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B Cell Receptor
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Cellule dendritique
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Cytométrie de flux

Complexe majeur d'histocompatibilité
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I — Introduction

Les hypersensibilités aux médicaments (HSM) sont fréquentes : elles touchent environ 7 a 12
% de la population mondiale, avec une prévalence plus importante chez les femmes agées de
type caucasienne polymédicamentées. Un panel de tests permet aujourd'’hui de caractériser
une HSM avec précision : les tests cutanés (TC), le dosage des IgE spécifiques (IgEs), le test
d'activation des basophiles (TAB) et les tests de réintroduction médicamenteuse (TRM). Le
TAB, est un test fonctionnel, ayant pour but de reproduire ex vivo la réaction
d'hypersensibilit¢ (HS) allergique se déroulant in vivo, par mise en contact de cellules
sanguines avec l'allergéne incriminé. Il quantifie ’activation des polynucléaires basophiles
par cytométrie de flux (CMF). Le TAB occupe une place de plus en plus importante dans
I’exploration des HSM et sa mise en place est souhaitée au laboratoire d’Immunologie du

CHU de Bordeaux.

Dans 1’¢étude bibliographique constituant la premicre partie de ce travail, nous décrirons tout
d’abord les réactions d’HSM, en particulier les HSM immédiates (HSMI) médiées par les
immunoglobulines (Ig) de type E, leur épidémiologie, leur mécanisme physiopathologie et
leurs manifestations cliniques. S’en suivra une présentation des tests diagnostiques
actuellement disponibles et utilisés dans I’exploration des HSMI. Le TAB, les méthodes
d'expression de ses résultats, ses limites et avantages seront ensuite développés afin de cerner
la complexit¢é de sa mise en place au laboratoire et sa place au sein de la stratégie

diagnostique des HSMI au regard des autres tests allergologiques disponibles.

Dans le premier chapitre, 1’objectif de mon travail était d'évaluer les demandes de TAB au
CHU de Bordeaux et de déterminer les indications, le volume et I'apport diagnostique du TAB
pour I’exploration des HSM. Dans le second chapitre, nous avons évalué les procédures des

laboratoires frangais par la réalisation d’une enquéte pour adapter notre future pratique.

Enfin, la derniére partie présentera les perspectives de développement du TAB et ses futures

autres indications au laboratoire.
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1- Définition de I’hypersensibilité aux médicaments (HSM)

Les réactions d'HSM sont des effets indésirables consécutifs a la prise de médicaments. Elles
peuvent étre causées par le principe actif et/ou les excipients. Le terme d’HSM recouvre
I’ensemble des réactions cutanées et/ou systémiques induites par la prise d’un médicament
qu’elles soient de nature allergique ou non. Elles appartiennent aux effets indésirables des
médicaments de type B selon la classification de 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
c’est a dire qu’il s’agit d’une réponse sans lien avec les propriétés pharmacologiques,
indépendante de la dose, imprévisible, nocive et involontaire au médicament pris a une dose
normalement utilisée chez 1'homme (Tableau 1)(1). Les allergies médicamenteuses sont des
HSM pour lesquelles un mécanisme immunologique précis a été démontré c’est-a-dire
lorsque 1’on a mis en évidence des anticorps ou des lymphocytes spécifiques du médicament

incriminé. Ce sont des HSM a médiation immunitaire (2).

Tableau 1 Classification des effets indésirables selon le mécanisme d'apres I'OMS (1)

Effets indésirables Type A Type B Type C
(Augmented) (Bizarre) (Continuoous)
Meécanisme Pharmacologique Immunoallergique Inconnu
Non Immunoallergique Toxicité chronique
Fréquence Elevée (0,5-30 %) Rare <1 % Rare <1 %
Délai de survenue +/- Suggestif Trés suggestif Non suggestif
retardé
Mortalité Faible Importante Faible
Dose dépendant Oui Non Non
Réadministration Possible Contre-indiquée Contre-indiquée
Mesures Retrait rare Aboutit souvent au retrait ~ Aboutit souvent au
réglementaires Modification du du médicament retrait du
Résumé des médicament
Caractéristiques du
Produit

2- Epidémiologie
2-1 Prévalence et incidence

L’HSM représente 15 % de ’ensemble des effets indésirables des médicaments (3). Elle est
de mécanisme immunologique dans 6 a 10 % des cas (4). Les réactions d’HSM affectent 10 a
20 % des patients hospitalisés (3). Une étude américaine (5) a démontré que 6,7 % de ces

patients présentaient des HSM graves et que 0,32 % en sont décédés.
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Les données sur I’incidence des HSM en ambulatoire sont plus limitées mais on estime que 7
a 12 % de la population générale peut €tre touchée (3). Dans une étude de cohorte prospective
de 4 semaines sur des patients externes adultes suivis dans des cliniques (6), 25 % des patients
ont signalé des HSM, dont 13 % étaient graves. Une autre étude rétrospective (7) a rapporté
que 18 % des patients adultes externes ont signalé des effets indésirables liés a un
médicament prescrit au cours de la derniére année. Dans la population pédiatrique (8), les
effets indésirables observés en ambulatoire semblent étre moins fréquents, le taux moyen
d’HSM est de 1,46 %. L’ensemble de ces chiffres est a nuancer. En effet, on note a la fois un
sous-diagnostic des HSM, dii a une sous ou non-déclaration par les médecins pour les cas les
moins graves. Par contre, on souligne un sur-diagnostic des HSM allergiques devant des
symptdmes survenant au cours d’un traitement.

Une ¢étude longitudinale de dossiers de patients provenant du systétme de santé américain
collectés entre 2000 et 2013 a montré que 53,1 % des patients présentent des réactions
d’HSMI (9). Les réactions cliniques comprenaient l'urticaire (48,8 %), les démangeaisons
(15,0 %) et I',edeme de Quincke (14,1 %). Les patients les plus touchés étaient des femmes
(70,3 %) caucasienne (77,5 %). Ces données ont été confirmées par une étude de 2004 (10),
¢évaluant la prévalence de I’allergie médicamenteuse dans une population portugaise en auto-
déclaration : les femmes étaient également significativement plus sensibles a déclarer une
allergie médicamenteuse que les hommes (10,2 % contre 5,3 %). Des différences notables ont
¢été toutefois identifiées pour certains HSM rares, y compris la néphrite interstitielle aigiie, qui
est décrite plus fréquemment chez les hommes (9). Les patients d’origine asiatique
présenteraient plus d'éruptions médicamenteuses et d'effets indésirables cutanés séveres (9).
Parmi les médicaments responsables, les HSM allergiques aux B-lactamines (BL) sont
prédominantes, suivies par ’aspirine et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (10).
Au cours des dernieres années, les allergies a la pénicilline signalées ont diminué¢ mais sont
restées l'allergie aux antibiotiques la plus fréquemment signalée avec une prévalence de
12,8 % des utilisateurs. Suivent les antibiotiques sulfonamides (7,4 %), les opiacés (6,8 %) et
les AINS (3,5 %) (11). La proportion relative d'allergies aux inhibiteurs de l'enzyme de
conversion de l'angiotensine (IEC) (2 %) et aux inhibiteurs de I’hydroxy-méthyl-glutaryl-
coenzyme A (HMG CoA) réductase (statines) (1,5 %) a plus que doublé depuis le début des
années 2000 (11) (Figure 1). I1 a été décrit une plus forte prévalence d’HSM aux AINS, aux

IEC et aux diurétiques thiazidiques chez les patients noirs (11).
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Figure 1 Pourcentages d'allergies médicamenteuses courantes par rapport a toutes les allergies
médicamenteuses signalées entre 1990 et 2013. (A) Allergies aux antibiotiques. (B) Allergies aux
médicaments analgésiques. (C) Allergies aux médicaments antihypertenseurs. (D) Autres
médicaments.(11)

Selon la derniére enquéte épidémiologique réalisée par le Groupe d’Etudes des Réactions
Anaphylactoides Per-anesthésiques (GERAP) (12), les médicaments les plus fréquemment
responsables d'une anaphylaxie au cours d’une anesthésie sont les agents de blocage
neuromusculaire ou curares (NMBA) dans 61,5 % des cas suivis par les antibiotiques (18,6
%), les colorants (5,5 %) et le latex (5,3 %). Une réaction croisée a tous les NMBA est
retrouvée dans 4,3 % des cas. C’est-a-dire que la sensibilisation a un NMBA peut déclencher
une réaction d’HS a une autre molécule de la méme famille. Les réactions croisées entre le
suxaméthonium et le rocuronium sont fréquentes (30,6 %), comme les réactions entre le
rocuronium et le cisatracurium (30,2 %) alors qu’elles étaient plus rares entre le
suxaméthonium et le cisatracurium (17,6 %). Le nombre de réactions allergiques a
I’administration d’un soluté d’expansion volémique est stable, les gélatines étant plus
fréquemment incriminées que les amidons. Les réactions aux morphiniques et aux
hypnotiques demeurent trés rares compte tenu de leur fréquence d’utilisation. Quant aux

réactions mettant en cause les anesthésiques locaux, elles sont exceptionnelles (Figure 2) (13).
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Figure 2 Substances responsables des réactions d'HSI allergiques peranesthésiques recensées dans 6
enquétes épidemiologiques du GERAP de 1984 a 2000 (14)

Si certains groupes de médicaments sont connus depuis des années comme déclencheurs de
réactions d’HSM par exemple les BL ou les agents de chimiothérapie classiques
(carboplatine, cisplatine, taxanes) (15). D'autres médicaments, tels que les anticorps
monoclonaux, sont entrés en pratique clinique plus récemment, mais ils peuvent également
provoquer des réactions d'HSI. Les anticorps monoclonaux chimériques (rituximab,
infliximab...) induisent ces réactions plus souvent que les anticorps monoclonaux humanisés,
mais méme les anticorps monoclonaux entierement humains différent dans les profils de
glycosylation, ce qui peut entrainer la formation de déterminants allergéniques et des
réactions anaphylactiques (16). Au cours des dernic¢res années, des HSM a la sulfasalizine et

les médicaments antituberculeux ont également été signalés (17).

2-2  Facteurs de risque

Comme décrit précédemment, un profil type des patients possédant des facteurs de risque de
développer une HSM est actuellement établi. Il se définit par une femme caucasienne, d’un
age avancé avec des comorbidités telles que le diabete, une pathologie cardiovasculaire et des
médications multiples (18)(19)(20). La prédisposition féminine peut s'expliquer par une
consommation accrue de médicaments, des facteurs génétiques, des changements
épigénétiques et un réle des hormones sur les cellules immunitaires (21). Des antécédents
atopiques tels que la mastocytose systémique, ’urticaire chronique et I'asthme ont également
montré un risque augmenté d’HSM (20)(22). La génétique et le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH ou HLA pour Human Leucocyt Antigen) compose une part
importante des facteurs de risque d’HSM. La prédisposition génétique la plus connue est
I’association HLA B*57:01 et HS a I’abacavir (23) mais depuis quelques années de nouvelles
associations génétiques dans les HSM ont été décrites. Les manifestations allergiques liées au
HLA sont cependant le plus souvent de mécanisme retardé comme le montre le tableau

récapitulatif 2.
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Tableau 2 Association d’alleles HLA aux médicaments dans les manifestations d’hypersensibilité
retardée (D apres (24))

Molécule Manifestation  Allele HLA Populations OR VPN VPP NNT
clinique étudiées
Abacavir HSS, rash, B*57:01 Caucasienne, 690 100% 55% 13
fievre, Africaine, (patch-test)
malaise, Afro-
troubles américaine
gastro-
intestinaux
Allopurinol SJS/TEN B*58:01 Caucasienne, >800  100% (pop. 3% 250
DRESS chinoise chinoise)
Efavirenz Rash DRB1*01 Frangaise - - - -
Nevirapine DRESS B*14/Cw8 Italienne, - - - -
Cw8 japonaise,
Cw4 chinoise
DRBI1*15 (Han),
B*3505 asiatique,
B*3501 australienne
B*15/DRB1*15
Rash B*35:05 Thailandaise, - 97% 16% -
Cw4 Africaine,
Asiatique,
Européenne
Hépatite DRB1*01 :01 Européenne, - 96% 18% -
DRB1*01 :02 australienne,
sud-africaine
Flucoxacilline Hépatite B*57:01 Européenne >99% <1% 13819
DRB1*0107-
DQB1*0103
Amoxicilline et Hépatite HLA*02 :01 Européenne - - - -
aminopénicillines DQB1*0602
DRB*15 :01-
BQB1*06 :02
Rash A*2 Italienne - - - -
DR*52
Sulfaméthoxazole  SJS/TEN B*38 Européenne - - - -
Sulfamides SJS/TEN A*29 C - - - -
B*12
DR7
Isoniazide DILI NAT2, \% - - - -
CYP2EI*5 et
*1B
Carbamazépime SJS/TEN B*15:02 Caucasienne, >1000 100% 3% 100
chinoise (population
chinoise)
DRESS A*31:01 Européenne, 9,5 >99% <1% 5000
chinoise,
japonaise
Dapsone DRESS, rash, B*13:01 Australienne, 81 >99% <1% 13819
hépatite chinoise,
japonaise

NNT, nombre de patients a tester pour une manifestation clinique (number needed to treat) ; OR, Odd ratio ;
VPN, Valeur prédictive négative; VPP, valeur prédictive positive ; DRESS, Syndrome de réaction au
médicament avec éosinophilie et troubles systémiques (drug reaction with eosinophilia and systemic symptoms) ;
HSS, syndrome d’hypersensibilité (HSS) ; SJS/TEN, Syndrome de Stevens-Johnson et de nécrose épidermique
toxique (toxic epidermic necrolysis); DILI, llésion hépatique d'origine médicamenteuse
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Des associations médicamenteuses particuliéres abaissent le seuil de sensibilité et d’activation
mastocytaire. C’est le cas, par exemple, chez des patients recevant des -bloquants associés a

des IEC qui se sont révélés étre plus a risque de symptomes anaphylactiques séveres (25).
3- Physiopathologie des HSM
3-1  Mécanismes mis en jeu dans les HSM

La réaction d’HSM résulte d’une activation du mastocyte provoquant la dégranulation du
contenu de ses granules. Le mécanisme peut €tre non allergique sans reconnaissance du
médicament par le systtme immunitaire (pharmacologique, etc...) ou allergique en

impliquant I’immunité spécifique dite adaptative (Figure 3).

ACTIVATION NON ALLERGIQUE ACTIVATION ALLERGIQUE

Infections

C5a

Neuropeptides
(stress, effort)

Morphine, codéine

Pharmaco : aliments,
médicaments. . .

MRGPRX2

Figure 3 Schéma de I’HS immédiate non allergique et allergique d'aprés Nicolas et al. 2015 (3)

La réaction allergique peut étre due a des anticorps (HS de types I a III) ou aux lymphocytes
T (HS de types IV), selon la classification modifiée de Gell & Coombs adaptée par Pichler en
2003 (Figure 4) (26)(27).
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Figure 4 Classification revisitée des maladies allergiques de Gell et Coombs adaptée par Pichler (27)

Dans cette these, seule ’HSMI (type 1) médiée par les Ig de sous-type E (IgE) sera traitée et

détaillée.
3-2  Hypersensibilit¢ Immédiate aux Médicaments (HSMI)

L’HSMLI, a l’instar de toutes les HS a mécanisme immunologique allergique, peut étre décrite
en deux phases successives : une phase de sensibilisation suivie d’une phase de révélation des

symptomes.
3-2-1 Phase de Sensibilisation

La phase de sensibilisation correspond a I’activation de lymphocytes T helper (Th) CD4+ et
de lymphocytes B spécifiques (Figure 5B et C). Cette activation est renforcée par un contexte
cytokinique favorable qui polarise I'immunité adaptative vers la voie Th2. Cette voie va
permettre la commutation de classes des lymphocytes B spécifiques ayant reconnu 1’antigéne
et ainsi favoriser la production d’IgEs. (Figure SD). L’HSMI est en effet médiée par cette IgE
qui se lie & son récepteur a la surface des cellules effectrices (Figure S5E). A ce stade, les
patients ne présentent aucun symptome. Il y a une mise en route des réponses
immunologiques de mémorisation pour les lymphocytes B (LBmém.) et T (LTmém.). Les

cellules sont prétes a réagir lors de nouvelles rencontres avec 1’allergene.

20



Facteurs environnementaux
Tabac
Allergéne =
Médicament g

Cellules

ﬁf.n épithéliales

Commutation
de classe isotypique 4 L8
lgM % mém.
LB y . .
if oF Expansion de LB mémoires
’na N ’-’ w et plasmocytes sécréteurs d’IgE
'y ]
3 &

naif Th2 - 5 5 IeE
Tha IL-4 B

IL-13 :
k—lmz
IL-4 i ; ‘.

s "A

é L1 Y
y 8 %

i

Polarisation Th2 et LT mémoires

4
@
Mastocyte %

Récepteurs FceRl (forte affinité) Mastocytes tissulaires , Basophiles sanguins
Récepteurs FceRll {faible affinité) Plaquettes, Eosinophiles, Cellules de
Langerhans, Macrophages, Lymphocytes T

Figure 5 Phase de sensibilisation de |’hypersensibilité médice aux IgE, d’aprés Palomares, 2017 (28)
PNB : Polynucléaire basophile, CD : Cellule dendritique, CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité, IL : Interleukine, Ig : Immunoglobuline, L : Lymphocyte, NKT : Natural Killer
T, TCR : T Cell Receptor, TSLP : Thymic stromal lymphopoietin

3-2-1-1 Activation de Th spécifiques

L’activation des Th spécifiques repose sur trois principaux modeles non
exclusifs  (29)(30)(31) : le modele hapténe/prohapténe, le modele d'interaction
pharmacologique (concept p-i) et le modele de répertoire du soi modifié (Tableau 3) (32).

Dans les HSMI, c’est le modéle hapténe/prohapténe qui est impliqué.
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Tableau 3 Exemples schématiques pour ['hypothese haptene/pro haptene, le concept p-i et le modeéle

du répertoire du soi modifié

Modéle
hapténe/prohapténe

Concept p-i
Interaction
Ppharmacologique avec le
récepteur immunitaire

Modéle du répertoire du
soi modifié

Mécanisme L’allergéne se lie de La molécule se lie de L’antigéne se lie de
mani€re covalente a un fagon non covalente maniére non covalente au
peptide du soi qui est directement au HLA ou sein du sillon de liaison
alors reconnu par les au TCR sans apprétement au peptide, modifiant
CPA, puis présenté avec de I’antigéne ou ainsi le répertoire de
le CMH aux lymphocytes chargement du peptide. peptides capables de se
T comme un antigéne Cette  réaction peut lierau HLA

survenir lors de la
premiére exposition
Schéma
Lymphocyte T Lymphocyte T Lymphocyte T
TCR TCR TCR
\_L“J /F
HLA classe HLA classe
loull loull
A
CPA CPA
\___~ —__/

Exemples BL (liaison a I’albumine), BL, Fluoroquinolones (FQ), AINS, produits de
AINS, sels de platine, contraste, carbamazépine (HLA-B*15:02),
anticorps monoclonaux allopurinol, abacavir (HLA-B*57 :01), vancomycine

CPA : Cellule présentatrice d’Antigene, CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité, HLA :
Human Leucocyt Antigen, TCR : T Cell Receptor

Le dogme, fondé sur des données générées au début du 20°™ siécle (33) qui mentionne qu’un
médicament a besoin de se lier de maniere covalente a une protéine pour former un nouvel
antigéne (complexe hapténe-carrier) est toujours d’actualité. Il indique que les petites
molécules comme les médicaments ou les métabolites de médicaments sont trop petites pour
déclencher une réponse immunitaire spécifique par elles-mémes (34). Certains médicaments
sont des pro-hapténes et ne peuvent se lier de manicre covalente aux protéines qu'apres avoir
¢té métabolisés. Ce n'est qu’apres cette liaison qu'un nouvel antigéne est généré (complexe
hapteéne-protéine) (35). Ce premier modele correspond donc a l'altération de protéines par la
liaison du médicament. Ceci géneére une entit¢ « non-soi » considérée comme un néo-
antigeéne, prise en charge par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) professionnelles,
telles que les cellules dendritiques (CD) présentes dans les muqueuses des voies respiratoires,

de ’intestin ou de la peau. Les CD maturent et migrent vers les ganglions lymphatiques pour
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présenter 1’antigéne aux lymphocytes Th. La formation d'un nouvel antigéne n'est cependant
pas une condition préalable a tous les HSM et ne représente qu'une partie de celles-ci.

Les deux autres mode¢les d’activation lymphocytaire sont impliqués dans les HS de type 1V
(Figure 4). Le concept p-i (« interaction pharmacologique avec les récepteurs immunitaires »)
consiste en une interaction directe des médicaments avec les récepteurs immunitaires (HLA
ou T Cell Receptor (TCR)), ce qui conduit a une réaction médiée par les lymphocytes T, qui
présente des caractéristiques d’HS et/ou de réactions allo-immunes et/ou auto-immunes (36).
Lors du mode¢le du répertoire du soi modifié, la spécificité de liaison de la molécule HLA est
modifiée par la présence du médicament, entrainant la présentation de nouveaux ligands. Les
lymphocytes T normalement auto-tolérants sont exposés et activés par ces néo-auto-peptides

présentés par le complexe HLA-médicament (37).

3-2-1-2 Sélection des lymphocytes B

Parall¢lement a 1’activation des Th spécifiques, 1’allergéne est reconnu par le lymphocyte B
spécifique. La probabilit¢é qu’un lymphocyte B s’active directement par reconnaissance
directe de I’antigéne par son B Cell Receptor de type IgM (BCR) est trés faible. Une
activation efficace des lymphocytes B nécessite la combinaison des deux signaux, le premier
recu par le BCR (premier signal), spécifique d'antigéne, et le second dépendant d'interactions
récepteurs/ligands membranaires ou solubles (cytokines) non spécifiques de I'antigéne
(second signal) apporté par les lymphocytes T folliculaires auxiliaires dans le cadre d'une
coopération T-B ou le lymphocyte B se comporte en CPA. Dans la réaction allergique, le
lymphocyte B regoit de la part du lymphocyte Th2 spécifique des signaux solubles
nécessaires a sa prolifération et a sa survie comme I'IL (Interleukine) de type 4 (IL-4) qui joue
un réle dans la commutation de classe préférentielle vers les IgE, la maturation de 1'affinité et

la différentiation des plasmocytes (Figure 5 C-D).

3-2-1-3 Role des cytokines

Dans I’allergie, la réponse est orientée vers la voie type Th2 grace a cet environnement
cytokinique favorable comprenant de I’IL-4, I’IL-5, I'IL-9, I'IL-13 et trés peu d’IL-12
impliqué dans la voie Thl.

Les cellules tissulaires résidentes contribuent a la sensibilisation allergique (28). En effet, les
cellules épithéliales forment une barriere imperméable représentant la premicre ligne de

défense contre les dangers de I’environnement.
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Ces cellules ¢épithéliales, différentes selon les tissus, ne doivent pas étre seulement
considérées comme une simple barriere physique, mais aussi comme d’importantes cellules
immunorégulatrices capables de produire différentes cytokines aprés stimulation, telles que
I’IL-25, ’IL-33, I'IL-31 ou le Thymic stromal lymphopoietin (TSLP). Elles contribuent a la
polarisation de la voie Th2 et a la production d’IgE favorisant ainsi la sensibilisation (Figure
5A).

Les polynucléaires basophiles et les cellules Natural Killer T (NKT) contribuent également a
cette sensibilisation en produisant de fagon précoce de I’IL-4. Les cellules lymphoides innées
de type 2 (ILC2) acteurs importants avec un rdle essentiel dans I'inflammation allergique des

poumons et de la peau, produisent qu’en a elles de IL-13 mais pas IL-4 (38).

3-2-1-4 Les IgEs et leurs récepteurs cellulaires

Les IgE ont une concentration sérique treés faible, de 50 a 100 pg/L environ (100 000 fois
moins que les IgGG), notamment du fait d’une demi-vie sérique courte. En effet, si les IgE
persistent plusieurs mois a la surface des cellules, ils ne persistent seulement que quelques
jours sous forme libre dans le sang périphérique.

L'architecture globale de la molécule d'IgE differe le plus significativement de celle d'IgG en
ce qui concerne le domaine cristallisable (Fc) de la chaine lourde et I'absence d'une région
charniere dans la chaine €. L'IgE-Fc est composé de 6 domaines arrangés en un dimere des

domaines Ce2-Ce3-Ce4 (Figure 6) (39).

Figure 6 Représentation schématique de la conformation structurelle d'une IgG (a) et d 'une IgE (b).

(39)
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Les IgE se lient, par le Fc a des récepteurs présents a la surface des cellules créant un site de
liaison multivalent pour l'antigéne médicamenteux (Figure SE). Il existe deux types de

récepteurs décrits actuellement aux IgE FceRI (de haute affinité) et FceRII ou CD23 (de faible

affinit¢) dont les caractéristiques sont détaillées dans le tableau 4 (40).

Tableau 4 Caractéristiques principales des deux types de récepteurs Fc aux IgE

Récepteurs FceRI FceRIl (CD23)
Superfamille Immunoglobuline Lectine (Ca?" dépendant)
Expression cellulaire Mastocytes tissulaires Plaquettes

Basophiles circulants Lymphocytes T et B
Eosinophiles
Cellules de Langerhans
Macrophages
Structure Complexe tétramérique a.y2 Homotrimere

Moleécules liées

Interaction entre [I’IgE et
son récepteur

Voie de signalisation

Alffinité

Remarques

IgE non liées au médicament

Interaction hydrophobe entre
la chaine a (FceRI) et le
domaine Ce3 (IgE) stabilisée
par le domaine Ce2

ITAM (motif situé dans la
région intracellulaire des
chaines 3 et y)

Haute
K,=10°10""M"!
Forme trimere oy, sur CD,
cellules de Langerhans,
monocytes, macrophages,
neutrophiles, €osinophiles et
plaquettes

c

Head domain

C-terminal tail

Coiled-coil
stalk

N-linked
= glycosylation

Complexes immuns IgE-
médicaments
Interaction entre le domaine
« téte » (CD23) et les
domaines Ce3 (63%) - Ce4
(12%) (IgE) indépendante du
Ca?"+/- liaison au
corécepteur CD21
Voie Protéine Kinase C
(PKC)

Faible
K,=10°10'M !
Existe sous forme li¢e a la
membrane (mCD23) et sous
formes de fragments
solubles (sCD23) libérés par
protéolyse de la tige
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La liaison des IgE sur les récepteurs présents a la surface des plasmocytes va jouer un role
dans la régulation de la production d’IgE. L'engagement de CD23 membranaire (mCD23) par
des complexes immuns IgE-médicament sans le corécepteur CD21 fournit un signal de
régulation négative pour la synthése d'IgE. Les molécules CD23 solubles (sCD23) peuvent
exister dans des états monomeres ou trimériques. Ces deux états ont des effets opposés sur les
lymphocytes B qui expriment des IgE membranaires (mIgE), respectivement une régulation a
la baisse ou a la hausse des IgE. En effet, c’est la co-réticulation sCD23 trimérique avec les
mlgE en présence de CD21 qui conduit a une régulation a la hausse. La liaison des mIgE a
CD23 protege également cette derniére contre la protéolyse et empéche la formation de
sCD23. sCD23 a donc un rdle, conjointement avec mCD23, dans I'homéostasie de la synthése

en IgE (41).

3-2-2 Phase effectrice

Celle-ci se déroule lors d’une seconde exposition au médicament et met en jeu les mastocytes

et les polynucléaires basophiles.

Tableau 5 Caractéristiques des basophiles et mastocytes d’apreés (42)

Basophile Mastocyte
Origine Cellule hématopoiétique Cellule hématopoiétique
CD 34+ CD 34+
Site de maturation Moelle osseuse Moelle osseuse et/ou tissu
Taille 5-7 pm 5-10 pm
Durée de vie Heure Mois
Caractéristiques Noyau Segmenté Bond
Localisation Sang Tissu
Aspect cytologique
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Ces cellules effectrices sont d’origine myé¢loide et émergent de la différenciation des cellules
souches hématopoiétiques. Les polynucléaires sont retrouvés au niveau sanguin contrairement
aux mastocytes qui effectuent leur maturation au niveau tissulaire (42). Les caractéristiques de
ces cellules sont détaillées dans le Tableau 5.

Le médicament, lors de sa réintroduction, effectue un pontage des IgE, préalablement
synthétisés et fixés a la surface des basophiles et des mastocytes entrainant la libération de
médiateurs responsable des symptomes cliniques. Pour déclencher une réaction allergique,
I’allergene doit €tre multivalent, c’est-a-dire qu’il doit posséder de multiples épitopes
(répétitifs ou non) pour pouvoir €tre reconnu au minimum par deux IgEs. La structure
hapténique rend le pontage de deux IgE difficilement réalisable a la surface des
polynucléaires basophiles.

La signalisation intracellulaire FceRI dans les mastocytes passe par un réseau de molécules de
signalisation et de protéines adaptatrices, conduisant a des effets sur la migration et 1'adhésion
des cellules, la croissance et la survie, la dégranulation, la production d’eicosanoides et la
production de cytokines et chimiokines (Figure 7) (43). Le FceRI dispose de motifs ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine- based Activating Motif) couplés aux tyrosine-kinases lyn et syk
(44)(43). La voie de la Protéine Kinase C (PKC) est activée et provoque la migration des
granules sécrétoires vers la membrane plasmique et 1'exocytose du contenu granulaire dans le
milieu extracellulaire. L'efficacit¢ de la dégranulation IgE-dépendante est augmentée par la
fusion des granules entre elles grace a de véritables canaux qui permettent au contenu
granulaire de cheminer vers les granules ayant déja fusionné avec la membrane plasmique. Le
contenu des granules est libéré sans que chaque granule se déplace jusqu'a la membrane
plasmique et fusionne avec celle-ci. Le phénomeéne d'exocytose mastocytaire est rapide,
atteignant son maximum environ 15 minutes aprés l'agrégation par l'allergene
médicamenteux, d'ou le nom d’HSI. Dans un second temps, ’activation de la Phospholipase
A2 (PLA:) permet le métabolisme des phospholipides des membranes des granules (acide
arachidonique et lysophosphatidylcholine) et la libération différée, deux heures apres, de
médiateurs lipidiques néoformés (Tableau 6).

Les manifestations cliniques déclenchées par ces médiateurs sont décrites au paragraphe 4.
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Figure 7 Voie de signalisation lors de la phase de déclenchement médiée aux IgE (deuxieme contact),
Wu 2011 (43)

FceRI a la surface des mastocytes est un complexe tétramérique composé d’'une sous-unité o, d’'une
sous-unite [ et de deux sous-unités y liées par un pont disulfure (bleu). La signalisation de FceRI
proximale est médiée par les kinases de la famille Src et Syk (jaune). Les protéines adaptatrices
incluent LAT, NTAL/LAB/LAT2, Grb2 Gads et SLP76 (bleu clair). Les voies de signalisation lipidique
sont médiees par PI3K, SphK, PLD et PLC (violet). La signalisation du calcium se déroule selon un
processus en deux étapes, consistant en la libération initiale des réserves intracellulaire de calcium
(ER), suivie d’un afflux de calcium extracellulaire (vert). Les molécules et voies de signalisation
supplémentaires incluent Btk, qui relie ['activation de PI3K a [’activation PLC (marron), Ras/MAPK
(orange), PDK1/Akt/mTOR (gris), PKC (blanc) et NF-kB (rose). PA = acide phosphatidique IP3R :
réecepteur d’inositol 1,2,5-triphosphate.

Tableau 6 Récapitulatif des médiateurs préformés et néoformés apres dégranulation mastocytaire

Médiateurs Préformés Néoformes
Amines vasoactives Leucotriénes,
(histamine), protéases prostaglandines, 5-
(tryptase, héparine), lipooxygénases dérivés de
cytokines, facteurs de I’acide arachidonique,
croissance Platelet Activator Factor
(PAF) dérivé de la
lysophosphatidylcholine
Libération Immédiate (15 minutes) Différée (2 heures apres la
dégranulation)
Temps de régénération 72 heures B
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3-2-3 Des réactions anaphylactiques non IgE dépendantes

Les anticorps de la classe IgG peuvent étre également responsables de réaction d’HS, via la
génération de complexes immuns IgG/allergéne. Ces complexes engagent les récepteurs
gamma Fc (FcyR) sur diverses cellules my¢loides, tels que les monocytes/macrophages, les
polynucléaires neutrophiles et basophiles ou les mastocytes. En effet, les neutrophiles jouent
un role pathogene dominant dans les modeles murins d'anaphylaxie sévere, y compris les
modeles induits par les IgG humaines et le FcyR humain, suggérant que les neutrophiles
pourraient également contribuer a I'anaphylaxie chez I'homme (45). Les neutrophiles peuvent
méme éEtre suffisants pour induire des symptomes anaphylactiques, car ils peuvent libérer
rapidement un certain nombre de médiateurs lipidiques et protéiques et leur acide
désoxyribonucléique (ADN) génomique et mitochondrial sous la forme de pieges
extracellulaires neutrophiles (NET), un processus appelé NETose. Ils sont les principaux
producteurs de Platelet Activator Factor (PAF) qu’ils libérent in vitro lors de la liaison au
FcyR. Des concentrations ¢levées de PAF peuvent étre notamment détectées dans le sérum de
patients humains aprés une anaphylaxie aux NMBA et étre corrélées a la sévérité¢ de la
réaction (45). Ainsi, cette voie IgG, FcyR et neutrophiles peut coexister avec la voie classique
dépendante des IgE et aggraver les réactions d’HSMI associ¢e aux IgE comme les HS aux
NMBA (45). Elle pourrait également étre responsable d’HSM chez les patients sans marqueur
de l'activation immunitaire IgE-dépendante, précédemment désignée comme HS « non
allergique » et éclairer certaines approches diagnostiques des réactions d’HSI induites par

NMBA.

3-3  Pseudo-allergie

Parfois, il est difficile de caractériser le mécanisme immunologique d’une HSM. De plus,
avec certains médicaments, la réaction d’HS est observée a la premiere administration du
médicament, ce qui va a I’encontre du mécanisme immunoallergique en deux phases comme
précédemment expliqué. Au vu de ces observations, il faut envisager que des mécanismes
alternatifs non allergiques sont mis en jeu lors de la réaction d’HSM. Ces HS sont appelées
« pseudo-allergie » (36). Elle repose sur des interactions médicamenteuses avec les récepteurs
ou les enzymes cibles. Elles peuvent conduire a I’activation directe des mastocytes ou a une
production accrue de médiateurs inflammatoires. Les IgE ou les lymphocytes T spécifiques ne

sont alors pas impliqués (Figure 3).
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3-3-1 Effet pharmacologique sur les enzymes

L’activité pharmacologique de certains médicaments sur le blocage d'enzymes comme la
cyclooxygénase (COX) (46) peut entrainer une augmentation du niveau des médiateurs tels
que les leucotriénes. C’est le cas des traitements par AINS par exemple (Figure 8A). Chez la
plupart des patients, le mécanisme de I'effet indésirable n'est pas allergique (47).

D’une autre manicre, lors d’un traitement par IEC, la bradykinine n’est plus dégradée par
I’enzyme de conversion. Sa persistance anormale dans 1’organisme peut provoquer des

réactions tels que les angioedémes a bradykinine (48).

3-3-2 Stimulation directe des récepteurs X2 couplés a la protéine G (MRGPRX2)

Pour d’autres médicaments, c’est la stimulation directe des récepteurs MRGPRX2 des cellules
effectrices de l'inflammation (15) qui est responsable de 1’activation mastocytaire (Figure
8B). En condition physiologique, le MRGPRX2 est activé par des neuropeptides comme la
substances P ou certains opioides et cela provoque le relargage d’histamine et de tryptase par
les mastocytes (49). On retrouve dans de récentes expériences in vitro (15), que les NMBA,
les fluoroquinolones (FQ) et la vancomycine sont capable d’activer des récepteurs
MRGPRX2, ce qui entraine une dégranulation des mastocytes. Si les NMBA induisent la
majorité des réactions anaphylactiques lors d'une anesthésie générale, jusqu'a 85 % de ces
réactions surviennent chez des patients sans exposition préalable aux NMBA. La réaction
anaphylactique induite par le médicament chez les patients naifs de médicament peut
s'expliquer par une sensibilisation croisée aux IgE ou par la présence d'un mécanisme non
dépendant des IgE. Les FQ représentent également un groupe de médicaments qui peuvent

provoquer des réactions anaphylactiques chez les patients naifs de médicament.
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Figure 8 Mécanismes impliqués dans ['hypersensibilité immédiate non IgE médiée

Les réactions pseudo-allergiques dépendent de la dose. Ils nécessitent généralement des doses
sensiblement plus élevées pour déclencher des symptomes cliniques que les réactions induites

par les IgE (36).
4- Manifestations cliniques

Cliniquement, les réactions d’HSM sont généralement classées comme immédiates ou non
(retardées) en fonction de leur apparition pendant le traitement. Les réactions d’HSMI
surviennent dans les 1 a 6 heures apres la derniére administration du médicament. En régle
générale, elles surviennent dans la premiére heure suivant la premicre administration d'un
nouveau traitement d’ou le caractére indispensable de consigner les heures d’apparition des
symptomes et leur durée. Ils se manifestent généralement sous la forme de symptomes isolés
tels que l'urticaire, 1'eedéme de Quincke, la conjonctivite, la rhinite, le bronchospasme, les
symptomes gastro-intestinaux (nausées, vomissements, diarrhée, douleurs abdominales). Dans
les situations les plus séveres des réactions d’HSI, la manifestation clinique peut étre définie
par le terme d’anaphylaxie (50).

Il s’agit d’un syndrome clinique associant de manicre variable des signes respiratoires
(dyspnée et bronchospasme) et/ou circulatoires (tachycardie, hypotension, collapsus) et le
plus souvent des signes cutanéomuqueux (urticaire, cedéme, grave lorsqu’il touche le larynx).
D’autres signes cliniques (douleurs abdominales, diarrhée, vomissement) peuvent étre

¢galement associés.
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Les différents grades de réaction anaphylactique sont définis par la classification de Ring and
Messmer présentée dans le tableau 7 (51)(52). Cette échelle de gravité est un outil aidant a
évaluer la sévérité de la réaction anaphylactique.

Le grade I de sévérité modérée est défini par des signes cutanéomuqueux généralisés ou non.
Le grade II est caractéris€¢ par une atteinte multiviscérale qui reste modérée. Le grade III
comprend des symptomes plus séveres menagant la vie comme une défaillance mono ou
multiviscérale. Les patients sont généralement transférés en réanimation pour la suite de la
prise en charge. Le dernier grade (IV), le plus grave, est représenté par 1’arrét respiratoire ou
cardiovasculaire. L’apparition d’un des symptomes classe le choc dans le grade

correspondant.

Tableau 7 Classification des réactions anaphylactiques selon a la sévérité des manifestations
cliniques (modifiée selon Ring et Messmer 1977) (51)

Grade Cutané Gastro-intestinal Respiratoire Cardiovasculaire

I Erythéme, urticaire = = -
avec ou sans
angioedéme

Il Erythéme, urticaire Nausées Dyspnée Tachycardie (> 20
avec ou sans bats/min)
angioedéme Hypotension (> 20

mm Hg systolique)

I Erythéme, urticaire Vomissements, Bronchospasme, Choc et troubles du
avec ou sans diarrhées Cyanose rythme
angioedéme

V1% Erythéme, urticaire Vomissements, Arrét respiratoire Arrét cardiaque
avec ou sans diarrhées
angioedéme

Ces manifestations cliniques sont le résultat de la libération de médiateurs lors de la réaction
anaphylactique (Tableau 8). Ils sont liés a 1’apparition de signes cliniques immédiats ou

retardés.

Tableau 8 Récapitulatifs des effets des médiateurs libérés lors d'une réaction anaphylactique (44)(43)

Voies PKC PLA> Transcription
Meédiateurs impliqués Histamine, Prostaglandines, leucotriénes,  IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
tryptase, chymase PAF 8, IL-10, IL-13, TNF
Délai d’apparition Effets immédiats ~ Maintien des effets immédiats Effets retardés
Initiation des effets retardés
Manifestations Vasodilatation, Contraction des muscles Inflammation,
.. adhésion lisses, augmentation de la recrutement, activation et
cliniques 1 : o ) ;
eucocytaire, perméabilité vasculaire survie des leucocytes,
bronchospasme orientation Th1/Th2,
remodelage tissulaire

PKC : Protein Kinase C, PLA2: PhospholLipase A2, PAF : Platelet Activeted Factor, IL :
Interleukine, TNF : Tumor Necrosis Factor
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5- Stratégie diagnostique des HSMI

5-1  Anamnese et imputabilité

Les réactions d’HSMI, comme dit précédemment, constituent un probléme de santé important
dont le diagnostic correct n'est pas toujours simple et souvent négligé. La premicre étape,
primordiale, nécessite un interrogatoire poussé permettant de déterminer avec précision
I’imputabilit¢ du médicament.

Il est indispensable de reprendre I’anamnese et la chronologie de 1’apparition de signes d’HS
(50). En effet, le patient pour lequel on suspecte une allergie médicamenteuse a da étre
expos¢ au médicament lors de la phase de sensibilisation, avant de présenter une réaction. Il
n’est pas rare d’avoir des omissions pour les produits qui ne sont pas considérés comme des
médicaments ou au contraire conclure trop rapidement a I’imputabilité d’une molécule par le
patient, notamment lorsque les consultations sont effectuées a distance de 1’épisode. Des
réactions croisées entre les différents médicaments sont possibles (pholcodine, dérivé
morphinique et curares en raison de la présence du groupement ammonium quaternaire), et
peuvent étre responsables de déclenchement de réactions d’HS (53).

La co-administration avec d’autres médicaments, le mode d’administration (voie per-os,
intraveineuse, sous-cutanée) ainsi que les antécédents tels que un terrain atopique familial ou
personnel, de 1’asthme, des allergies connues doivent étre recueillis (54).

Les registres et I’implication de la pharmacovigilance ainsi que les données recueillies par les
professionnels de santé (pharmaciens d’officine, médecins généralistes, urgentistes...) sont

essentielles pour pouvoir orienter le diagnostic.
5-2  Tests diagnostiques

La deuxiéme étape de diagnostic se concentre sur les tests allergologiques. Lors de la
sélection de ces tests, il est important de considérer le caractére immédiat ou non de la
réaction. Les prick-tests (PT) et les intradermoréactions (IDR) a lecture immédiate sont les
outils les plus facilement disponibles pour diagnostiquer les réactions immédiates (55)(56). La
détermination du taux d'IgEs est toujours la méthode in vitro la plus courante pour évaluer de
telles réactions, notamment quand les TC sont irréalisables (eczéma, peau aréactive) ou que
I’interprétation est difficile (dermographisme). Désormais de nouveaux outils sont également

disponibles au diagnostic et a la prise en charge tels que les tests cellulaires dont le TAB.
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5-2-1 Les tests in vivo

5-2-1-1 Tests cutanés (TC)

Les TC sont des méthodes permettant le diagnostic médical des allergies, en provoquant une
réaction allergique controlée de faible ampleur. Ils consistent a faire pénétrer des allergénes
dans 1'épiderme pour le PT et dans le derme pour les IDR afin d'observer ou non la réponse
d’HS immédiate de l'individu, qui se manifeste par un érythéme, une papule et un prurit

(Figure 9). La réalisation des TC est décrite dans le tableau 9.

Prick-test: piqlre IDR: injection

superficielle au travers intradermique de

d'une goutte d'allergéne I'allergene de fagon
stérile

Figure 9 Schématisation de la réalisation des TC et image de papule (57)

La préparation parentérale du médicament suspect, de préférence la forme intraveineuse a la
concentration recommandée, doit &tre utilisée pour le PT et I'IDR (58). Lorsque le
médicament n'est disponible que sous forme de comprimé ou de capsule seul le PT peut étre
effectué. Il consiste a dissoudre le contenu des comprimés / gélules dans une solution NaCl a
0,9 % et a utiliser la concentration maximale pouvant étre atteinte pour rendre le test aussi
sensible que possible. La plupart des médicaments sont peu solubles dans l'eau et c'est
souvent la suspension saturée qui est utilisée. Ces tests sont peu douloureux mais doivent étre
pratiqués par un médecin allergologue ou par du personnel formé par celui-ci. Le PT est
I’examen de premiére intention du bilan allergologique car 1’infraction cutanée est moins

importante que pour I’IDR.
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La positivit¢ des TC (PT et/ou IDR) est un argument fort pour définir I’imputabilité¢ du
produit ou du médicament dans la survenue de la réaction (55). A I’inverse, leur négativité
n’exclut pas une HS. La valeur diagnostique des TC dépend de la nature de la réaction
cutanée et du type de molécule impliquée. Leur spécificité est excellente mais leur sensibilité
est variable. Il est généralement admis d’effectuer les TC entre 6 semaines et 6 mois apres la
réaction aigiie (59). Quand c’est possible, il faut avoir arrété les corticoides, les
dermocorticoides et les antihistaminiques depuis au moins 7 jours ou les traitements
immunosuppresseurs 1 mois avant les tests (60).

Tableau 9 Les tests cutanées dans les HSMI (60)

PT IDR
Quand ? 1° intention Si PT négatif
Comment ? Peau de la face antérieure de Injection par voie intradermique au
I’avant-bras piquée avec une niveau de la peau de I'avant-bras
aiguille ou lancette a travers la palmaire de 0,02 a 0,05 ml de la
solution de médicament concentration la plus faible
Controle positif Oui Oui
(histamine, 1 mg/mlL)
Controle négatif Oui Oui
(0,9% Na Cl)
Concentration 1:100ul: 1000 Dilutions en série du médicament
suspect 1 : 100a 1: 10 000
Augmentation des concentrations par
¢étapes logarithmiques.
Temps de lecture Apres 15 minutes A 15, 20 ou 30 minutes
pour HSMI
Positivité Papule de diamétre > a celui Papule de diametre > a 3 mm et 2 x le
du témoin négatif et >a 3 mm  diamétre de la papule d'injection (4 a 6
mm) ou papule >a 8 mm

Devant le faible poids moléculaire des médicaments les rendant trés peu immunogenes, le
choix du réactif approprié¢ pour réaliser les suspensions ou solutions a tester pose un probléme
majeur pour la réalisation de ces derniers. Les concentrations a utiliser pour tester les
médicaments ne sont pas toujours correctement standardisées, commercialisées ou publiées.

Le groupe de travail de 1'Académie Européenne d'Allergologie et d'Immunologie Clinique
(EAACI) sur ’HSM (58) a émis des recommandations afin de standardiser les TC
reproductibles avec des concentrations de médicaments sires et non irritantes dans la pratique
clinique. Ils recommandent la concentration de médicament pour les TC visant a atteindre une
spécificité d'au moins 95%. Il a été possible de définir une concentration médicamenteuse
spécifique pour les BL (pénicillines et céphalosporines), les médicaments peropératoires
(NBMA et anesthésiques locaux), les héparines, les agents chimiothérapeutiques (sels de

platine) et les produits de contraste iodés (PCI) (Tableau 10).
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Tableau 10 Récapitulatifs des concentrations sures et non irritables a utiliser pour les tests cutanés des BL,

médicaments peranesthésiques et autres classes médicamenteuses d’apres (58)

Médicaments PT IDR
DCI Cpure Dilution Cmax Dilution Cmax
BL
Penicilloyl-polylysine 5x 10° mM Non dilué 5x 10° mM Non dilué 5x 10° mM
Benzylpénicilline 10.000 UI Non dilué 10.000 UI Non dilué 10.000 UI
Amoxicilline 20 mg/mL Non dilué 20 mg/mL Non dilué 20 mg/mL
Ampicilline 20 mg/mL Non dilué 20 mg/mL Non dilué 20 mg/mL
Céphalosporines 2 mg/mL Non dilué 2 mg/mL Non dilué 2 mg/mL
Peranesthésiques
Thiopental 25 mg/mL Non dilué 25 mg/mL 1/10 2,5 mg/mL
Propofol 10 mg/mL Non dilué 10 mg/mL 1/10 1 mg/mL
Kétamine 10 mg/mL Non dilué 10 mg/mL 1/10 0,2 mg/mL
Etomidate 2 mg/mL Non dilué 2 mg/mL 1/10 0,5 mg/mL
Midazolam 5 mg/mL Non dilué 5 mg/mL 1/10 0,005 mg/mL
Fentanyl 0,05 mg/mL Non dilué 0,05 mg/mL 1/10 0,05 mg/mL
Alfentanil 0,5 mg/mL Non dilué 0,5 mg/mL 1/10 0,0005 mg/mL
Sufentanil 0,005 mg/mL Non dilué 0,005 mg/mL 1/10 0,005 mg/mL
Remifentanil 0,05 mg/mL Non dilué 0,05 mg/mL 1/10 0,01 mg/mL
Morphine 10 mg/mL 1/10 1 mg/mL 1/1000 0,01 mg/mL
Atracurium 10 mg/mL 1/10 1 mg/mL 1/1000 0,02 mg/mL
Cis-atracurium 2 mg/mL Non dilué 2 mg/mL 1/100 0,002 mg/mL
Mivacurium 2 mg/mL 1/10 0,2 mg/mL 1/200 0,01 mg/mL
Rocuronium 10 mg/mL Non dilué 10 mg/mL 1/200 0,05 mg/mL
Pancuronium 2 mg/mL Non dilué 2 mg/mL 1/50 0,04 mg/mL
Suxamethonium 50 mg/mL 1/5 10 mg/mL 1/100 0,5 mg/mL
Autres médicaments ou classes médicamenteuses
Anticoagulants
Héparine Non dilué 1/10
Héparinoides Non dilué 1/10
Sels de platine
Carboplatine 10 mg/mL 1 mg/mL
Oxaliplatine 1 mg/mL 0,1 mg/mL
Cisplatine 1 mg/mL 0,1 mg/mL
AINS
Pyrazolones Poudre 0,1 mg/mL
Autres AINS Poudre 0,1 mg/mL
Anticorps monoclonaux
Adalimumab 50 mg/mL 50 mg/mL
Etanercept 25 mg/mL 5 mg/mL
Infliximab 10 mg/mL 10 mg/mL
Omalizumab 1,25 pg/mL 1,25 pg/mL
Autres
Anesthésiques locaux Non dilué 1/10
PCI Non dilué 1/10
Bleu patenté Non dilué 1/10
Chlorexidine 5 mg/mL 0,002 mg/mL
PP Non dilué 40 mg/mL

DCI : dénomination internationale commune Cpure : concentration pure, Cmax : concentration maximale

non irritante
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L’interprétation des TC est délicate. En effet, il est trés fréquent d’obtenir des discordances
entre les TC et la clinique. Les résultats faussement positifs sont ceux pour lesquels la réponse
du TC au médicament testé est interprétée comme positive alors que le patient ne développe
pas de symptomes adéquats s'il est réexposé au médicament. Les causes courantes les plus
probables sont une sensibilisation de faible affinité a un hapténe du médicament mais sans
significativité clinique, une dégranulation spontanée des mastocytes, une dilution trop
fortement concentrée produisant ainsi une réaction immédiate non spécifique des mastocytes
ou un traumatisme physique des TC chez les patients atteints de dermographisme ou
d'urticaire. Les TC interprétés a tort comme négatifs chez les individus ont diverses raisons,
principalement techniques : le manque d'antigéne en raison d'une dilution inappropriée, la
pénétration insuffisante de I'antigéne au niveau des mastocytes dermiques, 1’utilisation
exclusive d'une méthode relativement insensible (par exemple, test de rayures) et la mauvaise
lecture de résultat. Les faux négatifs peuvent étre expliqués par D’effet bloquant des
médicaments tels que les antihistaminiques et, moins souvent, les antidépresseurs tricycliques
ou la théophylline. Une derniére hypothése est a considérer : le médicament responsable de
I’HS peut nécessiter un métabolisme, qui peut ne pas se produire dans les 20 minutes du test.
De plus, ce médicament administré par voie cutanée ne subira pas le métabolisme hépatique.
Pour finir, le PT ou IDR ne doivent pas étre effectués dans une période de temps ou les
mastocytes ont dégranulé¢ et ne sont pas encore restaurés soit 6 semaines aprés une
manifestation d’HSM.

Pour les cliniciens moins aguerris, une mauvaise interprétation des résultats lors de la lecture
(diameétre de I'érythéme plutét que des papules) ou une absence de contrdles négatifs (sérum
physiologique, solvant du réactif) et positifs (histamine a 1 mg/mL) peuvent étre a I’origine

de ces discordances avec les signes cliniques.

5-2-1-2 Test de réintroduction médicamenteuse (TRM)

La méthode de référence pour le diagnostic et I’exploration des réactions dHSMI est le TRM
ou test de provocation (TP ou TPO si la réintroduction se fait par voie per os) (50). Le réseau
européen pour l'allergie aux médicaments (ENDA) associé au groupe de travail de I'EAACI
sur ’HSM médicaments a défini les TRM comme « 1’administration controlée d'un
médicament afin de diagnostiquer des réactions d’HSM ». Le test consiste a administrer le
médicament en principe de la méme maniere que lors de la survenue de la réaction (per os,

parentérale (intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanée), topique (nasale), bronchique,
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conjonctivale, cutanée, etc...). La voie orale est privilégiée si possible, car 1'absorption est
plus lente que lorsque le TRM est effectué¢ par voie parentérale. Les effets indésirables
peuvent Etre ainsi traités plus tot. Le dosage des préparations dépend de nombreuses
variables, notamment le type de médicament lui-méme, la gravité¢ de la réaction d'HSM a
I'étude, la voie d'administration, le temps de latence attendu entre 1'application et la réaction,
I'¢tat de santé du patient et sa co-médication. Il faut commencer par une faible dose, en
I'augmentant par étape et en s'arrétant dés que les premiers symptomes objectifs se produisent.
Si aucun symptome n'apparait, la dose unique maximale du médicament spécifique doit étre
atteinte et I'administration de la dose quotidienne définie est souhaitable. En cas de réaction
immédiate précédente (c'est-a-dire survenue moins d'une heure apres l'administration du
médicament), la dose initiale doit étre comprise entre 1:10 000 et 1:10 de la dose
thérapeutique, en fonction de la gravité de la réaction ; l'intervalle de temps entre les doses
doit étre d'au moins 30 minutes.

Le TRM permet formellement d’établir ou exclure le diagnostic, car il reproduit non
seulement les symptomes d'HS, mais ¢galement toute autre manifestation clinique indésirable,
quel que soit le mécanisme. On distingue deux indications principales pour les TRM : la
premicre est d’exclure I'HS quand les antécédents sont non suggestifs et chez les patients
présentant des symptodmes non spécifiques (symptomes vagaux, autres exemples) ; 1’autre est
d’établir un diagnostic de certitude quand les antécédents sont évocateurs d’HSM avec des
tests allergologiques négatifs, non concluants ou non disponibles. Un résultat de TRM positif
optimise I'évitement des allergeénes, tandis qu'un résultat négatif permet d'éliminer une fausse
étiquette d’HSM. Pour ces raisons, les TRM sont souvent effectués en dernier pour exclure
avec certitude un diagnostic d”HS lorsque d'autres tests allergologiques sont négatifs. Les
TRM sont également effectués lorsque la sensibilité¢ des tests allergologiques in vivo et in
vitro pour évaluer les réactions allergiques a certains médicaments, tels que les antibiotiques
non BL, les héparines et les glucocorticoides, est limitée. Ils sont également effectués pour
diagnostiquer des réactions d'HS aux AINS chez des sujets présentant un schéma de réaction
croisée, car les TC et les méthodes de diagnostic in vitro ne sont pas performants. La valeur
prédictive négative (VPN) du TRM est rassurante (> 90%) (58)(61)(Tableau 12).

Ce test implique un risque important de complications graves pouvant menacer le pronostic
vital ce qui implique de le réaliser sous surveillance médicale lors d’une hospitalisation pour
parer a d’éventuelles réactions graves. Il peut également étre contre-indiqué pour des raisons
pratiques (femmes enceintes, patients a risque accru en raison de la comorbidité comme les

infections aigués, l'asthme non contr6lé, les maladies cardiaques, hépatiques, rénales ou autres
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sous-jacentes) et surtout éthiques et ne doit donc étre envisagé qu'apres avoir évalué le rapport
bénéfice/risque chez chaque patient. Certains co-médicaments doivent étre arrétés avant de
réaliser un TRM car ils peuvent interférer avec un traitement d'urgence (les bétabloquants par
exemple) ou masquer les symptomes d'une réponse positive aux tests (antihistaminiques H1 et

glucocorticoides par exemple).

5-2-2 Les tests in vitro

Afin de compléter ces investigations, des examens biologiques peuvent étre ajoutés a ces tests
in vivo. Ces derniers recherchent, dans un premier temps, a objectiver la dégranulation
mastocytaire (dosage de tryptase et histamine), définir une sensibilisation au médicament ou

affirmer le mécanisme IgE-médié¢ de I’HSM.

5-2-2-1 Exploration du choc anaphylactique : dosage de tryptase et d’histamine

La dégranulation mastocytaire peut étre déterminée par 1’¢élévation des marqueurs que sont la
tryptase sé€rique et I’histamine plasmatique (62). La cinétique de 1’histamine et de la tryptase

est représentée dans la Figure 10.
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Figure 10 Cinétique des marqueurs tryptase et histamine lors d'une réaction anaphylactique mesurée
au laboratoire (63)
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a) Dosage de la tryptase sérique

L’augmentation franche de la concentration de tryptase sérique est en faveur d’une
dégranulation mastocytaire méme si une concentration normale n’exclut pas le diagnostic. Les
concentrations sont normales ou peu augmentées dans les réactions cutanéomuqueuses (grade
1) et les réactions systémiques modérées (grade 2). Les délais optimaux de prélévement sont
de 15 a 60 minutes pour les grades 1 et 2 ; 30 minutes a deux heures pour les grades 3 et 4. La
positivité excéde souvent six heures pour les grades de sévérité ¢levée. Du fait de I’importante
dispersion des valeurs normales d’un individu a I’autre, un échantillon a distance de la
réaction (taux basal) est nécessaire pour interpréter les faibles augmentations.
Exceptionnellement des augmentations de concentration de tryptase basale, non liées a un
accident allergique, peuvent étre observées chez des patients ayant une mastocytose
systémique ou une leucémie aiglie myéloide. Le dosage de la tryptase se fait principalement
par technique Fluorescent Enzyme ImmunoAssay (FEIA). Il est également réalisable par

technique Enzyme-Liked Immunosorbent Assay (ELISA).

b) Dosage de I’histamine plasmatique

La mise en évidence d’une concentration d’histamine augmentée dans le plasma peut étre due
a un mécanisme d’HSI allergique ou non allergique activant exclusivement les polynucléaires
basophiles. Le pic d’histamine est observé des la premiére minute qui suit la réaction. Le pic
est d’autant plus ¢élevé que la réaction est grave. L’histamine libérée est ensuite éliminée
rapidement en 15 a 20 minutes pour les réactions les moins séveres. Le dosage du taux
plasmatique d’histamine doit étre effectué le plus précocement possible aprés le début de la
réaction, surtout en cas de réaction peu sévere. Pour les réactions cutanéomuqueuses isolées
(grade 1), le délai idéal pour quantifier le pic d’histamine se situe moins de 15 minutes apres
la réaction, pour les réactions de grade 2, avant 30 minutes, et pour les réactions plus séveres,
avant deux heures. La lyse spontanée ou provoquée des basophiles dans le tube prélevé
provoque des faux-positifs (64). Il est possible de conserver le sang total une nuit a +4 °C, ou
deux heures a température ambiante. Aprés centrifugation, le plasma doit étre aspiré
délicatement pour éviter toute contamination par des polynucléaires basophiles, puis congelé
a -20°C (65). Il ne faut pas réaliser de dosage de I’histamine plasmatique dans les situations

cliniques qui sont associées a des faux-négatifs.
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C’est le cas pour les femmes enceintes a partir du deuxiéme semestre de gestation (synthése
placentaire de diamine oxydase, enzyme de dégradation de I’histamine) et les patients
recevant de I’héparine (augmentation de diamine oxydase, proportionnelle a la dose
d’héparine regue)(63)(64). Le dosage de I’histamine est réalisable actuellement par méthode

radio-immunologique ou immuno-enzymatique.

¢) Performances et stratégie diagnostique

La mise a jour de la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM) considére le
dosage de I’histamine comme obsoléte. Une étude rétrospective menée par sept laboratoires
frangais entre 2011 et 2015 (66) a évalu¢ la pertinence du dosage de I’histamine dans
I’exploration d’un choc en complément de la tryptase. On retient de cette étude un seuil
optimal de positivité de 8 pg/L pour la tryptase et de 18 nmol/L pour I’histamine. L’analyse
de la cinétique (pic>taux basalx1,2+2ug/L), y compris quand le pic de tryptase est <8 pg/L,
permet d’obtenir une sensibilité et spécificité de 84 %. Cependant, 1’utilisation de I’histamine
au seuil de 18 nmol/L permet de diminuer le taux de faux-négatifs de 24 % a 19 %.

Il convient donc de réaliser une cinétique de la tryptase avec des prélévements au moment du
choc (TO), 1 heure apres (T1) et 24 heures apres (T2, taux basal). L’association du dosage
d’histamine a TO dans les réactions modérées peut €tre réalisé (67). Ces stratégies augmentent

la performance diagnostique de ces dosages.

5-2-2-2 Recherche et dosage des IgE spécifiques (IgEs)

Du fait de leurs faibles concentrations, la mise en €vidence des IgEs réclame des techniques
particulieres de dosage qui historiquement faisaient appel a la radioactivité¢, d’ou le nom
commercial alors beaucoup utilisé de Radio Allergo Sorbent Test (Rast) maintenant obsoléte
(63). La détection d’IgEs sériques est, a I’heure actuelle, exécutée par technique
d’immunodosage ou I’'IgE anti-humain secondaire est conjugué a une enzyme avec lecture
colorimétrique dans I’ELISA ou avec lecture de fluorescence dans le FEIA (Figure 11). Le
dosage est quantitatif et s’étend sur une grande étendue de valeurs. Les unités sont arbitraires
(kUA/L) et définies par le fournisseur du systeéme de dosage. Les valeurs obtenues lors du
dosage des IgEs ne sont pas interchangeables entre les différents fournisseurs (68).
ImmunoCap (ThermoFisher, anciennement Phadia, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis),
Immulite (Siemens, Munich, Allemagne) et Hytec-288 (Hycor, Garden Grove, Californie,

Etats-Unis) détiennent la plus grande part du marché mondial.
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Figure 11 Principe des immunodosages des IgE pour les 3 principaux fournisseurs (68)

Dans la premiere étape, l'allergene (en phase fluide ou solide selon le test) se lie aux IgEs du sérum.
Dans la deuxieme étape, I'IgEs est détectée par un deuxieme anticorps anti-IgE conjugué a une
enzyme. Cette enzyme catalyse la transformation d'un substrat spécifique avec une propriété
quantifiable (couleur ou fluorescence).

Seul un nombre limité¢ de dosages d’IgEs vis-a-vis des médicaments sont disponibles, cela

differe selon les fournisseurs (Tableau 11).
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Tableau 11 Comparaison des différents allergenes disponibles (médicaments) entre les trois
principaux fournisseurs. En gras, allergenes communs

Fournisseurs Thermofisher Siemens Hycor
Réacn‘fs Penicilloyl G (c1) Penicilloyl G (c1) Penicilloyl G (c1)

: . Penicilloyl V (c2) Penicilloyl V (c2) Penicilloyl V (c2)
dlsp onibles Insulin Porcine (c70) Insulin Porcine (c70) Insulin Porcine (c70)
p O,W/_ les Insulin Bovine (c71) Insulin Bovine (c73) Insulin Bovine (c73)
médicaments Insulin Human (¢73) Insulin Human (c74) Insulin Human (c74)

Ampicillin (c5) Ampicillin (c203) Ampicillin (c203)
Amoxicillin (c6) Amoxicillin (c204) Amoxicillin (c204)
Suxaméthonium (c202) Suxamethonium (c202)
Cefaclor (c7) Cephalosporines (c201)
Ammonium quaternaire Persulfate d’ammonium (c604)
(c260) Chymopapain (c3)
Chlorexidine (c8) ACTH (c206)
Gélatine bovine (c74) Paracetamol (c209)
Pholcodine (c261) Acide acétylsalicylique (c217)
Tetracycline (c211)
Erythromycine (c213)
Gentamicine (c213)
Doxycycline (c216)
Macrolides (c222)
Ciprofloxacine (c307)
Sulfaméthoxazole (c223)
Trimethoprime (c242)
Métronidazole (c398)
Acide clavulanique (c305)
Lidocaine (c232)
Thiopental (c254)
Théophylline (c257)
Diclofénac (c281)
Ibuproféne (c286)
Codéine (c300)
Carbamazépine (c338)

De nombreuses incertitudes subsistent quant a leur utilité¢ diagnostique, leur performance et
leur rendement. Une interprétation correcte des résultats des IgEs aux médicaments n’est pas
toujours aisée. Bien que le dosage d’IgEs sériques circulants puisse fournir des informations
utiles, cette technique peut rarement étre appliquée comme un test biologique solitaire pour
documenter ou exclure la sensibilisation, notamment car il n’a pas de valeurs prédictives
absolues.

Pour les laboratoires de biologie médicale (LBM), le principal probléme est la faible
sensibilité, qui ne peut pas €tre augmentée sans perte significative de spécificité. Le calcul des
résultats d’un ratio IgEs/IgEtotales pourrait augmenter la spécificité des tests (69). De plus,
les médicaments et autres petites molécules agissent généralement sous forme d’haptene.

Or les réactifs pour rechercher les IgEs sont des molécules natives non liées qui peuvent ne

pas étre reconnues par les IgEs bien qu’il y ait une sensibilisation vraie in vivo. Enfin, des
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réactions croisées entre allergénes sont expliquées par la reconnaissance par I’IgE d’un méme
épitope présent sur deux allergeénes différents. Ces réactions impactent 1’interprétation d’un
bilan biologique en allergologie.

Ainsi pour les NMBA, la sensibilit¢ et la spécificité sont acceptables mais varient
respectivement de 38,5 a 92 % et 85,7 a 100 % (69). La quantification de I’'IgEs vis-a-vis de
la morphine semble étre un biomarqueur fiable pour rocuronium et suxaméthonium, mais pas
pour les benzylisoquinolines telles que 1’atracurium et cisatracurium (70). Pour les
antibiotiques, la sensibilité et la spécificité des IgEs varient respectivement entre 0 et 85 % et
52 et 100 % (69). Aucune autre étude n’a été réalisée pour évaluer la performance des
dosages des IgEs vis-a-vis des autres classes de médicaments disponibles par les fournisseurs.
En conclusion, en raison de leur sensibilité variable, les résultats doivent étre interprétés avec
prudence. Ces tests in vitro ont une moins bonne sensibilité et spécificité que les TC mais ils

peuvent étre associés aux TC pour aider a confirmer ou rejeter le diagnostic. (Tableau 12).
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Tableau 12 Résume des performances des tests pour l'hypersensibilité immédiate en fonction des classes médicamenteuses

TRM Tests cutanés IgE spécifiques TAB Bibliographie
VPN Se Spé Se Spé Se Spé
NMBA >90 % Se et Spé varices 38a92%  86a100% 36292%  81a100% (69)(71)(72)
e
BL 94 298 % 50 a 70% (Se) 0a85% 52a100% 22244 % 80297 % (58)(69) (71)(73)
(72)
FQ >90 % 32 % 25 % Se varie en fonctiondela 57477 % 782100 % (69)(71)(74)
FQ +++ (30% a 55%)
AINS >96% Pas de TC Non disponibles 20240% 862100 % (61)(72)(76)
recommandés
PCI 100 % 62,5%  83,5% Non disponibles 46263% 892100 % (71)(76)(77)
IPP >95 % 66,7 % 100 % Non disponibles 73,8 % 100 % (79)

NMBA : Agents de Blocage neuromusculaire), BL : B-lactamines, FQ : Fluoroquinolones, AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens, PCI : Produits de
contrastes iodes, IPP : inhibiteurs de la pompe a protons
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5-2-2-3 Tests lymphocytaires

Il existe des tests lymphocytaires comme le test de transformation lymphocytaire (TTL) ou
I’Enzyme-Linked ImmunoSPOT (ELISPOT). Ils ont une place centrale dans la stratégie
d’exploration des HS retardée a médiation cellulaire mais étant donné 1’implication moindre
du LT dans I’HS de type 1, ces tests perdent leur intérét dans cette indication et ne sont pas

recommandés.
5-2-2-4 Test d’ Activation des Basophiles (TAB)

Le TAB est un test ex vivo pour étudier les HSMI allergiques. Il évalue la dégranulation des

basophiles par CMF. Nous 1’aborderons dans la partie suivante.
II- Test d’ Activation des Basophiles

Les cellules étudiées lors de ce test, sont les polynucléaires basophiles, qui contrairement aux
mastocytes activés €galement a I’origine des réactions d’HSI, sont accessibles pour 1’analyse
et présents dans le sang circulant. Le TAB a été développé pour le diagnostic des HS de type |
par Sainte-Laudy et al. au milieu des années 90 (79) apres la découverte du CD63 comme
marqueur d'activation des basophiles par Knol et al (81). De nouveaux marqueurs d’activation
des polynucléaires basophiles, détaillés dans la suite de la thése, ont ensuite complété ou pris
la place du CD63 dans de nouveaux protocoles. Aujourd’hui, ce test n’est pas suffisamment
standardisé et de nombreuses études sur la performance du TAB en fonction de son indication

sont encore nécessaires.
1- Principe et aspects techniques du TAB
1-1  Principe du TAB

Le TAB a pour but de reproduire ex vivo les conditions qui ont conduit aux phénomenes
allergiques in vivo. Il consiste a mettre en contact les basophiles du patient avec un allergéne
suspecté (aéroallergene, trophallergéne, médicament ... ). Les basophiles possédent a leur
surface les IgEs de I’allergéne liés aux récepteurs FceRI et leur pontage déclenche alors la
dégranulation cellulaire. Celle-ci provoque la sécrétion de médiateurs et des modifications

phénotypiques qui peuvent étre mesurées en CMF notamment.
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Des méthodes alternatives pour évaluer l'activation spécifique des basophiles ex vivo
impliquent 1'étude de récepteurs inhibiteurs particuliers, la phosphorylation des molécules de
signalisation intracellulaires et la quantification du contenu intracellulaire en histamine dans

une technique comme le HistaFlow®.

1-2  Prélevement et préparation des cellules

1-2-1 Conditions pré-analytiques

1-2-1-1 Temps d’acheminement

Le TAB sur sang total devrait idéalement étre effectu¢ dans les 4 heures suivant le
prélévement de sang pour maximiser la viabilité et la fonctionnalité des basophiles car leur
réactivité diminue considérablement au fil du temps. Sturm et al. (81) ont montré qu’une perte
de réactivité des basophiles de 70,9 % était retrouvée pour un délai d’acheminement au
laboratoire supérieur a 18 heures a + 4°C. Les meilleures réponses ont €té obtenues lorsque
les échantillons de sang ont été traités immédiatement. Un temps de stockage de 24 a 48h a
entrainé une réduction significative de 1’activation des basophiles (n = 18, p < 0,05) (Figure

12).

100 7' time of measurement:
—-€-0h
W 24h
—/ 28h
60 —H 48h

..........................................................................

CD203c expression (% of activated basophils)

0 T ] 1 T ] 1

0 1:1000 1:100 1:50 1:20 1:10
anti-lgE (dilution factor)

Figure 12 Diminution de [’activation des basophiles induite par les anti-IgE en fonction du temps
d’acheminement des préléevements (81)
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Si un délai plus long est nécessaire entre la collecte de sang et la réalisation des tests (par
exemple, études multicentriques ou centres cliniques situés loin du laboratoire de référence),

le sang peut étre traité dans les 24 heures si le tube est conservé a +4°C (52).

1-2-1-2 Température d’acheminement

Des discordances ont été rapportées dans la littérature quant a la pertinence d’un préchauffage
éventuel du sang et des différents réactifs a +37 °C préalablement a la réalisation du TAB

(83).

1-2-1-3 D¢lai apres un accident allergique

Le délai de réalisation du TAB aprés un accident allergique doit étre de minimum six

semaines afin de permettre une reconstitution optimale du pool granulaire (84).

1-2-2 Matrices

Bien que les différentes techniques de TAB soient décrites en utilisant du sang total traité par
I'Ethylénediaminetétraacétique (EDTA) ou méme traité au citrate, les meilleurs résultats sont
obtenus avec du sang total hépariné. L'activation des basophiles est dépendante du calcium et
l'utilisation de chélateurs (EDTA) ou de produits liant le calcium peut avoir un effet délétere

sur les résultats du test (85).

1-2-3 Préparation des cellules

Plusieurs méthodes de préparation des cellules sont possibles. L’analyse des basophiles peut
étre effectuée a partir du sang total ou a partir de cellules mononucléées sanguines
périphériques (PBMC) obtenues a I’aide de techniques de centrifugation (utilisation de bufty
coat) ou de techniques utilisant des gradients de densité. Les techniques utilisant des
leucocytes isolés ont été rapportées comme plus sensibles que celles utilisant du sang total
sans qu’un véritable consensus ne soit aujourd’hui établi a ce sujet (86). Cependant, faire les
tests sur sang total par opposition aux leucocytes isolés peut étre plus physiologique et mimer
les conditions in vivo en présence d'autres facteurs (anticorps bloquants, individus non
atopiques ...) (83). Le choix du sang total présente ¢galement I’avantage d’étre techniquement
plus rapide et de présenter moins de manipulations, donc plus adapté a une pratique

quotidienne de laboratoire.
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L’utilisation de leucocytes isolés présente plusieurs inconvénients : les différentes étapes
préanalytiques nécessaires a la séparation des cellules peuvent entrainer une perte des
basophiles et induire leur activation de maniere non spécifique. De plus, ces étapes sont

difficiles a standardiser d’un opérateur a I’autre (87).

1-3  Réalisation technique

La réalisation du TAB est conditionnée par deux étapes essentielles. La premicre étape
consiste a identifier les basophiles parmi I’ensemble des cellules circulantes du sang total, la

seconde étape permet d’identifier les basophiles dégranulés.

1-3-1 Cytométrie de flux (CMF)

La technique de la CMF permet d’identifier a partir d’une suspension cellulaire, les
caractéristiques individuelles de chaque cellule telles que la taille, la forme et le contenu ainsi
que des marqueurs de surface ou intracellulaires grice a un marquage par des anticorps
couplés a des fluorochromes.

Les cellules en suspension passent une a une devant un ou plusieur(s) faisceau(x) laser grace a
un systéme fluidique. Des détecteurs optiques captent des signaux émis par chaque cellule tels
que : la lumicere diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la taille
des cellules, la lumicre diffusée a 90 degrés (Side Scatter, SSC) qui renseigne sur la forme, la
structure interne et la granularité des cellules et des signaux de fluorescence.

Parmi ces signaux de fluorescence, il y a ceux émis par la cellule elle-méme, on parle
d’autofluorescence et ceux €mis par un anticorps couplé a un fluorochrome et qui se lie
spécifiquement a la cellule. Ces signaux optiques sont alors convertis en signaux
¢lectroniques proportionnels qui sont numérisé€s et analysé€s avec un ordinateur. Les données
recueillies se présentent sous forme de graphiques (dot plot) ou d’histogrammes auxquels
s’ajoutent des statistiques concernant les populations cellulaires et les parametres étudiés tels
que le pourcentage (%), le coefficient de variation (CV) et l'intensit¢ de fluorescence

moyenne (MFI), etc... (Figure 13)
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Figure 13 Principe de fonctionnement d'un CMF (88)
1-3-2 Identification des basophiles

Les polynucléaires basophiles sont, dans un premier temps, identifiés par la taille et leur
granulosité a I’aide d’un dot plot FSC vs SSC. Ils sont ensuite identifiés par des combinaisons
de marqueurs tels que CCR3/CD3"¢ CRTH2"/CD3"¢, CD123" / HLA-DR™¢ ou IgE" /
CD203c"... De ces marqueurs, seul le CD203c est spécifique a la lignée. Dans une étude
d’Eberlein et al. (89), il a ét¢ montré que I’identification par le marqueur CCR3 permet
d’obtenir le nombre relatif de basophiles le plus élevé, suivi du marquage par des anticorps
anti-IgE et par la combinaison des anticorps anti-IgE/antiCD203c. Pour avoir une population
de basophile de trés grande pureté, une stratégie d’identification utilisant I'IgE est
recommandée. En effet, il semble y avoir moins de contamination en sélectionnant les
basophiles grace au marqueur IgE. En pratique, le couple IgE/CD203* est majoritairement
utilisé pour I’identification des basophiles ce qui permet d’obtenir le nombre de basophiles le
plus élevé possible avec une certaine pureté de 1’échantillon (89). Les caractéristiques des
marqueurs pouvant étre utilisés lors de I’étape d’identification des basophiles sont résumées

dans le tableau 13.
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Tableau 13 Structure, expression cellulaire, fonctions, avantages et inconvénients des différents marqueurs d'identifications disponibles pour la réalisation du TAB.

Marqueurs Autres noms Structure Expression cellulaire Fonctions Avantages/inconvénients (89)
CCR3 CD193, Récepteur  Récepteur Eosinophiles, basophiles, Recrutement d’éosinophiles, A : Rendement le plus élevé, Tres
de la chemiokine transmembranaire de mastocytes +++ cellules basophiles dans la peau et les bonne sensibilité en association avec
(C-O)3 chimiokines li¢ a la dendritiques et poumons (hyperréactivité CD3
protéine G lymphocytes Th2 + bronchique, terrain atopique...)
CD3 Cluster de Complexe protéique Lymphocytes T Corécepteur du TCR A : exclusion des LT activés présentant
différentiation 3 membranaire constitué de  périphériques, cellules des marqueurs communs aux
4 chaines différentes (yde2)  dendritiques T, thymocytes basophiles
CRTH?2 CD294, récepteur 2 Récepteur Lymphocytes Th2, ILC2 Blocage de I’apoptose des LTh2, 1 : non spécifique des basophiles
de la PG D2 transmembranaire couplé a ++ éosinophiles, basophiles Chimiotactisme des cellules
la protéine G ++ CRTH2P** vers les sites
d'inflammation allergique
CDI23 IL3Ra Chaine a du récepteur IL-3  Progéniteurs Réle dans la prolifération I : Variabilité interindividuelle plus
de 70 kDa hématopoiétiques, cellulaire de LAM, dans la élevée
mastocytes, macrophages,  libération d'histamine par les
LB CD5+ basophiles, la sécrétion d'1L-8
médiée par les cellules
endothéliales et la transmigration
des PNN
HLA-DR Antigéne majeur du  GP hétérodimeére CPA : LB, cellules Role majeur dans la médiation A : exclusion des monocytes
complexe transmembranaire dendritiques, monocytes, des interactions cellulaires lors de I : Association CD123/HLA-DR moins
d'histocompatibilit¢é composée d'une chaine a macrophages et cellules la présentation de I'antigéne aux sensible
(CMH) de classe I (36 kDa) et d'une sous- épithéliales thymiques ainsi LT CD4+
unité B (27 kDa) que sur les LT activés
CD203c Ectonucléotide GP transmembranaire de Basophiles, mastocytes Réticulation des FceRII entraine A : Spécifique des basophiles, ¢limine
Pyrophosphatase  type II une régulation positive et une les contaminations cellulaires
Phospho-diestérase surexpression du CD203c I : Expression basale faible, doit étre
(E-NPP3) (mastocytose systémique, réaction  utilisé en association
allergique)
IgE Immunoglobuline 4 domaines constants (Fc)  Eosinophiles, basophiles, Fixation aux FceRII A : Grande pureté, Sensibilité
E 1 domaine variable (Fab) mastocytes, monocytes, (sensibilisation) pontage de augmentée

X2

cellules dendritiques

I’allergéne et dégranulation des
mastocytes et basophiles (réaction
anaphylactique)

I : Non specifique, variation inter- et
intra-individuelle de la densite des
FceRlI et de la fixation des IgE

CD : Cluster de Différentiation, TCR : T Cell Receptor, CRTH : Chemoattractant receptor homologous molecule expressed on Th2 cells, Da : Dalton, LAM :
Leucémie Aigué Myéloide, PNN : Polynucléaire Neutrophile, HLA : Human Leucocyte Antigen, LTh : Lymphocytes Thelper, LB : lymphocytes B, GP :
Glycopeptide, CPA : Cellule Présentatrice d’Antigene,
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1-2-3 Détection de I’activation des basophiles

Kleine-Tebbe et al. ont décrit que les doses d’allergénes induisant 1’activation des basophiles
pouvaient étre extrémement variables entre différents individus (90). Cependant, chez un
méme patient, I’activation peut aussi étre induite par des concentrations qui peuvent varier sur
plusieurs logarithmes. En pratique, les basophiles sont testés avec deux ou trois

concentrations d’allergénes, les ratios de dilution variant d’un facteur dix (86)(91).

1-3-3-1 Controles négatifs et positifs

Il est obligatoire d’avoir au sein du test au minimum un contrdéle négatif (tampon seul) et un
controle positif (anticorps anti-IgE monoclonal ou polyclonal ou anticorps anti-FceRI
monoclonal). Le contrdle négatif permet d’évaluer ’activation spontanée des basophiles du
patient et de déterminer le seuil de positivité de la technique. Ce seuil nécessite d’étre ajusté
pour chaque patient et chaque test. Il est essentiel lors de I’interprétation du test. Le but du
controle positif est d’exclure les mauvais répondeurs : le test est en effet ininterprétable chez
52 10 % des individus (86). De plus, les controles positifs vérifient la viabilité des basophiles
et plus précisément 1’activation via la voie IgE dépendante. C’est donc [’utilisation
d’anticorps anti-IgE ou anti-FceRI qui est recommandée. A ’inverse, le formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine (fMLP), ligand de FPR-1, qui active le basophile via la voie des
mitogen-activated protein kinases (MAPK) et de la phospholipase C (PLC) n’est pas
recommandé car il ne mime pas une activation IgE médiée. Il n’est utile que pour vérifier la

viabilité cellulaire.

1-3-3-2 Mesure de 1’expression de marqueurs phénotypiques

a) Principaux marqueurs d’activation des basophiles : CD63 et CD203

Deux marqueurs sont aujourd’hui particulierement recherchés dans le TAB par CMF : la

surexpression du marqueur CD203c ou I’expression du CD63 (Figure 14)(85).
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Figure 14 Principe du TAB traditionnel (92)

Leurs caractéristiques sont détaillées dans le Tableau 14 (93)(80).

Tableau 14 Caractéristiques des deux principaux marqueurs de l'activation des polynucléaires

basophiles
CD203c CD63
Nom Ectonucléotide Lysosome Associated Membrane Protein
Pyrophosphatase Phospho- (LAMP-3)
diestérase (E-NPP3)
Exprimé par Basophiles, Mastocytes PBMCs, plaquettes

Basophiles quiescents

Basophiles activés
Cinétique

Effet de I’'IL3
Fonction
Influences des
antiallergiques
Expression parallele

Expression constitutive
faible

Sur-expression
Rapide (5-15 min)
Non induits par I’[L-3
Inconnue

Non significative

CD13,CDl64

Non exprimé a la surface cellulaire
Exprimé a la surface des granules intra-
cytoplasmiques

Expression a la surface cellulaire

Plus lente (10-25 min)

Induction par I’IL-3

Associée a la libération des médiateurs
Significative

CD107a (LAMP-1), CD107b (LAMP-2)

A ce jour, ces deux marqueurs sont utilis€és en routine, seuls ou couplés, et la communauté

scientifique n'est pas arrivée a un consensus concernant la supériorité de I'un sur l'autre. Cela

peut s'expliquer par les différences intrinseques des fluorochromes, qui différent selon les

¢tudes (94). L'importante variabilité individuelle et les aspects techniques propres a chaque

protocole peuvent éventuellement expliquer ces divergences. Le CD63 est un marqueur

d'activation plus sensible et plus précoce des basophiles humains.
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Cependant, il n'est exprimé que dans une minorité¢ de polynucléaires basophiles, méme a des
doses optimales d'agoniste, alors qu'il est présent dans toutes les cellules sous forme de pool
intracellulaire. Le CD203c quant a lui est moins sensible comme marqueur d'activation, car il
existe également une expression constitutive a 1'état de repos. En revanche, ce marqueur est
régulé a la hausse dans toutes les cellules apreés activation, également dans celles qui ne sont
pas identifiées comme activées a I'aide de CD63 (95). L’association des deux marqueurs est
donc intéressante et semble a privilégier notamment lors qu’un patient est non répondeur pour
I’un des deux marqueurs et également pour augmenter la sensibilité¢ du TAB (96).

La sensibilité ainsi que la spécificité des TAB en fonction des marqueurs va également varier
suivant le médicament testé. En effet, la régulation a la hausse de ces marqueurs semble étre
lié¢e a deux mécanismes de dégranulation différents, anaphylactique ou fragmentaire. La
dégranulation anaphylactique est caractérisée par la fusion des granules a la membrane
plasmique, conduisant a l'exposition du CD63. La dégranulation fragmentaire est entrainée
par la formation de petites vésicules a partir des granules qui sont progressivement transférées
vers la membrane plasmique et libérées en 1'absence de fusions de membrane cytoplasmique
granule-granule ou granule, comme le décrit Dvorak et al. (97). Il a été décrit que différents
médicaments, méme des médicaments du méme groupe pharmacologique, interagissent avec
les basophiles de différentes manieres, activant spécifiquement 1'une de ces 2 voies (78). Ces
performances seront détaillées dans la suite de la these.

Enfin, un dernier avantage du CD203c est que contrairement au CD63, les TAB utilisant le
CD203c peuvent étre effectués méme dans le cas d'un traitement antiallergique

(corticostéroides ou antihistaminiques) (81).

b) Autres marqueurs d’activation et cinétique

L’activation des basophiles peut également étre quantifiée au moyen d’autres marqueurs de
surface, comme 1’expression de CD107a (lysosome-associated membrane glycoprotein 1) ou
la surexpression de CD13 (aminopeptidase N) et CD164 (Sialomucin core protein 24) et de
molécules intracellulaires telles que la phosphorylation de MAPK (p38 MAPK) ou Signal
transducer activator transcription 5 (STATS) (98).
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¢) Cinétique d’activation

Le CD203c, CD164, et CD13 atteignent leur demi-expression maximale apres 2 min. Cela
correspond au temps pour lequel I’expression des marqueurs d’activation est égale a 50 % de
leur expression maximale. La valeur de plateau est atteinte apreés 10 a 20 min. En revanche,
I’expression du CD63 et du CD107a est retardée, la demi-expression maximale n’est observée
qu’apres environ 10 min, et I’expression compléte est atteinte apres 25 a 30 min (Figure 15).
La cinétique d’expression pour les molécules déja présentes a 1’état basal est donc différente
de la cinétique d’expression de novo (81). Cette différence entre les deux types de cinétique
est a prendre en compte dans le choix des marqueurs d’activation pour le TAB et pour la mise

en place technique de ce type de test (98).
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Figure 15 Profil cinétique de [’expression des marqueurs d’activation des basophiles (98)

L’activation IgE-médiée des basophiles est un processus relativement rapide, qui atteint son
maximum dans les 15 a 20 min qui suivent la stimulation allergénique. Les différents
protocoles de TAB comportent donc généralement des incubations de cette durée, et sont

réalisables en moins d’une heure.
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d) Pré-incubation

L’IL-3 constitue une cytokine activatrice des basophiles (99). Elle est parfois utilisée dans
différents protocoles de TAB. Une courte pré-incubation avec IL-3 pourrait augmenter la
sensibilité des tests fondés sur le CD63. Au contraire, dans les tests fondés sur le CD203c¢ et

p38 MAPK, l'amorcgage avec I’IL-3 provoque une augmentation non spécifique (83).

1-3-3-4 Mesure de la libération de médiateurs

Il a été récemment démontré que I'histamine intracellulaire et sa libération par les basophiles
activés in vitro peuvent étre analysées avec succes par CMF (HistaFlow) en appliquant une
méthode au fluorochrome d'affinité enzymatique. Celle-ci se fonde sur l'affinit¢ de
I'histaminase diamine oxydase (DAO) pour son substrat. Lors de la dégranulation du
basophile, ¢’est-a-dire de son activation, il y a une libération de 1’histamine a I’extérieur du
basophile. L’histamine étant le substrat de la DAO, moins il y a d’histamine dans les granules
moins la DAO est exprimée (92). Un exemple de stratégie de fenétrage est présenté dans la
Figure 16 (100). Les performances de ce test n’ont pas été¢ €valuées par la communauté

médicale et scientifique.
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Figure 16 Diagrammes HistaFlow chez un patient réactif a la céfazoline montrant une dégranulation
claire des basophiles en réponse a la céfazoline (100 ug/ml)
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avec anti-IgE.g - i Réponse lors de la stimulation avec [’antibiotique. Notez que seuls les basophiles
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2- Parameétres d’interprétation des résultats

Un aspect important de la dégranulation des basophiles induite par les allergénes est la courbe
dose-réponse des allergénes. La courbe dose-réponse de la stimulation des basophiles
humains a médiation IgE avec des concentrations croissantes d'antigéne est généralement tres
large (souvent supérieure a 5 log de différence) et est souvent en forme de cloche, c'est-a-dire
ayant des gammes de doses a la fois sous et supra-optimales. De plus, il existe une grande
variabilité de sensibilité aux basophiles et de réactivité maximale entre différents donneurs

allergiques au méme allergene (101) (Figure 17).
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Figure 17 Caractéristiques de la courbe dose-réponse de [’activation des basophiles (101)

A. Réponse a la dose maximale ou réactivité aux basophiles et Dose efficace a 50% de la réponse a la dose
maximale (DE50) ou sensibilité aux basophiles. B. Aire sous la courbe (AUC). C. Variation de la réponse a
la dose maximale des basophiles entre donneurs ayant une sensibilité aux basophiles similaire. D.
Variation de la sensibilit¢ aux basophiles entre les donneurs avec une réponse a la dose maximale

similaire.

Les résultats du TAB peuvent étre rendus sous plusieurs formes.
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2-1 CD-max

La réponse a la dose maximale est dénommée réactivité aux basophiles ou « CD-max ». Cela
correspond au pourcentage maximal d’activation des polynucléaires basophiles. Ce
pourcentage dépend du contrdole négatif, ajusté pour chaque patient. Les seuils de positivité
aux tests varient selon les études et les allergénes. Ces seuils sont définis grace aux courbes
dose-réponse afin d'établir une sensibilit¢é et une spécificité optimales (102). Les
recommandations vont de 5% pour certains médicaments a 15% pour les allergies
alimentaires (102)(91). Le seuil de positivité est plus faible pour les médicaments, molécules
hapténiques, car ils engendrent une plus faible activation des basophiles que pour les

allergénes protéiques.
2-2  Index de stimulation (IS)

Un ratio de positivité, également appelé IS, peut étre calculé. Il correspond au pourcentage de
basophiles activés (ex : nombre de CD203c"e" ou CD63P° /nombre total de basophiles) en
présence de I’allergéne ramené sur le pourcentage de basophiles activés du témoin négatif du
patient. Ce ratio est comparé a un seuil de positivité a définir pour chaque médicament,
généralement déterminé a 2. Pour des valeurs au-dela de ce seuil, confirmé a différentes
concentrations d’allergéne, le résultat du TAB est considéré comme positif. L’avantage
d’utiliser un ratio de positivité est de prendre en compte les variabilités interindividuelles et

d’adapter I’interprétation a chaque patient.
2-3  CD-sens

La sensibilit¢ des basophiles aux allergénes peut étre mesurée comme la dose d'allergene
minimale engendrant la dégranulation de 50% des basophiles (LC-50). Plus cette dose est
faible, plus la sensibilit¢ a l'allergéne est sévére car cela signifie qu'une trés faible dose
provoque une activation massive des polynucléaires basophiles. La sensibilité aux CD (CD-
sens) est calculée en multipliant par 100 l'inverse de la valeur du LC-50 (96). Différentes
¢tudes appuient la bonne corrélation entre les résultats des PT, des IgEs, du CD-sens et la
sévérité des réactions anaphylactiques ce qui en fait un outil important dans I'analyse des

résultats du TAB (104)(105).
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2-4  AUC

On peut utiliser la méthode de I'aire sous la courbe (AUC). Elle permet de mesurer, selon une
unité arbitraire, la surface présente entre la courbe et 1'axe des abscisses. Cette valeur permet
de quantifier 1'évolution de l'activation des basophiles tout au long des dilutions et elle
regroupe la spécificité du CD-max et la sensibilité CD-sens (106). Des études sont en cours

pour évaluer son intérét.
2-5  Interprétation des résultats

L’interprétation des TAB est complexe et nécessite le maximum d’informations concernant le
patient, sa symptomatologie, le médicament incriminé et les résultats des tests allergologiques
complémentaires. Il est indispensable en interprétant les résultats de ce test de prendre en
compte les limites du test (condition d’acheminement du tube, mécanisme d’HS suspectée,
...). Les résultats devront toujours €tre comparés a des témoins négatifs et positifs. Les seuils
de positivité sont a définir par médicament et par patient et sont individualisés a chaque test.
C’est pour I’ensemble de ces raisons que les tests doivent étre interprétés par des biologistes
spécialisés et aguerris ayant de bonnes connaissances de la physiopathologie des HS et des
connaissances techniques quant a la réalisation du TAB.

Cela implique également que I’interprétation de ces tests se fasse au regard des données de la
littérature (réactions croisées, augmentation de la sensibilité par addition de tests ...) et bien
évidemment en fonction de la clinique en collaboration avec les médecins (réunion de

concertation pluridisciplinaire par exemple).
3- Avantages et limites du TAB

Le TAB est considéré comme une adaptation a la CMF du test de dégranulation des
basophiles dont il est I’héritier. Ce test antérieur consistait a examiner au microscope les
modifications des propriétés tinctoriales des basophiles activés en utilisant des colorants
spéciaux (bleu de toluidine, bleu alcian). Les deux tests partagent les limites inhérentes a toute
étude cellulaire que I’on pourrait décliner sous forme d’une succession d’interrogations : dans
quelle mesure une étude ex vivo peut-elle reproduire une réaction in vivo ? Jusqu’a quel point
un basophile sanguin est-il représentatif du mastocyte tissulaire ? Une cellule sortie de son
microenvironnement, avec des variations de température, garde-t-elle son fonctionnement

physiologique ?
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Par rapport a son prédécesseur, le TAB apporte les avantages de la CMF notamment la
rapidité¢ de lecture (des milliers ou dizaines de milliers d’éléments en une minute contre une
centaine de cellules en une vingtaine de minutes). Il est probablement moins subjectif et d’ une
bien plus grande finesse.

Nous allons aborder ces différents points ci-dessous.

3-1 Avantages

3-1-1 Réaction cellulaire vraie

Le TAB n’est pas un test qui consiste en une simple liaison d’une IgE sur une molécule, mais
d’une vraie réaction cellulaire, plus proche de la réalité. En toute rigueur, le test ne prouve pas
que I’activation cellulaire passe obligatoirement par la voie du récepteur de haute affinité,
FceRI, mais il montre la capacité de 1’allergéne a provoquer une dégranulation dans un délai

court.

3-1-2 Adaptation a des situations singulicres

Le caractere artisanal du TAB permet en effet de pouvoir 1’adapter aux cas particuliers. 1l
peut ainsi rendre de précieux services dans les situations ou une forte probabilité se heurte a
une pénurie de moyens pour conforter le diagnostic, notamment lorsque [’allergéne
soupgonné n’a pas rencontré la logique industrielle. Par exemple, il n’est pas possible de
rechercher des IgEs contre le bleu de patenté V sodique a 2,5 %. Cependant, ce colorant peut
étre responsable d’une réaction d’HS lors d’une injection périaréolaire pour visualiser les
ganglions sentinelles dans le cadre d’une mastectomie. De méme, une suspicion d’allergie a
I’acide valproique peut étre confirmée par la réalisation d’un TAB en utilisant la posologie et
le médicament administré au patient alors que la recherche d’IgEs anti-dépakine n’est pas

disponible. Le TAB peut ainsi étre adapté a la molécule incriminée et a sa dose.

3-1-3 Faible réactivité des IgE vis-a-vis des Cross-reactive Carbohydrate

Determinants (CDD)

Un avantage supplémentaire du TAB réside enfin dans une moins grande vulnérabilité aux
réactivités des IgE pour les motifs sucrés partagés, les CCD. Ces réactions crois€es entre
allergénes dans les dosages d’IgEs ne sont pas considérées a priori comme significatives en

tant que cause de manifestations allergiques. Elles peuvent étre suspectées dans les dosages
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d’IgEs en utilisant 1’argument indirect d’un artifice technique : une recherche conjointe de
réactivités avec divers composés particulierement riches en motifs sucrés (broméline,

muxF3).

3-2 Limites

3-2-1 Interférences médicamenteuses

Les antihistaminiques, qui ciblent les récepteurs de 1'histamine, n'ont aucune influence sur les
TAB (81) contrairement aux corticostéroides (influence sur le CD63) et aux médicaments

immunosuppresseurs tels que la ciclosporine A (85).

3-2-2 Patient non répondeur

Chez environ 5 a 10% des patients, les basophiles ne répondent pas a un contrdle positif, que
ce soit anti-IgE, fMLP ou anti-FceRI (86). Dans un tel cas, on peut décider de stimuler avec
l'allergéne. Néanmoins, si l'allergéne donne également une réponse négative, la procédure doit
étre arrétée car il pourrait s'agir d'une réponse faussement négative (ce que 1'on appelle le non-
répondeur). Les résultats ne seront pas concluants. Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par la
présence de basophiles non libérateurs qui expriment FceRI normalement mais ne parviennent
pas a exprimer la tyrosine kinase Syk (107).

Les résultats faussement négatifs pourraient également s'expliquer par d'autres causes telles
qu'une exposition récente a l'allergéne avec une réfractarit¢ temporaire des polynucléaires
basophiles. D'un autre coté, la sensibilité du test peut diminuer de maniére significative au fil
du temps. Par conséquent, il est recommandé d'effectuer une analyse entre 6 semaines et 12
mois apres I'événement aigu (84). Les résultats faussement négatifs peuvent ¢galement avoir
des causes techniques telles qu'une manipulation et un stockage incorrect, une provocation
inappropriée des cellules avec des allergenes mal identifiés qui contiennent des composants

cytotoxiques ou inhibiteurs et I’utilisation de concentrations cytotoxiques (84).

3-2-3 Sources et doses d’allergénes utilisées

Pour le diagnostic des HSM, on utilise les médicaments, de préférence sous forme injectable
sinon il faut recourir aux formes disponibles provenant de la pharmacie. Les médicaments
doivent étre solubles dans I'eau et utilisés a des concentrations qui ne sont pas toxiques pour

les polynucléaires basophiles. Pour tester la toxicité, il faut incuber les basophiles avec
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différentes concentrations du médicament ou de I'anti-IgE humaine (contrdle positif) pendant
20 min a 37°C et mesurer la viabilité en utilisant de l'iodure de propidium ou un kit de
viabilité/cytotoxicité pour les cellules de mammiféres. La concentration optimale d'un
médicament pour stimuler les basophiles doit étre déterminée dans une expérience de courbe
dose-réponse incluant une dizaine de patients bien définis positifs au médicament et dix
témoins négatifs au médicament (82)(84). Les tests commerciaux se fondent sur les données

de la littérature.
3-2-4 Nombre de basophiles minimum pour 1’analyse

La difficulté provient de la rareté de cette cellule dans le sang circulant. Elle ne représente en
effet qu’une population minime, a peine 0,2 %, de leucocytes. Bien que cent basophiles
pourraient probablement suffire, il est souhaitable dans la mesure du possible d’évaluer au

moins 300 ou 500 cellules (86)(108).
3-2-5 Nombre de récepteurs a la surface des basophiles comparé aux mastocytes

Le TAB ne teste que I’activation des basophiles sanguins. La réaction de ces cellules est
ensuite extrapolée a 1’activation des mastocytes. Pourtant, les mastocytes sont les principales
cellules qui relarguent des médiateurs responsables des réactions d’HS. Le basophile possede
a sa surface le méme nombre de FceRI (10* a 10°) que le mastocyte (109)(110). Cela ne
semble donc pas poser de probléme pour interpréter un TAB classique avec une recherche de
mécanisme IgE dépendant. En revanche, dans une étude sur I’HS a la moxifloxacine, Van
Gasse et al (111), montre que la sensibilit¢ du TAB pour la moxifloxacine est dépendante du
nombre de MRGPX2 a la surface des polynucléaires basophiles. Ce nombre serait faible et ne
permettrait pas de représenter correctement ce qui se passe physiologiquement au niveau
tissulaire avec les mastocytes. Ainsi, pour évaluer ces voies d’activation alternatives non
dépendant des IgE des mastocytes, cela peut poser probleme. Un TAB négatif n’exclura donc

pas une HS médiée par 1’activation par le MRGPRX2 au niveau des mastocytes.
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4- Perspectives et développement du TAB

4-1  Marqueurs de suivi de I’efficacité d’une éviction, immunothérapie allergénique et

induction de tolérance

Outre son utilisation comme biomarqueur diagnostique en seconde intention d’HSI, ce test a
également un rdéle a jouer comme marqueur de suivi de I’efficacit¢ d’une éviction,
immunothérapie allergénique ou induction de tolérance. Cette indication est intéressante dans
les protocoles de désensibilisation rapide a des médicaments mais elle peut également
s’appliquer dans le suivi des effets de 1'immunothérapie spécifique aux allergénes (venins
d’hyménopteére, phléole, arachide...) (112)(113) ainsi que d'autres traitements
immunomodulateurs comme 1I’omalizumab, anticorps monoclonal anti-IgE (114) ou encore
dans le suivi d’éviction alimentaire (115). Aucune étude publiée n’a été réalisée pour montrer
une corrélation des résultats de TAB a la dose réactogeéne induisant une réaction clinique pour
les HSMI alors que cela a ét¢ montré dans les allergies alimentaires (116). De plus, une
corré¢lation des résultats de TAB a la sévérité clinique des symptomes allergiques pourrait étre

observée.

4-2  Exploration d’autres mécanismes d’activation mastocytaire (stimulation direct) et

utilisation d’inhibiteurs

Une alternative du TAB peut étre intéressante lors que 1’on veut reclasser une HS allergique
en HS non allergique. Cela consiste a ajouter un inhibiteur de la voie d’activation IgE médiée.
L’exploration de I’HS se fait en deux étapes :

- Laréalisation d’un TAB sans inhibiteur dans un premier temps

- La réalisation d’un TAB avec inhibiteur qui permet de conclure sur le type de

mécanisme d’activation mastocytaire (IgE dépendant ou non).

Pour confirmer que l'activation des basophiles est médiée par les IgE, il est possible d’utiliser
l'effet inhibiteur de la wortmannine (117). Cette molécule agit comme un inhibiteur puissant
et spécifique de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K), enzyme activée par la réticulation
d'IgEs sur les FceRI.
L’utilisation de cet inhibiteur de PI3-K dans des protocoles permet de vérifier que les résultats
des TAB sont dus a la présence d’IgEs aux médicaments et non d’une activation des

basophiles directe aspécifique. En effet, le TAB sera négatif en présence d’inhibiteur si
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I’activation est bien IgE médiée. Au contraire lorsqu’il reste positif cela signifie que le
mécanisme d’HS est indépendant des IgEs.
Des protocoles pourraient étre développés avec des inhibiteurs d’autres voies d’activation

mastocytaire comme celle du MGPRX2 avec le 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB)(118).

4-3  Utilisation du principe de sensibilisation passive des basophiles avec du sérum patient.

Le principe décrit par Prausnitz-Kuestner est de sensibiliser passivement des polynucléaires
basophiles de donneurs sains par le sérum de patient suspect d’HSM pour prouver un
mécanisme a médiation IgE (108).

Les principales étapes de la sensibilisation passive sont 1’isolement des cellules mononucléées
du sang périphérique (PBMC) d'un donneur sain, dont les polynucléaires basophiles,
I’¢limination des IgE liées aux récepteurs des basophiles du donneur avec de l'acide lactique
(pH 3,9) puis I’incubation avec du sérum du patient (1 heure, 37 °C). Le TAB est alors réalisé
et donne une indication sur I’état de sensibilisation du sérum du patient testé (119).

Par exemple, cette alternative du TAB présente un intérét pour 1’analyse des mécanismes
impliqués lors d’accident transfusionnel allergique. En effet, 1’obtention d’un pool de
basophiles posent probléme pour les patients leucopéniques, faisant des réactions lors de
transfusions concomitantes a des traitements (ex : chimiothérapies). Les TAB sont réalisés sur
des basophiles issus de donneurs préalablement mis en incubation avec le sérum du patient a
tester. S’ils sont présents, les IgEs du patient se fixeront aux FceR a la surface des basophiles
dénués d’IgEs du donneur ¢éliminés par de 1’acide lactique. Ce sont ces « quasibasophiles »
qui seront analysés (120). Le fait d’incuber les basophiles dans le sérum du patient a tester
permet ¢également au médicament de se lier aux protéines porteuses du patient. Cette
technique alternative permet d’explorer des réactions d’HS chez des patients leucopéniques

dans des conditions similaires aux conditions iz vivo.
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I11- Place du TAB dans les HSMI

Le TAB est désormais considéré comme un outil dont les possibilités sont particulierement
intéressantes et a toute sa place au sein de la stratégie d’exploration de ’HSMI. En regle
générale, pour les médicaments, la spécificité du test est excellente, mais la sensibilité reste a
améliorer (Tableau 12). Nous détaillons dans les paragraphes suivants les performances du
TAB ainsi que ces différentes indications selon les principales classes médicamenteuses

responsables d’HSMI.
1- Place du TAB dans la stratégie d’exploration globale des HSMI

L’association de tests in vivo et in vitro/ex vivo semble étre la meilleure stratégie pour
explorer une HSMI. Leur performance, leurs avantages et inconvénients différent et leur
disponibilit¢ varie pour chaque classe médicamenteuse. Ces données, résumées dans le
Tableau 15, sont a prendre en compte pour placer le TAB dans la stratégie d’exploration des

HSMI vis-a-vis des autres tests allergologiques.

Tableau 15 Outils diagnostiques actuels pour [’exploration de I’ HSMI d'apres (63)

Diagnostic Méthodes Avantages Inconvénients
PT Facile, rapide, risque Peu sensible
trés faible, bonne
spécificité
In vivo IDR Sensibilité augmentée,  Faux positif (irritation),
rapide, risque faible difficilement réalisable
chez I’enfant
TRM Preuve ultime Risque important
Tryptase Evalue la dégranulation Demi-vie courte,
In vitro/phase mastocytaire comparaison avec taux
aigué Augmente sensibilité basal
Histamine pour grade faible Demi-vie trés courte,
conditions conservation
prélévement
IgE Sérum stockable Nombre limité d’allergéne
spécifiques (médicaments) disponible
sensibilité et spécificité
In vitro/ex o variable .
vivo/identification TAB BPnne ‘spec1ﬁc1te, Sensibilité variable, -
de I'agent disponible pour un abs.ence stockz&ge possible,
large panel de patients non répondeurs,
responsable s
médicaments manque de
standardisation, absence
de seuil
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C’est donc la combinaison judicieuse de ces tests qui permet d’atteindre des spécificités et
sensibilités satisfaisantes. Un logigramme inspiré de la littérature (49)(124) est proposé ci-
apres, pour optimiser et stratifier 1’utilisation et 1’association des tests allergologiques
disponibles (Figure 18). Le TAB trouve sa place lorsque les autres tests ne sont pas
réalisables : TC indisponibles pour le médicament, trop dangereux ou ininterprétables
(dermographisme, hyperréactivité aspécifique...), IgE non commercialisés ou non fiables et
TRM impossible. Il peut également étre réalisé avant un TRM pour sécuriser ce test réalisé en
dernié¢re intention du fait de sa dangerosité. Pour finir, son résultat peut permettre de trancher
lorsqu’il est observé une discordance entre les résultats des tests allergologiques et les signes

cliniques afin d’affirmer ou exclure une HSM.

| Suspicion d’'une
HSMI

Anamnese et Interrogatoire
ENDA questionnaire ?

Pas NON

d’HSMI | HSMI possible ? |

oul

oul TC disponibles ? NON
réalisables ?

POSITIF NEGATIF
HSMI .
prouvée Résultats
NON
TRM possible ?
oul
Place des tests in vitro POSITIF NEGATIF
Dosage des IgE spécifiques <_Résultats
+/- TAB (discordance des

tests, TC ou IgE spécifiques HSMI Pas

non disponibles ...) prouvée d’'HSMI

Figure 18 Logigramme de la stratégie d'exploration d'une HSMI a partir des tests disponibles d’apres
(49)(124)
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2- Agents bloquants neuromusculaires (NMBA)

Les NMBA représentent la cause la plus fréquente de HSMI pendant I'anesthésie (121). De
nombreux TC sont disponibles pour les différentes molécules avec de bonnes performances.
De Campos et al. (72) ont examiné onze ¢tudes pour évaluer la performance du TAB dans le
diagnostic des HSMI aux NMBA. La sensibilit¢ des TAB pour les NMBA varie entre 36 et
92 %, tandis que la spécificité est excellente, de 93 a 100 %. Les variations de sensibilité
peuvent étre expliquée par le délai entre la réaction et le test généralement non pris en compte
dans les études évaluant les tests biologiques. En effet, dans 1’¢tude de Kvedariene et al.
(122), la sensibilité des TAB (CD63) était de 47,6 % pour des réactions d’HS survenues dans
les 4 4 8 ans avant le test et jusqu'a 85,7 % pour les réactions survenues au cours des 3
dernieéres années. Des données préliminaires suggerent également que les TAB pour les
NMBA pourraient avoir des sensibilités différentes pour chaque NMBA, mais le nombre
limité de cas pour chaque médicament dans les ¢tudes ne permet pas de tirer une conclusion
définitive (123). Uyttebroek et al. (124) ont évalué¢ 1'utilit¢ des TAB pour identifier la
sensibilisation a l'atracurium et pour étudier la réactivité croisée entre les relaxants
musculaires. Cinq patients sur huit atteints d'anaphylaxie périopératoire a l'atracurium étaient
également sensibilisés a d'autres NMBA. Deux patients exposés a l'atracurium avec un TC a
'atracurium négatif avaient des TAB clairement positifs. Un seul patient sensibilis¢ au
cisatracurium présente un TAB a D’atracurium positif et aucune réaction croisée entre le
rocuronium, suxaméthonium et atracurium n’a été constaté. Ces résultats suggerent que le
TAB peut étre une méthode de diagnostic utile pour l'anaphylaxie induite par 1'atracurium et
peut étre complémentaire aux TC. L’intérét principal du TAB pour les NMBA est de pouvoir
distinguer les molécules directement responsables de la réaction d’HS, étudier la réactivité
croisée entre les relaxants musculaires et ainsi proposer des protocoles d’anesthésie adaptés
au patient, lors d’une future chirurgie nécessitant une nouvelle curarisation. Il ne peut
cependant pas remplacer les TC qui restent les tests les plus performants pour évaluer les HS
aux NMBA. Avec un IS >1,76 et un pourcentage de basophiles activés > 5,01% comme seuil,
la performance des TAB pour les NMBA est de 68,18% de sensibilité et 100% de spécificité
(123).
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3- B-lactamines (BL)

Les TAB aux BL sont bien décrits, avec une sensibilité un peu plus faible que les NMBA,
mais toujours une excellente spécificité. Les TAB ont montré une sensibilité entre 22 et 55 %
et une spécificité de 80 a 97 % (72). De Week et cols (125) ont mené une étude dans 10
centres européens, €¢valuant au total 178 patients allergiques aux BL. Lorsqu'un seul allergéne
a ¢te évalué, le taux de positivité varie de 16 % pour la pipéracilline a 33 % pour
I'amoxicilline. Cependant, lorsque 1’on combine 4 allergénes « pénicilline » (ampicilline,
amoxicilline, benzyl-penicilline et penicilloyl-polylysine), une sensibilité globale de 48,3 % a
¢été atteinte. Ces résultats soulignent la nécessité de tester plus d'un allergene, et avec au moins
deux concentrations, afin d'obtenir des résultats optimaux. Dans 1’é¢tude d’Abuaf et al (126),
le CD203c a montré une plus grande sensibilité que le CD63 pour le diagnostic de I'allergie a
I'amoxicilline (60 % vs 20 %). Cependant, des résultats faussement positifs, confirmés par un

TRM négatif, ont été observés avec le CD203c¢ ainsi qu'avec le CD63.
4- Fluoroquinolones (FQ)

Il est connu que I’HS aux FQ peut impliquer différentes voies d’activation mastocytaire
(spécifique dépendante des IgE ou non spécifique par le biais du récepteur MRGPRX2). En
effet, certaines FQ sont capables d’induire directement la libération d'histamine, ce qui est a
I’origine de résultats faux positifs lors des TC (49). L’indisponibilité commerciale de dosages
d’IgEs validés et le risque de réaction séveére lors d’un TRM aux FQ laisse une place
importante aux TAB dans la stratégie diagnostique (117). Néanmoins, il est difficile d’évaluer
les performances du TAB dans cette allergie médicamenteuse car la sensibilit¢ du TAB
dépend de l'entité clinique, de la FQ responsable et du marqueur d’activation utilisés. En effet,
si dans 1’é¢tude de Demir et al. (127) la sensibilit¢ du TAB aux FQ n’est que de 10 %, celle
publiée par Ben Said et al. (128) est contradictoire et montre une sensibilité de 100%. Dans
une ¢étude récente, Fernandez et al. (74), étudient 17 patients présentant des réactions
allergiques immédiates aux FQ. La meilleure sensibilité chez les patients allergiques a la
moxifloxacine a été obtenue avec le CD203c (sensibilité¢ = 36,4 % ; spécificité = 94,4 %)
alors qu’il s’agit du CD63 pour les patients allergiques a la ciprofloxacine (sensibilité 83,3 %
; spécificité 88,9 %). La meilleure sensibilité-spécificité a été obtenue en utilisant un IS de 3.
La réactivité croisé€e entre les FQ est difficile a prévoir avec le TAB en raison du petit nombre

de patients inclus dans les quelques études publiées (117)(127)(128).
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Rouzaire et al. (129) ont montré que la valeur prédictive négative (VPN) du TAB aux FQ était
excellente dans la prise en charge des patients avec suspicion d’HSMI aux FQ et que c¢’était

un outil précieux dans la décision de réaliser des TRM pour ces patients.
5- AINS et Aspirine

La majorité des réactions cliniques aux AINS ne sont pas spécifiques a un AINS.
Inversement, les patients présentant une HSMI a une molécule pourraient en tolérer une autre
(130). De plus, comme vu précédemment, le mécanisme le plus souvent impliqué est non-
immunologique. A partir de ces observations, I’intérét ainsi que la fiabilit¢ du TAB est tres
controversée dans le cadre de diagnostic d'HSI aux AINS. Les études évaluant les TAB aux
AINS sont trés hétérogénes en termes de sensibilité et spécificité. Le TAB est plus prédictif
chez les sujets présentant des HSI sélectives aux AINS que chez les sujets présentant une HS
a plusieurs AINS dite « multiple » (72). Il convient donc de distinguer les performances du
TAB pour les HSI sélectives d’un AINS et les HS issus de réactions croisées.

Les ¢tudes sur les TAB dans les HSI non sélectifs a l'aspirine ou aux AINS sont
contradictoires ou peu concluantes. Elles montrent généralement une sensibilité insuffisante
(environ 20 a 40%) dans le diagnostic de ces réactions (72). Abuaf et al. (47) ont évalué 60
patients atteints de HSI multiples aux AINS et ont observé une faible sensibilité globale aux
TAB de 21%. La sensibilité augmentait a 64% dans les réactions séveres. Gamboa et al. (131)
ont ¢tudié¢ des patients présentant une HS multiple aux AINS confirmée par les antécédents
cliniques d'au moins deux réactions a deux ou plusieurs AINS différents ou par test de
provocation. Le TAB a l'aspirine a montré une sensibilit¢ de 43,3% et une spécificité¢ de
100%. Pour les autres AINS, la sensibilité et la spécificité étaient de 15% et 100% pour le
métamizole, 43,3% et 93,3% pour le diclofénac et 54,8% et 74,1% pour le naproxene.
Associant tous les résultats, la sensibilité globale augmentait de 63,3%.

Dans l'ensemble, ces résultats suggérent que le TAB n'est pas une méthode fiable dans le
diagnostic de I'HS multiple aux AINS. La gravit¢ de la réaction et le mécanisme de
dégranulation peuvent avoir un impact sur la sensibilit¢ des TAB. Le TAB ne semble donc
pas étre un outil trés pertinent dans 1’exploration des HSI non sélectives aux AINS et doit étre
réalisé au cas par cas.

Concernant les performances des TAB pour diagnostiquer les HSI sélectives a un AINS,

seules des ¢tudes s’intéressant a ’HSI sélective aux pyrazolones et notamment au dipyrone
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(métamizole) sont disponibles (130)(132)(133). Cette molécule n’ayant pas 1’autorisation de

mise sur le marché en France, les études ne sont pas détaillées.

6- Sels de platine

Il existe des données prometteuses évaluant [’utilisation des TAB comme biomarqueur
prédictif d’HSI aux sels de platine, de leur sévérité ainsi que comme biomarqueur prédictif de
résultat de la désensibilisation rapide a ces traitements. En 2012 (134), une étude prospective
a suivi des patients qui recevaient du carboplatine pour le traitement de cancers
gynécologiques. Des TAB évaluant I'expression de CD203c¢ a la surface des basophiles ont
été réalisés. Il a été¢ observé que pour les six patients qui sont devenus allergiques au
médicament au cours de 1'étude, leurs basophiles présentaient une expression accrue du
CD203c la veille de la réaction. De plus, I’HSI avait tendance a étre plus sévere chez les
patients avec un TAB positif. Plus récemment, Giavina et al. (135) ont évalu¢ le TAB en tant
que biomarqueur chez les patients subissant une désensibilisation rapide au carboplatine et a
I'oxaliplatine. C’est une méthode slire et efficace pour réintroduire des médicaments
progressivement chez les patients réactifs. Le TAB était positif chez 11 des 15 patients
allergiques (73,3%), avec une expression accrue de CD203c dans 11/15 (73,3%) et de CD63
dans 6/15 (40,0%). Une expression plus élevée de CD63 a été observée chez les patients
présentant des HSI initiales séveres. Les patients présentant des réactions anaphylactiques
importantes pendant la désensibilisation avec des niveaux de tryptase élevés, avaient un TAB
positif. En revanche, les patients témoins avaient tous des TAB négatifs.

A T’heure actuelle, aucune étude n’a établi le seuil de positivité pour les TAB aux sels de
platine. Par analogie aux autres médicaments, le seuil de positivité a 5% est souvent utilisé.
La cinétique d’expression du CD203c par les basophiles semble étre un outil plus intéressant
afin de suivre le traitement des patients et ainsi d’éviter des HSI séveres. Le TAB peut
également étre utile dans 1’évaluation de la désensibilisation rapide au médicament (136).
L’utilisation du marqueur CD203c¢ est plus sensible que le marqueur CD63, mais I’expression

de ce dernier semble corrélée a la sévérité de la réaction d’HSI.

7- Anticorps monoclonaux

Les TAB peuvent étre un outil diagnostic supplémentaire dans l'investigation des HSMI
secondaires a I’administration des anticorps monoclonaux. Son intérét dans 1’évaluation de la

réussite des protocoles de désensibilisation rapide avec ces médicaments dépend cependant de
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I’anticorps monoclonal testé. De la Varga Martines et al. (137), ont présenté le cas de deux
patients avec des réactions au point d'injection a 1'étanercept. Les TC sont négatifs mais ils ont
présenté des TAB positifs, ce qui indique une sensibilité supérieure du TAB. Malgré une
désensibilisation réussie, il n’a pas été constaté de décroissance de 1’expression du CD63.
Thévenot et al (138) dans leur case report, ont montré que la désensibilisation rapide a
I'adalimumab est associée a une diminution de I’expression du CD63 et du CD203c a la
surface des basophiles. Un cas d'anaphylaxie séveére au pertuzumab, avec augmentation des
taux de tryptase, chez une femme de 38 ans atteinte d'un cancer du sein a été étudié a l'aide de
TC et de TAB. Alors que le PT et I'IDR ¢étaient tous deux négatifs, le TAB était positif pour
les deux marqueurs, CD63 et CD203c. La patiente a ¢té désensibilisée avec succes (139). Piva
et al (140) ont évalué le TAB dans le diagnostic de cinq patients traités pour des maladies
lymphoprolifératives soupconnées d'avoir un HSI secondaire au rituximab. L'expression de
CD63 ¢tait plus ¢levée chez les patients présentant des réactions par rapport aux 18 témoins
sains. Dans tous ces papiers, la spécificit¢ du TAB est proche de 100 % et la sensibilité est
bonne mais varie en fonction des médicaments. La disponibilité, les performances et la
facilité de réalisation du TAB comparé aux TC et aux dosages des IgEs place ce test au centre
de I’exploration d’HSMI aux anticorps monoclonaux. Aucune étude n’a évalué le seuil de

positivité du TAB ainsi que I’IS.

8- Inhibiteurs de la pompe a protons (IPP)

De nombreuses HSI ont été observées apres traitement par des IPP, notamment avec les
principes actifs, oméprazole, pantoprazole et lanzoprazole. Le TAB a montré son intérét dans
le diagnostic de ces HSMI. Dans 1’étude de Laguna et al. (78), les auteurs ont comparé les
deux marqueurs, CD63 contre CD203c. En ce qui concerne les différentes entités cliniques,
choc anaphylactique, anaphylaxie et urticaire, ils n'ont trouvé aucune différence significative
entre I’expression du CD203c et du CD63, calculée en pourcentage ou IS. De plus, aucun cas
de TAB avec le CD203c¢ positif (IS> 2) et de TAB avec le CD63 négatif n'a été observé. Il
¢tait donc égal d’utiliser I’un ou I’autre des marqueurs dans un protocole TAB.

Les TC avaient une sensibilité a 66,7 % et une spécificité de 100 %. Lorsque 1’on ajoutait un
TAB avec un seuil de positivité de 10% de basophiles activés, la sensibilité diagnostique était
augmentée et atteignait les 73,8 % sans réduire la spécificité (78). Un IS supérieur a 2
permettait d’interpréter positif un TAB aux IPP avec une sensibilit¢ et spécificité

satisfaisantes. Ces valeurs montrent que le TAB pourrait étre trés utile dans le cadre du bilan
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allergologique, car il peut aider le clinicien a décider d'effectuer ou non un TRM, en
particulier chez les patients présentant des réactions séveres, comme c'est le cas de la plupart
des patients allergiques aux IPP. La plupart des patients allergiques a 1'oméprazole avaient
¢galement un TAB positif au pantoprazole mais pas au lansoprazole. Des réactions croisées
entre les différents IPP ont ét¢ démontrées (141)(142). Le fait que cette réactivité croisée in

vitro peut prédire la tolérance clinique est actuellement inconnue.
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CHAPITRE 1 : ANALYSE DES
DEMANDES AU CHU DE BORDEAUX
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Nous avons vu que le TAB était un ¢lément important dans le diagnostic des HSMI. Nous
souhaitons le mettre en place au laboratoire d’Immunologie tout d’abord dans le cadre des
explorations des HSM. Dans ce premier chapitre, nous avons donc cherché a évaluer quelles
¢taient les demandes, les indications, la pertinence diagnostique et les résultats des TAB au

CHU de Bordeaux.
I - Objectifs

L’objectif de cette partie était d’analyser la demande actuelle des TAB par nos médecins
prescripteurs ainsi que de récolter des données sur les principales indications et les classes
médicamenteuses testées. Ce travail a pour but d’évaluer les besoins actuels afin de préparer
la mise en place de la technique au CHU de Bordeaux. Dans un second temps, les résultats de
ces TAB ont été récupérés puis analysés afin d’évaluer leur apport diagnostique et 1’impact

des résultats sur la prise en charge (PEC) du patient.
IT - Matériels et Méthodes

Le recueil a été réalisé a partir de la base de données Synergie du laboratoire d’Immunologie
et d’Immunogénétique du CHU de Bordeaux du 01/01/2015 au 21/08/2020 (extraction du
code informatique 9TACB). Les TAB contre les médicaments suspectés étaient réalisés au
laboratoire sous-traitant d’Immunologie du CHU de Limoges. Ils ont été réalisés en mesurant
I'expression de CD63 dans la population de basophiles. Le seuil de positivité a été¢ défini a
l'aide d'un controle négatif sans aucun médicament. L’anti-IgE et I’anti-récepteur IgE ont été
utilisés comme controle positif. Tous les résultats ont été exprimés en indice d’activation
¢tabli grace a un algorithme spécifique prenant en compte 1’expression du CD63 et la MFI
IgE a la surface du basophile comme décrit par Saint-Laudy et al. en 2007 (143). Deux
dilutions ont été testées par médicament. Les résultats étaient considérés positifs lorsque
I’indice était supérieur a 32 pour les 2 concentrations successives. Si un seul indice était

supérieur a 32, le TAB était interprété comme a la limite de la positivité.

Les résultats de chaque TAB ont été récupérés pour analyse. Les molécules testées ont été
recueillies pour chaque demande. Les dossiers d’exploration d’'une HS non médicamenteuse
ont été exclus. Les renseignements cliniques ont ét¢ obtenus par I’intermédiaire des courriers
des médecins récupérés sur le logiciel patient DXCare. Les renseignements cliniques suivants

ont été recueillis : indication du TAB, manifestations cliniques, médicament(s) suspecté(s),
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antécédents allergiques, PEC du patient aprés le résultat du TAB. Les résultats des tests
allergologiques, TC et dosage des IgEs ont été recueillis respectivement sur le logiciel patient
DXCare et sur le logiciel Synergie.

Apres avoir identifié les indications de chaque TAB grace au dossier patient, nous les avons

triés en 8 grands groupes (Tableau 16). Il pouvait y avoir plusieurs indications pour un méme

dossier.
Tableau 16 Indications du TAB
INDICATIONS
1 Discordance entre la clinique et les TC et/ou le dosage des IgEs
2 TC ininterprétables / contre-indiqués / impossibles
3 Recherche des IgEs non disponibles
4 Eviter un TRM ou TRM impossible
5 Diagnostic différentiel
6 Confirmer une hypersensibilité
7 Exclure une hypersensibilité
8 Identifier le médicament incriminé (choc anesthésie +++)

Pour évaluer I’apport diagnostique du TAB, le critéere d’évaluation principal a été le
diagnostic final retenu par le clinicien allergologue au regard du faisceau d’arguments
cliniques, biologiques et du TRM si celui-ci a été réalisé, permettant ainsi le diagnostic
¢étiologique de la réaction d’HS. 1l a ét¢é ainsi considéré un apport diagnostique lorsqu’un TAB
positif affirmait le diagnostic de ’HSM et engendrait une contre-indication (CI) absolue du
médicament. De plus, 1’apport diagnostique a été considéré lorsqu’un TAB négatif a un
médicament permettait d’exclure ’HSM et faisait lever la CI a ce médicament. Dans ces deux

cas, le résultat du TAB avait un impact sur la suite de la PEC du patient.

III - Résultats

1 - Nombre de demandes et médecins prescripteurs

Quatre-vingt-six dossiers ont ét¢ analysés. Deux ont été exclus. Au final, 84 dossiers de TAB
correspondant a 52 patients ont été comptabilisés pour des HSM entre 2015 et 2020. Une
augmentation significative du nombre de prescriptions a été observée depuis 2017 (400 %
d’augmentation) (Figure 19). Les chiffres de 2020 suivent cette tendance : 30 TAB de janvier

a aout 2020 ont été réalisés.
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Figure 19 Evolution du nombre de demandes de TAB depuis 2015 au CHU de Bordeaux

Les principaux prescripteurs sont des médecins allergologues ou anesthésistes expérimentés.
Le service d’Allergologie du Dr S. GUEZ au CHU de Bordeaux était a I’initiation de 66 %
des prescriptions de TAB pour les HSM. Les anesthésistes-allergologues ont prescrit 28 %
des TAB pour I’exploration des HSM. Les 4 % restants ont été prescrits par le service de
dermato-pédiatrie du Dr F. BORALEVI, et un allergologue de ville. Les patients se font
prélever, dans la majorité des cas, au centre de prélevement adulte (60 %) ou en hdpital de
jour (21 %). Les autres lieux de prélévement sont le service de médecine post-urgence (7 %),
le service de pneumologie et le service d’insuffisance respiratoire et transplantation
pulmonaire (1%), le centre de prélevement pédiatrique (< 1 %), et d’autres services

d’hospitalisation du CHU de Bordeaux (11%).
2 - Démographie des patients testés

Sur I’ensemble des dossiers, seuls quatre dossiers pédiatriques ont ¢ét¢ comptabilisés,
correspondant a 2 enfants de 8 et 10 ans. Pour les patients adultes, la moyenne d’age des

patients était de 50 ans (de 18 a 84 ans) avec un ratio Homme/Femme égal a 0,73 (Annexe 1).
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3 - Indications

La principale classe médicamenteuse testée était les antibiotiques (57 %), parmi ces tests, les
molécules testées étaient principalement les pénicillines (54 % des TAB aux antibiotiques) et
les céphalosporines (32 %) mais on retrouvait également des tests aux glycopeptides (6%),
FQ (4%), tétracyclines (3%) et métronidazole (3%) (Figure 21). Suivaient les TAB testant les
HS aux NMBA (18%). Les antalgiques testés (6 %) étaient le paracétamol et la pholcodine.
Les AINS (3 %) testés sont I’ibuprofene et I’acide tiaprophénique. L’anesthésique testé (3 %)
était le propofol. Dans les autres médicaments (13 %), on retrouve un test au sumatriptan, au
bleu de patenté, au décapeptyl, au valproate de sodium, au vaccin anti-tétanos, a

I’ondansétron, deux a la bétadine et au ioméron (Figure 20).

Autres médicaments

13%
’

Anesthésiques
3%

Antalgiques 6 %

Antibiotiques 57%
NMBA 18%

Figure 20 Répartition en pourcentage des classes médicamenteuses testées par TAB de janvier 2015 a
aout 2020 au CHU de Bordeaux (n=84)
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Figure 21 Répartition en pourcentage des antibiotiques testés par TAB de janvier 2015 a aout 2020
au CHU de Bordeaux (n=48)

L’analyse des indications a montré que, dans 28 % des cas, la réalisation du TAB était
motivée par une discordance entre la clinique et le résultat des TC et/ou des IgEs quand ils
¢taient disponibles. L’autre indication la plus fréquemment retrouvée était I’impossibilité
d’obtenir un résultat de TC (29 % des cas) en raison de 1’indisponibilité¢ des allergénes a
tester, la CI a les réaliser chez certains patients ou le fait qu’ils soient ininterprétables. Le
TAB ¢était demandé, respectivement, pour exclure ou affirmer une HS dans 14 et 11 % de ces
cas. Dans ces indications, le TAB apportait une information supplémentaire pour trancher sur
un mécanisme IgE médié avant d’avoir recourt au TRM.

Les 4 autres indications €taient des cas plus isolés s’associant souvent aux 4 indications plus
fréquentes. Le TAB a ¢t¢ demandé dans le diagnostic différentiel d’un angioedéme a
bradykinine ou pour aider a identifier la molécule responsable du choc anaphylactique lors
d’une anesthésie avec introduction de plusieurs médicaments simultanément. Dans deux cas,
le TRM est trop risqué pour les patients compte tenu de leur état clinique, le TAB était

I’alternative la plus stire afin de pouvoir caractériser et/ou confirmer les HSM (Figure 22).
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Figure 22 Répartition en pourcentage des différentes indications des TAB au CHU de Bordeaux de
2015 a 2020 (n = 84)

4 - Résultats des TAB

Sur les 84 dossiers d’HSM, les résultats du TAB ont pu étre récupérés pour 69 dossiers : une
non-conformité d’acheminement et trois résultats jamais recus ont été observés. De plus, les
résultats des TAB envoyés aprés le 30 juin 2020 par le laboratoire n’étaient pas encore
disponibles. Le délai de rendu de résultat était en moyenne de 33 jours.

I1'y a trés peu de résultat positif (9,8 %), en raison de la faible sensibilit¢ des TAB notamment
pour les médicaments. Pour 5,6 % des TAB, le résultat est douteux a la limite de la positivité.
Pour 79 % des TAB, le résultat est négatif. Les statistiques des résultats des TAB sont
représentées dans la figure 23 et les résultats analysés par classe médicamenteuse sont

représentés dans la figure 24.

Ininterprétable
5,6 %

POSITIF 9,8 %

Limite de positivité
5,6 %

NEGATIF 79 %

Figure 23 Résultats des TAB de janvier 2015 a aout 2020 au CHU de Bordeaux (n=69)

80



120

100

80

Pénicillines  Céphalosporines  Autres ATB NMBA Anesthésiques  Antalgiques AINS Autres

n=9
W % positif W% limite de positivité  m % négatif m %INI

n=16 n=14 n=7 n=14 n=2 n=5 n=2 médicaments

Figure 24 Résultats des TAB en fonction des médicaments testés de janvier 2015 a aotit 2020 au CHU

de Bordeaux.
Le nombre (n) correspond au nombre de TAB pour chaque classe médicamenteuse.

5 - Apport diagnostique du TAB et I’impact de son résultat sur la PEC

Dans cette partie, nous avons évalué, par classe médicamenteuse (Figure 25) puis pour chaque

patient (Figure 26 a 29), I’apport diagnostique du TAB.

100%
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60%
50%
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10%

0%

Pénicillines Céphalosporines Autres ATB NMBA Anesthésiques Antalgiques AINS Autres
n=16 n=14 n=7 n=14 n=2 n=5 n=2 médicaments
n=9
m Apport diagnostique (TAB Positif) m Apport diagnostique (TAB Négatif) m Pas d'apport diagnostique (TAB Positif)

m Pas d'apport diagnostique (TAB Négatif) m Pas d'information

Figure 25 Pourcentage de l'apport diagnostique du TAB en fonction des médicaments testés et du

résultat du TAB.
Le nombre (n) correspond au nombre de TAB pour chaque classe médicamenteuse.
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Pénicillines (amoxicilline, augmentin

12 patients

Positif X Négatif

\
3 patients (4 TAB) 9 patients (12 TAB)
T

Impossibles pour 1 patient
-> pas d’information sur la
suite de la PEC

Non réalisés pour 1 patient
->TC a faire

.

| towen |
RS

Positifs Négatifs

TC ininterprétables et IgEs anti-
amoxicilline positifs pour 1 patient
Cl aux pénicillines, TC et TAB a
contréler

Positifs ‘ Négatifs - Apport diagnostique du TAB Positifs Négatifs

Positifs ] Négatifs

. |

* IgEs anti amoxicilline et anti-augmentin

Cl aux pénicillines, pas de TRM a faire pour Cl aux pénicillines,  Cl aux pénicillines TRM a faire pour exclure
Cl aux céphalosporines, exclure une HS aux pas de Cl aux par sécurité une HS aux pénicillines
pas de TRM a réaliser pénicillines céphalosporines, pas  =» Pas d’apport (Peu risqué)
-> Apport diagnostique (Peu risqué) de TRM a réaliser diagnostique du -> Pas d’apport
du TAB -> Pas d’apport - Apport TAB diagnostique du TAB

diagnostique du TAB diagnostique du TAB

Figure 26 Résumé des résultats du bilan allergologique chez 12 patients ayant eu un TAB aux
pénicillines

Pour les TAB aux pénicillines (n=12 patients), il n’a pas été possible de recueillir
d’informations sur la suite de la PEC et sur le diagnostic pour 1 patient. Nous avons observé
un résultat de TAB positif pour 3 patients (Figure 26). Ceci a engendré la CI a I’Amoxicilline
pour 2 patients. En effet, d’autres arguments tels que des IgEs anti-amoxicilline et anti-
augmentin allaient dans le sens de ’HSM a I’amoxicilline malgré des TC retrouvés négatifs.
Il n’a donc pas été nécessaire de réaliser un TRM afin d’affirmer ’HSM et nous avons
considéré un réel apport diagnostique du TAB dans ces situations. Pour le troisiéme patient
qui présentait des TC négatifs ainsi qu’une absence d’IgEs anti-amoxicilline, il a été conseillé
de poursuivre I’exploration de I’HS par un TRM.

Pour les 9 patients ayant un TAB négatif: il n’a pas été possible de statuer sur ’apport
diagnostique du TAB pour 2 patients, on a retrouvé un apport diagnostique pour 1 patient.
Pour les 6 autres patients, le TAB n’a pas permis d’exclure I’HS aux pénicillines. Il n’y pas
d’apport diagnostique du TAB. Au total, I’apport diagnostique du TAB aux pénicillines a été
évalué présent pour 25 % des patients (3/12) (Figure 26).
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Céphalosporines (cefazoline, cefuroxime, ceftazidime, ceftriaxone)
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Positif
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-> pas d’information sur la suite de la PEC
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prouvée d’HS -> Pas d’apport diagnostique du TAB
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-> Pas d’apport diagnostique du TAB
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de Cl aux pénicillines et aux devant la positivité Cl aux pénicillines et aux
autres céphalosporines des IgEs autres céphalosporines
-> Apport diagnostique du => Pas d’apport -> Apport diagnostique du
TAB diagnostique du TAB TAB

Figure 27 Résumé des résultats du bilan allergologique chez 13 patients ayant eu un TAB aux
céphalosporines

Pour les TAB aux céphalosporines (n=13 patients), il n’a pas été¢ possible de recueillir des
informations sur la suite de la PEC et sur le diagnostic posé¢ pour 2 patients (Figure 25).
Concernant les résultats obtenus, tous ont été retrouvés négatifs. La CI absolue aux
céphalosporines (critere d’évaluation de 1’apport diagnostique) a été levée pour 43 % des
patients (6/13 patients) (Figure 27). Cela a montré un impact non négligeable sur la future

PEC et les futures alternatives thérapeutiques disponibles pour le patient.
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Figure 28 Résumé des résultats du bilan allergologique chez 7 patients ayant eu un TAB aux autres

antibiotiques

L’apport diagnostique du TAB pour les autres antibiotiques n’était présent que pour un seul

patient (Figure 25). Cela a permis de conclure a un mécanisme histaminolibérateur non
spécifique pour la vancomycine. Si besoin, le patient pourra, apreés prémédication
antihistaminique, recevoir une injection de vancomycine. Tous les autres TAB aux autres
antibiotiques ont également été retrouvés négatifs, le TRM était nécessaire a la suite de la

PEC du patient (Figure 28).
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NMBA (suxaméthonium, cisatracurium, atracurium)
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Figure 29 Résumeé des résultats du bilan allergologique chez 11 patients ayant eu un TAB aux NMBA

A propos des résultats des TAB testant les NMBA, on a observé 28 % de résultats positifs ou
a la limite de la positivit¢ (Figure 24). Cela correspond a 4 patients (2 TAB au
suxaméthonium, 1 au cisatracurium et 1 a I’atracurium). Pour ces 4 patients, le TAB positif a
permis d’incriminer spécifiquement la molécule testée et ainsi lever la CI pour les autres
NMBA (apport diagnostique dans 100 % des cas). La CI a tous les NMBA a été levée suite au
résultat du TAB retrouvé négatif pour 3 des patients (43 %). Pour une partie des patients,
d’autres causes telles que 1’administration en simultanée de Plasma Frais Congelé (PFC) ou
une HS a un autre médicament (pénicillines) ont été prouvées comme a ’origine du choc
anaphylactique. Pour d’autres, c’est la faible gravité du choc (Grade < III) associé¢ au TAB
négatif qui a permis de lever la CI absolue aux NMBA. Pour le reste des patients avec un
TAB négatif, la CI a été maintenue par précaution en raison de la gravité du choc (Grade > ou
= III) ou en présence d’autres arguments ne permettant pas d’exclure une vraie HS aux
NMBA tels que la positivit¢ des TC ou des IgEs anti-ammonium quaternaire. Au total,
I’apport diagnostique du TAB aux NMBA a été évalué présent pour 64 % des patients (7/11)
(Figure 29).
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Pour les TAB aux AINS (n=2 patients), 1’apport diagnostique était présent pour un des
patients (Figure 25).

En ce qui concerne les TAB réalisés vis-a-vis des autres médicaments (sumatriptan, bleu de
patenté, décapeptyl, valproate de sodium, vaccin anti-tétanos, bétadine et ioméron), nous ne
disposions que d’un ou deux dossiers par molécule et aucune statistique n’a pu étre réalisée.
On a retrouvé un apport diagnostique pour 44 % des dossiers (4/9) (Figure 25). Le résultat de
TAB au sumatriptan négatif a eu un impact sur la PEC du patient. Il a permis la réintroduction
d’un médicament indispensable au traitement du patient (sumatriptan chez une femme
migraineuse). Un autre résultat négatif a permis la réinjection de bleu de Patenté lors d’une
chirurgie dans le cadre d’'une PEC de cancer du sein. Le résultat du TAB positif au vaccin
anti-tétanos a enclenché la CI a ce vaccin et des recommandations en cas de plaie. Il en est de
méme pour le patient chez lequel on retrouve un TAB positif a la bétadine.

L’ apport diagnostique concernant les TAB testant les antalgiques (n=5 patients) est nul
(Figure 25). On note qu’il n’a pas été possible de recueillir d’informations sur la suite de la
PEC et sur le diagnostic posé€ pour 1 patient. De méme, il n’a pas été possible de récupérer
d’informations sur la PEC du patient pour lequel le TAB au propofol (anesthésique) a été
ininterprétable a deux reprises.

Le résumé de I’apport diagnostique vis-a-vis des différentes classes médicamenteuses est

représenté dans la Figure 30.

70,00%
60,00%

50,00%

40,00%
30,00%
20,00%
10,00% I
0,00% 0,00% Pas d'information

NMBA AINS Autres medlcamer\fs Céphalosporines Pénicillines Autres ATB Antalglques Anesthesmues
n=11 n=13 n=12 n=7

Figure 30 Apport diagnostique du TAB en fonction des classes médicamenteuses testées.
Le nombre (n) correspond au nombre de patients qui ont eu un TAB pour chaque classe
médicamenteuse.
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En conclusion, le résultat du TAB a un impact sur la PEC du patient non négligeable et
I’apport diagnostique du TAB était présent pour 50 % des dossiers (35/69). Quatre-vingt-un
pour cent des résultats positifs ont eu un impact sur la PEC des patients, ils confirmaient I’HS
au médicament testé et enclenchait une CI absolue de ce dernier. Les résultats négatifs ont eu
un impact sur la PEC des patients pour 39 % des dossiers. Malheureusement, les résultats des
TRM n’ont pas pu étre récupérés car pour la totalité des dossiers et des patients les TRM

n’ont pas ¢été réalisés.

IV - Discussion

Les résultats présentés ci-dessus, n’ont pas une forte valeur statistique car c’est un faible
¢chantillon de tests. Il serait intéressant de réaliser cette étude a plus grande échelle, nationale
par exemple, notamment pour avoir un nombre d’échantillon supérieur a 30 pour chaque
classe médicamenteuse et pour inclure de nouveaux dossiers permettant de 1’¢largir a d’autres
indications. En effet, les dossiers analysés dans cette partie sont des dossiers qui ont posés
probléme au diagnostic pour les cliniciens et les biologistes lors des réunions de concertation
pluridisciplinaire (RCP). Ils ne sont donc pas représentatifs des cas d’HSM en général au
CHU de Bordeaux. Le principal biais de cette ¢tude est la restriction des prescripteurs
(Service d’Allergologie du Dr S. GUEZ pour plus de 60 % des dossiers). Il n’est donc pas
étonnant de voir une prédominance des indications du TAB qui correspond aux habitudes du
médecin prescripteur et prenant en compte les patients qui viennent consulter. La population
étudiée est trés hétérogene et on a cependant retrouvé une prédominance féminine (sexe ratio
H/F a 0,73) décrite dans la littérature (21). La population pédiatrique est trés peu représentée.
Cela est expliqué par le peu de prescription des pédiatres, la demande de TAB n’étant pas
intégrée dans leur pratique de routine. De plus, les enfants ne sont pas la population cible des

HSM (8).

L’apport diagnostique a été évalué par classe médicamenteuse pour plus de clarté et simplicité
mais pour la plupart des patients, la prescription associait des TAB a plusieurs médicaments.
C’est notamment le cas pour les dossiers des patients ayant fait une réaction d’HS lors de
I’induction anesthésique. Des TAB pour I’ensemble des médicaments suspectés d’HS
(antibiotiques, anesthésiques) ont été prescrits simultanément afin de déterminer le

médicament responsable de la réaction d’HS au moment du choc (62).
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Les TAB pour lesquels on retrouve 1’apport diagnostique le plus élevé, présent pour 64 % des
patients, sont ceux vis-a-vis des NMBA, bien qu’aucun des tests n’a été retrouvé positif. En
effet, I’association des TC et du TAB a une VPN excellente pour les NMBA comme décrite
par Leysen et al (144) sur 272 patients avec 100 patients ayant une deuxiéme anesthésie. Le
dosage des IgEs anti-ammonium quaternaires, au contraire, est moins prédictif cliniquement
que les tests cellulaires et leur positivité n’empéche pas toujours une utilisation ultérieure de
NMBA lors d’une nouvelle anesthésie (144). Les TAB aux NMBA prescrits au CHU de
Bordeaux avaient pour but de recherche les réactions croisées et donc de limiter les CI
absolues a tous les NMBA pour les futures anesthésiques (principale indication du test décrite
dans la littérature) (124).

L’ apport diagnostique du TAB aux pénicillines est moins important que pour les tests au
NMBA (présents pour 25 % des patients). D’aprés Chen et al. (145), on retrouve une preuve
diagnostique dans seulement 10 a 30 % des patients « étiquetés » allergiques aux pénicillines.
De plus, en cas d’allergie avérée a un type de BL, la plupart des patients pourront tolérer
d’autres BL (146). Au vu de ces informations, il est donc recommandé de réaliser une
réintroduction surveillée des pénicillines pour pallier aux faux négatifs et positifs des TC et au
manque de sensibilit¢ du TAB et des IgEs (72)(146)(Tableau 12). Cela explique la poursuite
de la PEC pour la moitié¢ des patients (5 avec un TAB aux pénicillines négatif et 1 avec un
TAB positif mais des TC et des IgEs négatifs) par la réalisation d’un TRM afin de confirmer
ou invalider le diagnostic.

Les réactions d’HS sélective a un type de céphalosporines sont fréquentes (147) et donc les
réactions croisées entre les céphalosporines sont moins fréquentes que celles entre les
pénicillines (146). Comme décrit dans les case report de Almeida et al. (147), pour 43 % des
patients, le bilan de diagnostic d’HSM réalisé a confirmé une HS sélective a la céphalosporine
responsable de la réaction avec une tolérance aux autres BL, de sorte qu'une réactivité croisée
a ¢t¢ exclue. Une étude de Romano et al. de 2015 (148) qui impliquaient une centaine de
patients avec suspicion d'HS aux céphalosporines a suggéré que I'HS aux céphalosporines ne
semble pas étre une HS de classe transversale. Des provocations orales ont été réalisées avec
des céphalosporines avec des chaines latérales différentes du médicament coupable et ont été
bien tolérées. Par conséquent, il est important que les patients qui ont besoin d'un traitement
alternatif se voient prescrire des céphalosporines avec différents déterminants de la chaine
latérale différents de ceux des médicaments coupables.

L’¢évaluation de ’apport diagnostique du TAB est partielle en raison de la perte de vue de

certains patients (suite de la PEC par le médecin traitant apres avis de ’allergologue) ou du

88



manque d’informations cliniques dans les dossiers de patients. Cependant, 1’apport
diagnostique ¢évalué¢ est relativement important d’aprés nos données et par classe
médicamenteuse. Cela est encourageant pour le développement de ce test et sa mise en
pratique dans les stratégies d’exploration des HSM au laboratoire d’Immunologie du CHU de

Bordeaux.

Dans le cadre du développement du TAB au CHU de Bordeaux, il est possible d’envisager
que des TAB pourraient étre réalisés avant tout TRM comme le place Santos et al. dans leur
publication (149). Cela pourrait entrainer une augmentation des prescriptions, de méme si le
TAB trouve une place au sein de la stratégie des pneumologues ou pédiatres allergologues
pour les aéro- et trophallergénes respectivement.

Lors de I’analyse des demandes, on voit que toutes les HSM ne sont pas représentées. La
question se pose sur I’intérét de développer le TAB pour les médicaments moins ou non testés
a I’heure actuelle : il convient donc d’en discuter avec le service de pharmacovigilance, les
potentiels prescripteurs et d’évaluer leur besoin et leur envie de développer la stratégie du
TAB pour les autres HSM les moins courantes comme les sels de platine ou les anticorps
monoclonaux. Des indications autres que celles recueillies dans les dossiers analysés

pourraient apparaitre comme le suivi de tolérance a certaines immunothérapies.
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CHAPITRE 2 : ANALYSE DES
PRATIQUES DU TAB EN FRANCE
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I - Objectifs

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les pratiques des laboratoires réalisant le
TAB sur le territoire frangais aussi bien dans la réalisation technique que dans 1’interprétation.
L’objectif secondaire était d’évaluer le volume annuel de prescriptions dans les différents
centres francais et de déterminer son évolution. Ce travail permettait de relancer le projet de
recueil de données sur le TAB déposé en 2017 au Référentiel des actes Innovants Hors
Nomenclatures (RIHN) dirigé par le Dr Paul Rouzaire (CHU de Clermont-Ferrand) et le Dr
Pascale Roland Nicaise (Assistance Publique-Hopitaux de Paris - APHP) pour le réseau

AllergoBioNet.

II - Matériels et Méthodes

Un questionnaire Google Form a été envoyé aux biologistes du réseau AllergoBioNet. Le
recueil de données a été réalisé entre le 21/07/2020 et le 07/09/2020. Les réponses récoltées
pour les laboratoires ne réalisant pas le TAB mais le sous-traitant ont été exclues. Le
questionnaire pour les laboratoires réalisant le TAB permettait de récupérer des données sur :

- Le volume annuel de prescriptions de TAB (nombre de dossiers patient et nombre

d’allergeénes) et de TAB médicaments en rétrospectif sur les 3 derniéres années

- L’organisation du laboratoire pour la réalisation du TAB (sur rendez-vous, a la

demande, par série, nombre d’équivalent temps plein (ETP) technique et biologique,
formation des internes, délai de rendu de résultats)

- Les conditions pré-analytiques (temps d’acheminement accepté, matrice utilisée)

- La réalisation technique (technique maison ou kit commercial, marqueurs

d’identification et d’activation des basophiles utilisés, automate de CMF, origine des
allergénes, nombre d’événements nécessaires et suffisants a I’interprétation, nombre
de dilutions)

- La qualité (controle de qualité interne -CIQ-, évaluation externe de la qualit¢ -EEQ-,
coefficients de variation acceptables propres au laboratoire)

- Les indications et I’interprétation (choix du parametre d’interprétation -CD max, CD

sens, IS ...-, seuils de positivité) vis-a-vis des différentes classes médicamenteuses
(BL, autres antibiotiques, NMBA, sels de platine, produits de contraste, IPP, AINS,

anticorps monoclonaux)
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Le réseau AllergoBioNet (http://www.allergobionet.fr) est une association réunissant des
praticiens exercant dans un cadre hospitalier et ayant pour but de réunir les compétences dans

le domaine de I’immuno-allergologie biologique.

III - Résultats

Le taux de réponse des laboratoires réalisant le TAB était de 82 %. Les réponses au
questionnaire ont été obtenues pour vingt-deux laboratoires. Quatorze laboratoires réalisaient
le TAB, quatre ne réalisaient pas le TAB et n’avaient pas de demande de la part des
cliniciens. Quatre laboratoires ne réalisaient pas le TAB mais sous-traitaient ’analyse a un
laboratoire extérieur. La suite des résultats présentés concerne les laboratoires réalisant le
TAB, c’est-a-dire 63 % (n=14). Depuis I’enquéte pour le RIHN en 2017, deux centres

supplémentaires réalisaient le TAB en France.

1 - Volume annuel des prescriptions de TAB
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Figure 31 Evolution du nombre de TAB réalisés de 2017 a 2019 sur le territoire francais. Somme des
prescriptions en gras.
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Il a été observé une augmentation progressive des prescriptions du TAB de 2017 a 2019 pour
tous les laboratoires excepté pour ceux du CHU de Reims et Grenoble (Figure 31). Le nombre
de prescriptions de TAB et TAB médicaments en 2017 pour le CHU de Marseille n’était pas

disponible. Le pourcentage d’augmentation de prescriptions totales de TAB en trois ans en

France est de 189 %.
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Figure 32 Evolution de TAB médicaments réalisés de 2017 a 2019 sur le territoire frangais. Somme
des prescriptions en gras.

Une augmentation totale des prescriptions du TAB médicaments a également été observée de
2017 a 2019 (Figure 32). Les données pour le CHU de Grenoble n’étaient pas disponibles. Le
pourcentage d’augmentation de prescriptions totales de TAB médicaments en trois ans en
France est de 178 %.

A T’exception du centre Sorbonne Université et du CHU de Toulouse, tous les laboratoires
avaient des prescriptions de TAB médicaments dans le cadre de ’exploration d’HSM. Pour
les CHU de Reims, Strasbourg et Lyon, 100 % des demandes de TAB étaient des TAB
médicaments. Pour les CHU de Rennes, Saint-Etienne, Caen et 1’hopital Bichat de Paris, les

TAB médicaments correspondaient a plus de 60 % des demandes.
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Pour les CHU de Lille, Marseille, Clermont-Ferrand et Angers, les demandes de TAB
médicaments correspondaient a 52 % des demandes globales de TAB (Tableau 17). Les autres
indications dans ces laboratoires étaient I’exploration des allergies respiratoires (2/14) et
alimentaires (7/14) ainsi que le suivi de désensibilisation au venin d’hyménopteres (9/14) et le
suivi d’immunothérapie (6/14).

Tableau 17 Pourcentage des prescriptions de TAB médicaments vis a vis des prescriptions totales de
TAB par année et par laboratoire

Sorbonne Saint Clermont

Reims Lyon Université | Rennes Etienne Lille | Marseille | Grenoble | Toulouse Bichat Angers | Strasbourg | Caen Ferrand

2017 | 100,00% | 100,00% 0,00% 61,11% | 100,00% | 22,52% 0,00% 66,67% 33,33% 100,00% | 86,96% 100,00%
2018 | 100,00% | 100,00% 0,00%| 90,84%| 88,89% |37,30%| 51,72% 0,00%| 66,67%| 33,89%| 100,00% | 85,71% 14,29%
2019 | 100,00% | 100,00% 0,00% 88,61% | 88,89% | 47,26% | 26,19% 0,00% 66,67% 34,17% 100,00% | 100,00% 12,12%

Le nombre de médicaments testés par dossier patient était en moyenne de 2,4 (entre 1 a 4,6).
2 - Organisation du laboratoire

Tous les laboratoires excepté celui du CHU de Saint-Etienne (1 série par semaine), réalisaient
le TAB sur prise de rendez-vous. Le nombre d’ETP technique et biologique dépendait du
volume des prescriptions et variait entre 0,1 et 3,5 ETP technique et entre 0,1 et 1 ETP
biologique. Dans 78,6 % des cas, les internes n’étaient pas formés a valider I’analyse.

Le délai de rendu des résultats variait en fonction des laboratoires d’un rendu de résultat dans

la journée a plus une semaine de délai (Figure 33).

Dans la journée
> 1 semaine 14%

22%

Entre 3a 7 jours
14%

Entre 1 a 3 jours
50%

Figure 33 Délai de rendu des résultats (n=14)
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3 - Conditions pré-analytiques

Les laboratoires acceptaient un temps d’acheminement a proportion égale inférieur a 4 heures
pour 50 % et inférieur a 24 heures pour 50 %. Aucun des laboratoires n’acceptait un temps
d’acheminement supérieur a 24 heures entre le prélévement et la réalisation du TAB (Figure

34).

Apreés 24 heures 0%

Dans les 24 heures Dans les 4 heures

apres le apres le
prélevement prélévement
50% 50%

Figure 34 Temps d'acheminement au laboratoire accepté (n=14)

Tous les laboratoires réalisaient les TAB sur sang total prélevé sur tube EDTA excepté le
CHU de Toulouse qui réalisait les TAB sur sang total sur tube hépariné. Au CHU de

Marseille, le sang total prélevé sur tube hépariné était également accepté.

4 - Réalisation technique

4-1 Kit commercial

Tous les laboratoires utilisaient un kit commercial adapté ou non pour la réalisation de leur
TAB. Trois laboratoires (21,4 %) utilisaient le kit de BECKMANN COULTER,
Allergenicity®. Neuf laboratoires (64,3 %) utilisaient le kit de BUHLMANN FlowCast®
(quatre I’ont adapté). Un des laboratoires utilisait une adaptation du kit de EXBIO
BasoFlowEx® et un, une adaptation du kit BECKMANN COULTER DURACIlone® IF

basophile activation tubes.
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4-2 Automates de CMF

Les automates de CMF utilisés par les laboratoires étaient des automates des fournisseurs BD

Biosciences (FACS Lyrics, FACS Canto II, LSR II) (n=9/14 soit 64 %) et BECKMAN

COULTER (Navios, FC500) (n=5/14 soit 36 %).

4-3 Nombre de polynucléaires basophiles

Pour les laboratoires interrogés, le nombre optimal pour interpréter le TAB était supérieur a

500 basophiles. La limite basse tolérée était de 200 basophiles.

4-4 Origine des allergénes et nombre de dilutions par TAB

Les allergenes utilisés pour les TAB médicaments étaient dans 38 % des cas des médicaments

sous forme injectable provenant de la pharmacie a usage intérieur, dans 31 % des cas des

allergénes « médicaments » commercialisés par BULHMANN. Quatre laboratoires (31 %)

utilisaient les deux origines (Figure 35).

Les deux
31%

Allergénes

Bulhmann
31%

Médicaments sous
forme injectable
38%

Figure 35 Origine des allergenes utilisés pour le TAB médicaments (n=14)

Le nombre de dilutions par test était de trois pour sept laboratoires sur quatorze. Cingq

laboratoires réalisaient quatre dilutions par TAB et deux laboratoires réalisaient cinq dilutions

par TAB (Figure 36).
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5 dilutions
14%

3 dilutions
50%

4 dilutions
36%

Figure 36 Nombre de dilutions utilisées (n=14)

4-5 Marqueurs d’identification et d’activation des basophiles

Pour les utilisateurs du kit de BULHMANN, les basophiles étaient identifiés grace au couple
CCR3P/SSC. Pour les utilisateurs des kits de BECKMANN COULTER, les basophiles
étaient identifiés grice a la combinaison des marqueurs CRTH2PO/CD203c'o"right/CD3neg,
Pour le laboratoire utilisant le kit adapté de EXBIO, les basophiles étaient identifiés grace au
marqueur CD203¢cPs,

Le marqueur CD63 seul était utilis¢é comme marqueur d’activation des basophiles dans 46 %
des laboratoires. Ces laboratoires utilisaient le kit de BULHMANN. Le marqueur CD203c¢
était utilisé comme marqueur d’activation dans 23 % des laboratoires. Ils utilisaient tous le kit
de BECKMANN COULTER. Les quatre laboratoires restants utilisaient une combinaison du
CD63 et du CD203c¢ pour étudier I’activation des basophiles. Ces laboratoires utilisaient des

adaptations de kit commercial (Figure 37).
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Figure 37 Marqueurs d'activation des basophiles selon les laboratoires (n=14)

5 - Qualité

Six laboratoires sur quatorze utilisaient des CIQ fournisseurs. Pour les huit autres laboratoires,
aucun CIQ n’était utilis€. Concernant les EEQ, neuf des quatorze laboratoires utilisaient les
EEQ EIL du réseau AllergoBioNet. L’analyse des CV acceptables propres au laboratoire n’a

pas pu étre réalisée du fait du manque de données et du manque de stabilité des échantillons.

6 - Indications et interprétation dans le cadre de 1’exploration des HSM

Tous les laboratoires réalisaient des TAB qui avaient pour indication le diagnostic
étiologiques des HSM lorsque les TC et/ou les IgEs sont non contributives ou indisponibles.
La moitié des laboratoires réalisait également des TAB qui avaient pour indication le suivi de
I’efficacité d’une éviction, d’une immunothérapie ou d’une induction de tolérance, lorsque la
seule alternative pour ce suivi serait le TRM. Un des laboratoires réalisait des TAB avant la

réalisation d’un TRM (Figure 38).
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Le diagnostic étiologique des réactions d’"HSM au cours
desquelles les TC et/ou les IgE spécifiques sont non _ 14 (100%)
contributifs ou indisponibles
Le suivi de I'efficacité d’une éviction, d’une

immunothérapie allergénique ou d’une induction de 7 (50%)
tolérance, lorsque la seule alternative pour ce suivi serait °

le TRM

Avant la réalisation d'un TRM I 1(7 %)

Figure 38 Indications des TAB réalisés par les laboratoires (n= 14)

Les parametres utilisés pour I’interprétation des TAB dans le cadre des HSM ¢étaient le CD
max (pourcentage maximal de basophiles activés) associé a I’IS (% de basophiles activés en
présence d'allergene / % de basophiles activés sans allergéne) pour 42 % des laboratoires.
Vingt-cinq pourcent des laboratoires utilisaient le pourcentage de basophiles activés en
présence de 1’allergene seul et 33% I’IS seul. Un des laboratoires utilisait I’Intensité Moyenne
de Fluorescence (MFI).

Aucun consensus n’a pu €tre établi concernant les seuils de positivité vis-a-vis des différentes
classes médicamenteuses testées. Seuls neuf des quatorze laboratoires ont répondu a cette
partie. Les seuils de positivité variaient en fonction des laboratoires allant de 5 a 15 % des
basophiles activés. Ils étaient cependant identiques d’une classe médicamenteuse a I’autre au

sein du méme laboratoire.

IV - Discussion

L’augmentation des prescriptions des TAB médicaments observée au CHU de Bordeaux est
retrouvée au niveau national. Cette augmentation est probablement la conséquence du
développement de cet outil diagnostic dans les laboratoires et est liée a I’'intérét des
allergologues pour ce test (69)(108). Les conditions pré-analytiques décrites par les différents
laboratoires semblent plutot bien harmonisées sur le territoire francais. Le temps
d’acheminement au laboratoire (de 4 a 24 heures) ainsi que la matrice utilisée (sang total sur
tube EDTA) correspondent aux recommandations retrouvées dans la littérature (85). Le délai
de rendu de résultat est compatible avec une bonne PEC du patient car c’est un diagnostic
¢étiologique ne nécessitant pas de décision en urgence vis-a-vis du médicament incriminé dans

la grande majorité des cas. On observe cependant que le délai de rendu de résultat au CHU de
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Bordeaux est bien supérieur au reste de la France et pourrait étre raccourci dans le cas ou le
TAB ne serait plus sous-traité. A propos de la tolérance fixée par les laboratoires interrogés a
200 basophiles étudiés par le TAB correspond a ce qui est recommandé dans la littérature
(108).

Tous les laboratoires utilisent comme point de départ technique un kit commercial et aucun
n’utilise de technique maison. C’est un point positif pour la standardisation du TAB sur le
territoire francais. De plus, 1’origine des allergénes et les multiples dilutions par test sont
similaires d’un centre a I’autre. Dans 1’é¢tude de Depince-Berger et al. (150), les kits de
FlowCast® (BULHMANN) et BasoFlowEx® (EXBIO) ont ét¢ comparés a partir de sang
total (EDTA) de donneurs sains stimulés ou non respectivement par des anticorps
monoclonaux anti-FceRI et anti-IgE. Ils proposent une normalisation technique,
indépendamment du systéme ou de 1’automate de CMF apres avoir démontré la corrélation
des résultats entre les deux kits et les automates Navios (BECKMAN COULTER) et FACS
CANTO II (BD Biosciences). En effet, 16 échantillons ont été préparés a I'aide des protocoles
FlowCast et BasoFlowEx modifiés et analysés sur les deux automates. L'induction de la
surexpression de CD63, préparée avec le protocole FlowCast, était étroitement corrélée lors
de l'analyse sur FACS Canto II ou Navios (r> = 0,958) sans aucun biais. Il en est de méme
pour l'induction de l'expression de CD63 préparée avec le protocole BasoFlowEx (12 = 0,938).
La MFI pour détecter les basophiles avec CCR3 sur le systéme FlowCast (r> = 0,99) ou
CD203c sur BasoFlowEx (12 = 0,887) ainsi que les niveaux respectifs de MFI pour le CD63
(r2 = 0,969 et r2 = 0,934) étaient fortement corrélés entre les deux automates. Les résultats de
cette ¢tude montrent que quels que soient les kits et les automates de CMF utilisés par les
laboratoires francais, le résultat qualitatif du TAB sera le méme. Aucune étude n’a pour le
moment comparé le kit Allergenicity (BECKMANN COULTER) utilisé par certains des
laboratoires francais.

Le probléeme de I’interprétation du TAB (positif ou négatif) et des seuils de positivité qui
difféerent d’un laboratoire a ’autre persiste malgré cela car aucun consensus national ni
international n’a encore ¢té établi. Des tentatives d'harmonisation des protocoles TAB a
I'échelle internationale sous I'égide de 'EAACI sont en cours (108).

A propos de la qualité, une partie des laboratoires étudiés fonctionnent déja avec des CIQ
et/ou des EEQ. Des regles de validation de méthode concernant la CMF ont été publiées (151)
mais cela est compliqué a appliquer en raison du manque de normes internationales
standardisées, de CIQ et de programme d’EEQ international. Un programme d’échange inter-

laboratoire est proposé par AllergoBioNet pour permettre d’accréditer le TAB selon la norme
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SO 15189. Pour pallier ce probleme de CIQ, des contrdles positifs et négatifs sont réalisés
pour chaque série de tests.

Dans tous les cas, la valeur quantitative de la dégranulation des basophiles n'est pas
directement corrélée avec le risque ou la gravité de crise allergique. Le test doit donc étre
interprété avec la situation clinique du patient, compte tenu du type, de la gravité, du retard de
la derniére réaction, de 1'exposition aux allergeénes, du traitement éventuel utilisé au moment
du prélevement de 1'échantillon, de la comorbidité¢ et des antécédents médicaux comme la
mastocytose, les maladies pulmonaires ou cardiovasculaires. Le type d'allergéne doit
également étre pris en compte.

L’analyse de ces réponses n’est pas exhaustive car tous les laboratoires réalisant le TAB sur le
territoire francais n’ont pas répondu, il manque a priori trois centres frangais. Cependant,
I’obtention des réponses des centres avec une grosse production de résultats comme le CHU

de Lyon, Marseille, Paris et Lille permet déja une analyse importante des données.
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L’association de I’analyse des données locales du CHU de Bordeaux et des données

nationales a permis d’avoir une vision globale des demandes.

En effet, si dans un premier temps au niveau local, il semble important de concentrer la
réalisation du TAB pour I’indication du diagnostic des HS aux médicaments les plus courants,
il est envisageable d’¢largir les indications au suivi de désensibilisation des médicaments
comme le font certains centres frangais mais ¢également a d’autres indications (HS aux venins
d’hyménoptere, alimentaire) quand les cliniciens qui explorent ces types d’HS seront
sensibilisés a I’intérét de cet outil biologique. L'approche optimale de I’HS nécessite souvent
une approche d'équipe et les allergologues-immunologues doivent étre des membres
essentiels de cette équipe (152). En effet, ces problémes offrent souvent 1'occasion d'une
interaction significative entre les allergologues-immunologistes et d'autres membres de la
communauté¢ médicale. Cela inclut les médecins de soins primaires ainsi que d'autres
spécialistes médicaux et chirurgicaux, et ces interactions peuvent se produire non seulement
en ambulatoire, mais aussi dans les hopitaux et les services d'urgence. Un prochain objectif de
ce travail sera donc de présenter les différentes applications du TAB et promouvoir sa place
au sein des stratégies d’exploration des HS aupres de nos collégues médecins bordelais. 11
existe d’ores et déja plusieurs réunions de concertation pluridisciplinaire (RCP) au sein du
CHU de Bordeaux (Peropératoire, Pédiatrie, Venins d’hyménopteres). L’interaction entre les
différents acteurs dans le diagnostic de ’HSM est indispensable et nous savons qu’ils sont
trés demandeurs d’informations sur ce test ex vivo. Afin de préparer la mise en place du TAB
au CHU de Bordeaux, une fiche de renseignements a ¢ét¢ rédigée dans le but de récupérer
toutes les informations nécessaires au biologiste a 1’interprétation du TAB. En effet, nous
venons de voir que pour une interprétation optimale, il était indispensable de connaitre le
contexte clinique, la gravit¢é du choc, I’indication du TAB et les résultats des tests
allergologiques déja réalisés. Cette fiche de renseignements sera demandée pour toute

prescription d’un TAB aux cliniciens (Annexe 2).

Au niveau national, un retour aux différents membres du réseau AllergoBioNet sera réalisé.
Cette synthese des réponses des différents centres permettra aux laboratoires de se comparer a
leurs pairs, aussi bien au niveau de la demande (volume de prescriptions, indications), de la
réalisation technique et du rendu de résultats. Afin de faciliter ’interprétation du TAB
notamment pour les biologistes moins experts, une aide a I’interprétation reprenant des seuils

de positivité, les limites et les particularités des TAB aux différentes classes médicamenteuses
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est propos¢ a partir des données de la littérature et des retours des différents centres francgais
réalisant le TAB (Annexe 3).

Pour finir, le projet de recherche du RIHN pourra étre poursuivi dans le but de standardiser la
réalisation du TAB et de définir de fagon collégiale, selon les différentes méthodes, des seuils
de positivité grace a des €tudes nationales ou internationales. Ainsi, les seuils de positivité
décidés arbitrairement pour les différentes études sur les sensibilités et spécificités ne seront
plus nécessaires.

L’ apport diagnostique (=impact) a été évalué¢ a partir des données bordelaises, ou le manque
de disponibilité¢ de certaines données a pu étre observé. Il pourrait également étre évalué a
I’échelle nationale en rétrospective s’il est possible d’obtenir les données cliniques et la suite
de PEC des patients facilement ou bien en prospective comme cela a déja été le cas pour
I’étude CYPREANE ¢évaluant la validit¢ diagnostique du TAB pour I’identification de
I’allergie des curares (Clinicaltrials.gov: 2010-A01022-37). En plus de I’évaluation de
I’apport diagnostique du TAB, on pourrait ¢élargir 1’étude en évaluant la corrélation des
résultats du TAB a la dose réactogeéne induisant une réaction clinique ou bien a la sévérité
clinique des symptomes allergiques. Pour cela, il conviendrait d’avoir accés aux CD-max et
CD-sens des TAB analysés mais également acces au dossier clinique des patients. Une
collaboration avec les médecins sera indispensable afin de récolter ces données cliniques. La
réalisation de TAB aux médicaments tels que les anticorps monoclonaux ou les sels de platine
seraient adaptés pour ce type d’étude comme 1’ont déja réalis¢ Thévenot et al pour le suivi de
désensibilisation d’adalimumab (138) ou encore Giavina et al. avec la carboplatine (135).
Pour finir, de nouvelles stratégies de déclenchement des basophiles et de marqueurs
d'activation pourraient améliorer les performances diagnostiques du TAB et les projets sont
en cours dans de nombreux centres de recherche notamment. De plus, étant donné que ces
nouveaux marqueurs pourraient étre activés par des voies alternatives, il semble
théoriquement justifi¢ d'anticiper que le TAB pourrait étre applicable pour diagnostiquer les

effets indésirables médicamenteux induits par les basophiles indépendants des IgE (108).
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Les HSM sont des problémes de santé importants et sous-estimés entrainant une comorbidité
considérable et des colts de santé supplémentaires notamment devant la difficulté de
diagnostic. En effet, ce diagnostic des HSM est difficile pour plusieurs raisons : le type de
réaction immunitaire, la liaison du médicament aux protéines (complexe hapténe-porteur), la
corrélation clinique (résultats des tests in vitro ou in vivo avec différentes concentrations de
médicaments pouvant ne pas étre en corrélation avec la clinique), la comédication et
comorbidité (médicament déclencheur souvent administré en association avec d'autres
médicaments chez des patients atteints de différentes maladies), la performance des tests in
vivo et in vitro disponibles, et le TRM comme test de diagnostic de référence long et
potentiellement dangereux limité aux centres spécialisés.

Le TAB comme test diagnostique des HSM est devenu un réel outil d'investigation et son
apport diagnostique a été évalué trés important. La possibilité de tester plusieurs médicaments
en méme temps aide a adapter le défi médicamenteux a des alternatives thérapeutiques stres.
La prescription de ce test, a la hausse, est donc déja pratiquée par les médecins spécialisés
comme les allergologues et les anesthésistes mais est encore trop peu connue et sous-
exploitée. L’absence de standardisation de ce test récent et la difficulté d’interprétation de ces
résultats en sont stirement la cause. De nouvelles études sont donc nécessaires pour optimiser
et standardiser la réalisation du TAB. Les biologistes doivent poursuivre leurs efforts pour

que la PEC des patients avec une HSM soit la meilleure possible, rapide et stre.
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Annexe 1
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Annexe 2

FICHE DE RENSEIGNEMENTS CLINIQUES

HSM

TEST D’ACTIVATION AUX BASOPHILES

Nom de naissance : Prénom :

Nom marital :
Date de naissance :

Nom et coordonnées du médecin prescripteur :

Clinique :
Symptomatologie :

Délai d’apparition des symptomes :

Grade de la réaction :

[ | Grade I [ | Gradell []| GradeIll [] Grade IV
M¢édicament (s) suspecté(s) :
ATCD allergiques :
Résultats tests allergologiques complémentaires :
Histamine : Tryptase :
Tests cutanés (TC) : IgE spécifiques (IgEs) :

Test de réintroduction médicamenteuse (TRM) :

Indication du TAB :

| | Discordance entre TC et/ou IgEs et/ou histoire clinique

[ ] Impossibilité de réaliser un TRM

[] Indisponibilité des TC et/ou IgEs (risque ¢levé de réactions, non commercialisés ...)

[ | Diagnostic différentiel

[ ] Autres :
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AIDE A L’INTERPRETATION D’UN TAB

Annexe 3

Patient :
Age:
Facteur de risque :

Symptomatologie :

Numération formule sanguine :

Médicament suspecté :

DCI :
Seuil de positivité :

Indication du TAB :

Interprétation du test :

Témoin négatif :
Témoin positif :
Ratio :

Résultat :
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SEUIL DE POSITIVITE ET LIMITE EN FONCTION DE LA CLASSE DE MEDICAMENTEUSE

Médicaments suspectés

e

Antibiotiques

Antalgiques

Per anesthésiques

Fluoroquinolones Béta-lactamines AINS Paracétamol NBMA Propofol Anesthésiques
'e ~a locaux
Pénicillines Céphalosporines
& . Cipro:>5% > 5% CD63 > 5% CD63 > 5% CD63 >? CD63 >5,01% CD63 > 5% CD63 > 5% CD63
3= CD63 SI>2 SI>2 SI>1,71 SI>? SI>1,76 SI>2 SI>2
=) g Moxi : > 6% (dipyrone)
=2 (D63
SI>3
»n  Activation  Faux positifs Activation Trés ACtivaﬁﬁégiggive par
= alternative  observés avec le alternative mauvaise
E par CD63 et ISOb>1( sensibilité Influence du délai entre la
=  MRGPRX2 CD203c¢ a}b,"j ) réaction d’HS et le test
sensibilite sur la sensibilité du TAB
z  Variation de la Tester plusieurs Bonne performance Intérét dans
.:_; performance du pénicillines pour le diagnostic d’HS ’évaluation des
= testen fonction différentes en spécifique a un AINS. réactions croisées
E delaFQetdela simultanée Mauvaise performance entre les NBMA
g symptomatologie augmente la pour les HS multiples,
S clinique  sensibilité du issues de réactivités 124

TAB

croisées



SEUIL DE POSITIVITE ET LIMITE EN FONCTION DE LA CLASSE DE MEDICAMENTEUSE

Médicaments suspectés

Produits de Anticorps
contraste monoclonaux

Inhibiteurs de
IPECA

Iomeprol Adalimumab Ramipril
Rituximab
Iohexol ... Etanercept
<@ >5%CD63 Pas de seuils >10% CD63 > 6% CD63 Pas de seuils
= = SI>2 de positivité SI>2 SI>2 de positivité
= Z
= o
©n 2
7)) .  empr
= Diagnostic différentiel
= avec angio-oedeme a
% bradykinine

Commentaires

Etude de la cinétique
d’expression de CD63
et CD203c dans les
protocoles de
désensibilisation rapide

Réaction croisée entre
pantoprazole et
oméprazole mais pas
avec Lanzoprazole

% et MFI a
comparer avec
un taux basal
CINETIQUE
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Titre : Etude de la mise en ceuvre du test d’activation des basophiles pour le diagnostic des
hypersensibilités médicamenteuses.

Résumé : Les hypersensibilités médicamenteuses (HSM) sont fréquentes. Le test d’activation des
basophiles (TAB) est complémentaire des tests cutanés (TC) et de la recherche des IgE spécifiques
(IgEs) et une alternative au test de provocation. Ce test ex vivo quantifie I’activation des basophiles par
Cytométrie de flux. L objectif de ce travail était d'évaluer la mise en place et I'apport diagnostique du
TAB pour I’exploration des HSM au CHU de Bordeaux. Dans un second temps, 1'objectif était de faire
le point sur la réalisation pratique des TAB dans les laboratoires francais.

Nous avons analysé rétrospectivement les dossiers des 52 patients pour lesquels des TAB aux
médicaments ont été demandés entre 2015 et 2020 au CHU de Bordeaux. Parallélement, nous avons
réalisé un questionnaire qui a été envoy¢ aux biologistes du réseau AllergoBioNet. Les informations
demandées étaient : le volume annuel de prescription, I'organisation, la réalisation, les indications et
l'interprétation des TAB.

Nous avons observé un apport diagnostique dans 50 % des demandes analysées. A Bordeaux, les
demandes sont en hausse depuis 2017 (400%). Elles concernent majoritairement les antibiotiques (57
%) et les curares (19 %). Les deux indications majeures étaient une discordance entre 1’histoire
clinique et le résultat des TC et/ou de la recherche des IgEs (27%) ou des TC et/ou les IgEs non
contributifs ou indisponibles (28%). Le laboratoire « type » réalise le TAB a partir de sang total
(EDTA) (92,9 %), sur rendez-vous (92,8 %), acheminé en moins de 24 h (100 %) a ’aide d’un kit
commercial adapté ou non (100 %). Les seuils de positivité et I’interprétation restaient trés variables.
Développer le TAB pour le diagnostic des HSM prend tout son sens devant 1’augmentation des
prescriptions et son apport diagnostique. Au niveau national, la standardisation du TAB est en cours
mais des travaux sont encore nécessaires pour harmoniser son interprétation.

Mots clés : Immunologie, Allergologie, Diagnostic biologique, Hypersensibilités médicamenteuses,
Test d’Activation des Basophiles, Cytométrie de Flux

Title : Evaluation of the implementation of the basophil activation test for the diagnosis of drug
hypersensitivity.

Abstract : The basophil activation test (BAT) is complementary to skin tests (ST) and specific IgE
assay (sIgE) and an alternative to the provocation test. This ex vivo test determines the activation of
basophils by flow cytometry. The objective of this work was to assess the implementation and
diagnostic contribution of the TAB for drug hypersensitivity at University Hospital of Bordeaux.
Secondly, the objective was to assess current practices and procedures of BAT in French laboratories.
We retrospectively analyzed the records of patients for whom TABs for drugs were requested between
2015 and 2020 at University Hospital of Bordeaux. To evaluate the current practices, we conducted a
national survey (AllergoBioNet network). Information’s requested were : annual prescription volume,
procedures, indications and interpretation.

We observed a diagnostic contribution in 50% of the records analyzed. In Bordeaux, the total number
of BAT is increasing since 2017. They mainly concern antibiotics (57%) and curares (19%). The 2
major indications were a discrepancy between the clinical history and the result of ST and/or sIgE
(27%) or inconclusive or unavailable ST and/or sIgE (28%). The French laboratories perform BAT
from whole blood (EDTA) (92.9%), sent in less than 24h (100%) using a commercial kit (100%). The
positivity thresholds and BAT interpretation remained very variable.

Developing the BAT for the diagnosis of drug allergy makes sense because of its diagnostic
contribution. At the national level, the standardization of BAT interpretation is necessary.

Keywords : Immunology, Allergology, Biologic diagnosis, Drug Hypersensitivity, Basophil
Activation Test, Flow Cytometry
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