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Introduction

LesAspergillusspp. sont des champignons omniprésents dans notre environnement quotidien.
Bien qu’ils n’engendrent que rarement des pathologies chez I’Homme, celles-ci présentent un

spectre clinique trés varié et dépendant du terrain sur lequel elles se développent : ce sont les
aspergilloses. Les aspergilloses peuvent ainsi étre classées en 3 grandes catégories

représentées en figure 1 :

Invasive
infection Colonization Hypersensitivity

Invasive
aspergillosis

(]
"
©
0]
)
-U .
%5 | Chronic
2 |necrotizing ABPA
§ aspergillosis
A Aspergilloma
Asymptomatic
colonization Asthma
Aberrant Normal Aberrant

Immune response

Figure 1 : différentes formes cliniques d'aspergilloses selon la réponse immunitaire et la
gravité de la pathologi@l’apres (1))

- les formes chroniques (aspergillomes, aspergilloses chroniques nécrosantes, cavitaires
ou fibrosantes) (2) (3) : ces situations se rencontrent suerti@ast ot I’immunité est
normale ou légérement altéréééyblution clinique est prolongée,

- les formes allergiques (aspergillose broncho-pulmonaire allergiqede allergie est
la traduction d’une réaction d’hypersensibilité suite & une exposition a 1’Aspergillus
Sp,

- les formes invasives (aspergilloses pulmonaires invasives, aspergilloses
trachéobronchiques, aspergilloses sinusiennes invasives) : ces situations se rencontrent
sur des terrains fortement immunodéprimeés ; le champighonléveloppe et peut
disséminer dans tout I’organisme avec des conséquences importantes sur le plan
clinique. Le taux de mortalité reste élevé malgré le traitement. Ces difficultés sont

liées en partie a un diagnostic incertain et souvent trop tardif.
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En effet, peu d’outils sont a la disposition du clinicien lui permettatihitier au plus vite un
traitement adapté : les signes radiologiques manquent de spécificité et les examens

histologiques sont invasifs et souvent contre-indiqués.

Le diagnostic biologique de [I’aspergillose invasive (Al) repose en partie sur des
biomarqueurs sériques issus du champigrbmue ’antigéne galactomannane (GM) qui a
amélioré la précocité de ce diagnostic. Ils sont utilisés pour réaliser un suivi régulier des
patients les plus a risques car sont non invasifs. Cependant, leurs limites en termes de
sensibilité et de spécificité imposentrteours a d’autres marqueurs afin de confirmer ou
d’infirmer les hypothéses diagnostiques. C’est dans ce cadre que les méthodes moléculaires,

développéepour mettre en évidence I’ADN fongique circulant, trouvent tout leur intérét.

L’objectif de ce travail de thése est de développer, d’évaluer les performances et mettre en
place la recherche d’ADN d’Aspergillus fumigatudans le laboratoire de Parasitologie-
Mycologie du C.H.U. de Grenoble afin de mettre cet outil a disposition des médecins dans le

but d’améliorer le diagnostid’ Al
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Rappel bibliographigue sur I’aspergillose invasive

1. Agents responsables

1.1 Généralités

Les Aspergillusspp. sont des champignosiprophytes de I’environnement. Ces moisissures

se développent aux dépens des végétaux en décompositioAu(4pntact de 1’air, le
mycélium (thalle végétatif formé de filaments mycéliens hyalins, de diametre fin et régulier,
septés et ramifies a 45°) est capable de former des conidiophores produisant une grande

guantité de conidies (présenté en figure 2

Conidies

3 ARt S Phialides

\ Conidiophore
\\ €&«—— (large, non cloisonné)

| - *—— Cellule podale

Filament végétatif
(fin, cloisonné)

Figure 2 : représentation de l'appareil reproducteuAdpsrgillusspp.(d’apres (5))

Ces dernieres sont efficacement dispersées par voie aérienne grace a leur petite taille et leur
paroi hydrophobe (1). Les spores aspergillaires se situet@nadg des spores fongiques de
I’air (5), aprés les spores d’Alternariaspp., deCladosporiumspp. et déenicilliumspp..
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Les moisissures du genrdspergillus sont rencontrées aussi bien en milieu rural
(principalement sur des végétaux en décomposition, le fumieegn milieu urbain, en
particulier dans les habitats ou 1’on note une augmentation importante de sa présence depuis

ces derniéres années (6). Ceci pourrait étre expliqué par la meilleure isolation des habitations,
augmentant le taux ’bmumidit¢. En intérieur, ce sont les poussieres qui contiennent
habituellement le&spergillusspp. en particulier derriere les meubles ou les cadres, dans les

faux plafonds et les conduits d’aération mais aussi dans la terre des plantes en pots (7).

1.2 Historique

Les Aspergillusspp. ont été décrits pour la premiére fois en 1729 par Pier Antonio Micheli
(8). En observant le champignon a la loupe, sa structure lui rappela un dispositif utilisé par le
clergé catholique pour réaliser une aspersion d’eau bénite lors d’une partie de la liturgie

chantée appelée 1’« Asperges me. Ce dispositif appeléspergillum (présenté en figure 3)

donna alors son nom au champignon.

Figure 3 : photo d'uaspergillum(d’apres (9))

La premiére observation d’une infection a Aspergillusspp. chez I’homme a été publiée par
Plaignaud, médecin a I’Hotel-Dieu (10)en 1791 : il s’agissait d’une sinusite contractée par un

jeune soldat de 22 ans. Par la suite, le premier cas de pneumopathie aspergillaire a été décrit
par J.H. Bennett en 1842 (L1l champignon a été observé dans les poumons d’un patient

décédé des suiteBun pneumothorax. La premiére description d’A. fumigatusdate de 1863

(12) et a été realisée par Georg Wolfgang Fresenius. Sa représentation est visible en figure 4.
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Figure 4 : représentationAd'fumigatugpar Freseniu&l’apres (13))

La description compléte du gemspergillusa été réalisée par Thom et Church en 1926 (8).

1.3 Classification

LesAspergillusspp., peuvent présenter a la fois des formes sexuées (champignons parfaits) et
des formes asexuées (champignons imparfaits). Il existe environ 190 espéces d’Aspergillus
mais seule une vingtaine est impliquée en pathologie humaine. La classification est différente
selon les stades sexués ou asexila nomenclature nous impose d’utiliser le nom d’espéce
de la forme sexuée lorsqu’elle existe mais en pratique clinique on utilise plus volontiers le

nom de la forme asexuée. La classification des formes asexuées est la suivante (5) :

- regne: Fungi,

- phylum: DeuteromycotingFungi Imperfect,

- classe : Hyphomycétes,

- ordre: Moniliales,

- famille : Monoliliaceae

- genre: Aspergillus

- sous-genre Aspergillus, Ornati, Fumigati, Clavati, Circumdati, Nidulantes

- section: Aspergillus, Restricti, Clavati, Fumigati

1.4 Morphologie
1.4.1. Macroscopique (5) (7)
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Les Aspergillusspp. présentent une croissance rapide sur milieu de Sabouraud additionné
d’antibiotiques. Ils sont pour la plupart inhibés par le cycloheximide. Apres 24 a 48 heures de
culture, on observe des colonies plates formées de courts filaments aériens blancs. C’est en

effet avec la maturation des structures conidiogénes (48 a 96 heures selon les espéces) que les
colonies vont prendre leur teinte caractéristique. La couleur de la colonie permet une
orientation rapide du diagnostic d’espéce. Le milieu de référence pour les Aspergillusspp. est

le milieu de Czapek, il stimule I’apparition de fructifications. La température optimale de

culture est 22 a 25°C selon les espéces sauf pofwmigatusqui est une espece thermo-

tolérante, poussant mieux a 37°C.
1.4.2. Microscopique (5) (7)

Sur le mycéliumd’Aspergillusspp. prennent naissance des filaments dressés non cloisonnés,
appelés conidiophores. lls se terminent par une vésicule de forme variable sur laquelle
s’accrochent des cellules conidiogeénes appelées phialides. Les phialides peuvent étre portées

par des petits articles appelés métules. La conidiogenése correspondant a une reproduction
asexuée qus’effectue sur le mode blastique phialidique, par bourgeonnement a I’apex des

phialides. Les conidies restent accolées les unes aux autres en chaine ramifiée, la plus jeune
étant a la base de chaine, a c6té de la phialide. L’ensemble conidiophore — vésicule—
(métules)- phialides- conidies est appelé téte aspergillaire (figure 2). Sans métule, ces tétes

sont dites unisériées alors qu’elles sont dites bisériées en présence de métules.
1.4.3. Diagrostic d’espece (7)

L’identification des Aspergillusspp. en culture repose habituellement sur la morphologie

macroscopique et microscopique. Elle se fera essentiellement sur :

la couleur et la texture des colonies,

- la couleur, la taille et la forme des conidies,

- I’aspect général de la téte aspergillaire (radiée ou en colonne) liée a la disposition des
phialides,

- la présence ou non de métules,

- la forme de la vésicule (sphérique, hémisphérique, en massue...),

- la couleur, la longueutt 1’aspect du conidiophore (rugueux ou lisse),

- la présence de signes de reproduction sexuée (cellules en noisette ou Hiulle cells,

cléistotheces),
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- la présence de sclérotes (formes de résistance).

1.4.4. Caractéristiques despeces responsables d’aspergilloses invasives

Les espéces responsables d’Al sont principalement : A. fumigatusA. flavus A. nidulans A.
niger, A. candidusA. glaucusA. terreus A. versicolor Les morphologies macroscopiques et

microscopiques de ces espéeces sont décrites dans le tableau | et présentées en figure 5.

Aspergillus

fumigatus

Aspergillus flavus

Aspergillus niger
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Aspergillus

terreus

Aspergillus

nidulans

Aspergillus

versicolor

Figure 5 : aspects macroscopiques et microscopiques des principales e#spezgilius

spp. retrouvées au cours des(&hpres (5))
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Couleur de la Température de

colonie (aspect)

culture (thermo
tolérance)

Conidiophore

(longueur)

Vésicule

Conidies

Aspergillus
fumigatus

Aspergillus
flavus

Aspergillus
nidulans

Aspergillus
niger

Aspergillus
versicolor

Aspergillus
terreus

Bleu-vert (jeune) puis
vert foncée et grise
(vieille) (poudreuse)

40-42°C (45°C)

Verte-jaune
(duveteuse a
poudreuse)

37°C

Vert cresson

(veloutée) 26 (817G,

Noire (granuleuse) 25-30°C (42°C)

Variable (rosée,
jaunatre, ocre ou
verte) (plates et
poudreuses)

25-30°C (40°C)

Brun noisette ou
cannelle (duveteuses 20-25°C (37°C)
a poudreuses)

Lisse et incolore

(300 um)

Rugueux et

hyalin (1 42,5

mm)

Lisse et brun (75

4100 pum)

Lisse et hyalin

(2,5a3 mm)

Lisses,
incolores et

réfringents (500

a 700um)

Lisse et sinueux
(100 a 250um)

Hémisphérique

Sphérique

Hémisphérique,
petite et brune

Globuleuse et
grosse

Ovale ou parfois
globuleuse

Globuleuse et
assez grosse

En colonne
compacte,
unisériée

Radiée, uni
ou bisériée

En colonne
évasée,
bisériée

Radiée,

bisériée, noire

Radiée,
bisériée +
pseudo-
pinceaux

En colonne
compacte,
bisériée

Globuleuses et
échinulées

Globuleuses, grosses
et échinulées

Vertes, globuleuses et Cléistothéces

échinulées et Hille cells
Abondantes,

globuleuses, grosses t

échinulées

Globuleuses et Parfois Hulle
échinulées cells

Lisses et hyalines, de :Izrljzgs
petite taille solitaires

Tableau | : principaux caractéres macroscopiques et microscopiquéspaegillusspp. responsables d’Al



I1 est a noter qu’A. fumigatusel qu’il est rendu par le laboratoire peut recouvrir un nombre

important d’espéces morphologiquement proches : c’est le complexe A. fumigatus (14) Ce
complexe appartient auxspergillusunisériés de la sectidfumigatidu sous-genrEumigati

Il regroupe plus de 20 especes morphologiquement trés proches (les formes sexuées sont
appeléedNeosartoryaspp) dontA. lentulusou N. udagawae

1.4.5. Fréquences d’isolement

Dans la population adultd,. fumigatusest le champignon le plus frequemment isolé (de 70%
(15) a 90% (16) des isolements), et ce dans tdatgsopulations, qu’elles soient générale

(15), greffée de cellules souches (17) (@8ygreffée d’organe solide (19). La prévalence des
autres especes\(flavus A. niger, A. terreus A. versicolo) est faible (inférieure a 10%) (15)

La prévalence des espéces foamigatussemble cependant en augmentation (20). Comme
dans la population adulté, fumigatusest le champignon le plus fréquemment retrouvé dans
les Al pédiatriques (21)Les autres espéces principalement retrouvées chez 1’enfant sont A.

flavus A. terreusetA. niger.

2. Physiopathologie

2.1 Facteurs de virulere d’Asperqillus fumigatus

Comme expliqué en premiere partie, Aespergillusspp. ne sont pas les champignons les plus
représentés dans notre environnement. Ceci est particulierement vré. joonigatus trés
minoritaire parmi les spores présentes dHas alors que cette espece est responsable
d’environ 90% des infections aspergillaires chez I’Homme (22). Ce paradoxe trouve son
explication dans la biologie de cette espece mettant en évidence de nombreux facteurs

pouvant egliquer sa survie et son développement chez I’homme.
La virulence d’A. fumigatusest multifactorielle (22). Elle est liée a :

- la structure du champignon et notamment sa paroi,

- sacapacité d’adaptation et de croissance en condition de stress,

- la mise en placde mécanismes d’échappement vis-a-vis du systéme immunitaire,
- la capacité a causer des dommages a I’hote et notammentascapacité d’invasion,

- sa capacité a résister aux traitements antifongiques,

- ses propriétés allergisantes.
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2.1.1. Structure du champignon : paroi

La paroi fongique est un élément extrémement important dans la virulence du champignon.
En effet, celleei assure la protection de la cellule fongique dans 1’environnement hostile que
représente 1’hote. Elle participe également a la virulence du fait de sa rigidité. La croissance
polaire du mycélium, associée a la haute rigidité de la paroi (conférée par sa structure),
explique la capacité du champignon a franchir les barrieres anatomiques en 1’absence de
réponse immunitadr. Ainsi la paroi est considérée a la fois comme une armure et comme une
arme (23)Elle assure également les principales interactions avec 1’hdte (structure exposée par

le champignon) et représente la cible principale du systeme immunitaire (24). Sa complexité
et son role prépondérant dans la structure du champignon font de la paroi une cible trés
importante dans le développement des traitements antifongiques (25). La paroi fongique
(présentée en figure 6) est principalement composée de polysaccharides (plus de 90% de la

paroi) et de protéines. Les polysaccharides sont représentés par :

- les(1>3)-B-D-glucanes (20 a 35% de la paroi),
- les galactomannanes (20 a 25%),
- les a-1,3-glucanes (35 a 46%),

- la chitine.

Par ailleurs, il est possible d’observer des couches supplémentaires telles que la présence de
couches hydrophobes présentes sur les hyphes et les conidies ainsi qu’une couche de mélanine
uniquement présente sur les conidies. Des acides sialiques ont également été détectés a la

surface des conidies.
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Figure 6 : structure de la paroAdfumigatugd’apres (22))
2.1.1.1. (1->3)-p-D-glucane (BG)

Composant majeur de la paroi aveca-1,3-glucanes, ces polysaccharides sont des structures
importantes reconnues par les cellules du systeme immunitaire (PAMPSs). Les BG sont
capables d’activer le complément et de déclencher des réponses inflammatoires par le biais de
médiateurs biologiques tels que les leucotriénes et led Nles BG en tant que marqueurs
sécrétés par le champigneont également impliqués dans le diagnostic de I’Al car sont
détectables dans le sérum des patients infdctéslisation des BG dans le diagnostic des Al

sera détaillée dans la partie « Diagnostic biologique ».

2.1.1.2. Galactomanne (GM)

Le GM est un polysaccharide composé d’une chaine principale constituée de mannoses

branchée latéralement par des courtes chaines de galactoses reliées au mannane. Cette
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structure atait également un réle de PAMP et pourrait servir dans 1’adhésion aux composants
de I’hote tels que la laminine et la fibronectine. Par ailleurs, le GM est capable de se lier aux
récepteurs des cellules Hanmunité dont la pentraxine-3. Le GM est le principal composant
relargué dans 1’organisme au décours des Al et peut étre utilisé dans son diagnostic. Cette

utilisation est détaillée dans la partie « Diagnostic biologique ».

2.1.2. Capacité d’adaptation et de croissance en situation de stress

2.1.2.1. Thermotolérance

A. fumigatusest un champignon capable de pousser jusqu’a une température de 55°C et de
survivre jusqu’a une température de 75°C. Cette caractéristique essentielle lui permet donc de

se développer aisément chez I’Homme a 37°C. Certaines études montrent une corrélation
entre la capacité des especes d’Aspergillusa se développer a 37°C et leur prévalence en santé

humaine (26).
2.1.2.2. Adaptations nutritionnelleshez I’héte en situation invasive

La disponibilité en nutriments est un facteur essentiel de la survie et de la croissance dans
I’héte. De méme que ces moisissures ont la capacité de se nourrir a partir des végétaux en
décomposition lorsqu’elles sont dans leur environnement habituel, elles vont trouver ces
nutriments in vivo en lysant les tissus grace a des enzymes coméhatase et les
phospholipases (22).’¢lastase est capable de dégrader la matrice extracellulair