pendant quelques microsecondes contre les cellules, une à une. Les cellules en traversant la trajectoire du rayon laser vont le diffracter, et il se produit simultanément un phénomène de diffusion d’une partie de la lumière incidente, et un phénomène d’émission d’une ou plusieurs  lumières de fluorescence, qui donnent différents signaux lumineux :

1. Signaux de dispersion : quand le faisceau laser change de direction apres l’impact avec la cellule et se propage dans toutes les directions de l’espace. Selon la grandeur cellulaire, les caractéristiques de la membrane, celles du noyau et du matériel nucléaire, les signaux sont captés sous forme de petits angles dans l’axe de propagation (Forward Scatter) ou  sous forme de diffusion orthogonale (Side Scatter).

2.  Signaux de fluorescence : à 90º de l’axe de la propagation laser.  

Celles-ci seront captées pour des détecteurs photoélectriques.  Un ordinateur capable de convertir ces signaux en signaux électroniques mémorise les paramètres de chaque cellule. L’information obtenue se rapporte aux caractéristiques intrinsèques (la grandeur et la complexité nucléaire et cytoplasmatique) autant que les caractéristiques antigeniques (immunophenotype).


c) Matériel utilisé :

Tampon de stimulation (IL-3).
Contrôle positif : le peptide chimiotactique N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP).

Anticorps monoclonaux : 1 bouteille (2 ml) de réactif anticorps bicolore de différentes origines murines conjugués avec différents fluorochromes. 
· L’anticorps monoclonal anti-IgE-PE est conjugué avec la phycoérythrine, qui reconnaît les granulocytes basophiles. 
· L’anticorps monoclonal anti-CD63-FITC est conjugué avec le fluorochrome fluorescéine et détecte la glycoprotéine gp53, exprimé exclusivement sur les basophiles activés.
Un anticorps monoclonal anti-CD45 qui s’exprime seulement dans les cellules de la lignée leucocytaire.
d) Procédure :
Pour chaque patient, sont réalisés :

- un contrôle positif : expression maximale du marqueur et prouve la viabilité des cellules.

- un contrôle négatif : expression basale du marqueur en l’absence d’allergène.

- une stimulation par l’allergène.
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Après avoir ajouté le tampon de stimulation (IL-3) à 100μl de sang hépariné, les tubes sont incubés 10 minutes à 37ºC avec les différentes concentrations d’allergènes. 

La réaction est arrêtée par incubation des échantillons dans un bain de glace. Ensuite les cellules sont marqués par ajout des réactifs contenant les anticorps monoclonaux (anti-IgE-PE, anti-CD45 et anti-CD63-FITC) conjugués avec des fluorochromes. 

La réaction est ensuite arrêtée par ajout de la solution fixe&lyse, qui permet de lyser les globules rouges et de figer les globules blancs pour l’analyse. Après la dernière étape de nettoyage, le pourcentage de granulocytes basophiles activés est déterminé par cytométrie en flux. 

Avertissement : Le sang hépariné doit absolument être traité dans les 4 heures suivant le prélèvement. Les échantillons sanguins doivent rester à température ambiante avant le traitement. 
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Création des histogrammes : 

Histogramme 1 : Tous les événements sont analysés en fonction (Side Scatter (granulosité cellulaire), versus Forward Scatter (taille cellulaire).

La région (a) inclus tous les leucocytes et élimine les débris et les agrégats de globules rouges. 

Histogramme 2 : CD45 versus Side Scatter (granulosité cellulaire), 

La région (b) inclut tous les globules blancs événements CD45 bright. Ainsi, on ne prend que les cellules avec une faible granulosité et CD45+.

    

       HISTOGRAMME 1                               HISTOGRAMME 2
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Histogramme 3 : anti-IgE versus Side Scatter (granulosité cellulaire), 

La région (c) inclus le nuage d’évènements IGE+ CD45+ granuleux… et donc tous les basophiles

Histogramme 4 : anti CD63 versus anti-IgE
La région (d) inclus le nuage d’évènements des basophiles CD63+ et donc tous les basophiles activés.
HISTOGRAMME 3 


HISTOGRAMME 4
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Seuil de positivité :

A partir du contrôle négatif, le seuil de positivité est fixé juste au dessus du nuage des basophiles non activés. Si 15% du total des basophiles sont activés (au dessus du seuil) pour deux dilutions consécutives, on considère le résultat positif (insert kit BASOTEST B&D).
4.2. Le CAST (Cellular Allergen Stimulation Test) ou CAST ®– 2000 ELISA.

a) Principe :
Au cours du CAST®-2000 ELISA, les leucocytes, ayant préalablement été isolés, sont activés par l’IL-3 et simultanément stimulés par des allergènes. Les basophiles, entre autre, produisent des médiateurs de l’allergie comme les sulfidoleucotriènes LTC4 ainsi que leurs métabolites LTD4 et LTE4. Ces sLT fraîchement synthétisés sont ensuite mesurés par ELISA.
b) Matériel utilisé : 
La trousse CAST-2000 ELISA (laboratoires BÜHLMANN)

Contrôle de stimulation : anticorps monoclonal anti-FcRI. 

En tant que contrôle positif prouvant la viabilité et la fonctionnalité des cellules, un échantillon est stimulé à l’aide d’un anticorps dirigé contre le récepteur IgE humain de haute affinité (FCεRI). De manière similaire à un allergène cet anticorps induit le cross-linking du récepteur FCεI et stimule ainsi les cellules. Cet anticorps anti récepteur IgE se lie au domaine 1 de la sous unité α du récepteur IgE de forte affinité. Ainsi, il va se lier au récepteur sans tenir compte du fait que ce dernier soit libre ou chargé d’IgE (Burastero et al, 2005).
Les allergènes CAST (laboratoires BÜHLMANN)
c) Procédure:
Cellular Allergen Stimulation Test peut être séparé en trois étapes principales:
   I) Isolation des leucocytes

Le sang du patient est prélevé dans des tubes à ponction veineuse EDTA. Une solution de dextrane est ajoutée afin d’en augmenter la viscosité. Les érythrocytes sont sédimentés après une incubation de 90 minutes à 18-20°, alors que les leucocytes et les thrombocytes demeurent dans la fraction plasma. Le surnageant sanguin est ensuite soigneusement transféré dans un nouveau tube et les leucocytes sont sédimentés par une brève centrifugation. 

Le surnageant plasmique contenant les thrombocytes est rejeté et le culot de leucocytes est  resuspendu dans du tampon de stimulation contenant de   l’IL-3.

   II) Stimulation des leucocytes

Pour chaque échantillon cellulaire, trois tubes sont préparés :

- Blanc : l’expression des basophiles en l’absence d’allergène.

- Contrôle positif
 : l’expression des basophiles en présence d’un anticorps anti-récepteur IgE qui provoque leur dégranulation. 

- L’expression des basophiles en présence de l’allergène.

De façon à mimer les conditions in vivo, les cellules sont incubées durant 40 minutes à 37°C. Elles sont ensuite brièvement centrifugées avant de les congeler à -80°C jusqu’à l’analyse par ELISA.

 III) Dosage des leucotriènes par un ELISA
Le test ELISA est effectué sur microplaque pré-coatée. 

· 16 puis par essai sont utilisés pour la courbe d’étalonnage et les contrôles en utilisant des échantillons de concentration en sulfidoleucotriènes connue.

Par patient, sont utilisés :

· 2 puits pour l’expression basale.
· 2 puits pour le contrôle de stimulation.
· 2 puits pour chaque allergène testé.
Facteurs influençant les résultats (de Weck et al, 2003) :

- la dose d’allergène : si elle n’est pas suffisamment élevée, elle peut mener à des faux négatifs et inversement ;

- le contrôle négatif peut être élevé : ceci peut être dû à une contamination in vivo ou in vitro par aéro-allergène ou par des endotoxines ;

- le contrôle positif peut être négatif : ce qui prouve la non viabilité des basophiles ;

- le critère de positivité est mal défini : le test sera positif pour la plupart des allergies si stimulation spécifique (après avoir déduit le blanc) est supérieure à 200 pg/ml ou supérieure à 100 pg/ml pour d’autres. Pour les hyménoptères, la concentration de sLT relarguée doit être supérieure à 270 pg/ml pour être positive. Pour les cas où le blanc est fort élevé, le test sera positif si le rapport entre la stimulation spécifique et le blanc est supérieur à 2 ;

- les sLT peuvent être relargués par basophiles, monocytes, éosinophiles ou plaquettes mais le relarguage est 100x plus petit pour les éosinophiles que pour les basophiles/monocytes.

Nombreux sont les cliniciens qui se retrouvent face à des patients autoproclamés allergiques aux antibiotiques, refusant toute médication par antibiothérapie. Les cliniciens se trouvent alors face à un dilemme dans leur choix thérapeutique lorsqu’un nouveau phénomène infectieux se reproduit. Mais ces patients sont-ils vraiment allergiques à tous les antibiotiques de chaque classe ? Une fois de plus, dans ce contexte, l’anamnèse est d’une grande importance. 
Conclusions

Il faut penser aux tests de provocations in-vitro comme le CAST (Cellular Antigen Stimulation Test) ou le BAT (Basophil Activation Test) lorsque :

· Le diagnostic in-vitro est indisponible via les moyens usuels (dosage d’IgEs), notamment pour les médicaments (AB, AINS, curarisants, …), les additifs alimentaires, les colorants, les conservateurs et excipients.
· Il existe des discordances entre l’anamnèse clinique et les résultats biologiques.
· Lorsque les résultats des tests in-vivo sont ininterprétables, ou irréalisables :

· Enfants
· Si risque ++
· En cas de refus du patient de prendre un risque…

Ces deux techniques sont de nouvelles approches scientifiquement séduisantes qui permettent d’explorer le mécanisme physiopathologique des réactions allergiques et d'intolérance et ce, au niveau cellulaire. 

Elles ont également de nombreux avantages : 

· Ces méthodes sont sans danger pour le patient puisqu’il s’agit de tests de provocation in-vitro. 
· Elles permettent d'explorer les réactions allergiques IgE-dépendantes en mimant in-vitro le contact entre l’allergène et les cellules qui vont générer les symptômes. 

· Ces techniques sont robustes.

Elles permettent non seulement d'objectiver mais aussi de quantifier la réactivité des leucocytes par : 

· Le dosage quantitatif des sulfidoleucotriènes qu'ils sécrètent en réponse à une stimulation antigénique (CAST). 
· L’évaluation du pourcentage des basophiles « activés » après contact avec l’allergène via l’expression du marqueur CD63 de la membrane des basophiles activés (BAT).

Par contre, ces tests spéciaux ont besoin d’être standardisés (seuil de décision clinique, dilutions des allergènes). En effet, chaque allergène doit être étudié et testé un par un afin de déterminer la concentration optimale d’allergène à mettre en contact avec les basophiles pour une meilleure réponse à l’allergène. Il faut également prendre en compte qu’une concentration trop élevée d’allergène peut très bien avoir une action toxique sur la cellule.
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Différents marqueurs exprimés à la surface des basophiles : FcεRI : récepteur des IgE, CD203c : surexprimé lors de l’activation du basophile, CD63 : exprimé lors de la dégranulation du basophile en parallèle avec l’histamine, CD45 : exprimé sur les basophiles et CRTH2 : exprimé sur les basophiles, les éosinophiles et les lympocytes Th2 


(Boumiza et al, 2005).





Schéma récapitulatif de la procédure  du CAST














