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Aspergillus fumigatus est un micromycète très largement répandu dans 

l'environnement. Sa niche écologique préférentielle est la matière végétale qu'il 

contribue à dégrader. Ce champignon se propage dans la nature par l'émission de très 

nombreuses conidies de petites tailles, aisément disséminées par le vent et facilement 

inhalables. Chez le sujet sain, les diverses lignes de défense, telle l'épuration 

bronchique muco-ciliaire, divers facteurs humoraux et surtout les cellules phagocytaires 

de l'immunité non-adaptative (macrophages et polynucléaires) permettent l'élimination 

rapide de ces conidies (Latgé, 1999). En revanche chez des patients présentant des 

altérations des fonctions phagocytaires (qualitative et/ou quantitative) A. fumigatus est 

un «opportuniste» redoutable car il peut être à l'origine d'aspergillose pulmonaire 

invasive (API) ou d'aspergillose disséminée, et notamment au cours des neutropénies 

profondes et prolongées et des corticothérapies prolongées. Dans 70% des cas, l 'API est 

d'origine nosocomiale (Lebeau et al., 1996) et sa morbidité dépend de la pathologie 

sous-jacente, du stade évolutif de la maladie, du traitement et des facteurs 

environnementaux (Conférence de consensus, 2000). 

En milieu hospitalier, prévenir la survenue de l 'API chez les patients à risque est très 

difficile car il n'y a pas de chimioprophylaxie efficace. La seule prévention applicable 

consiste à soustraire ces malades à l'exposition aux conidies aspergillaires par 

hébergement dans des secteurs hautement protégés (High-Efficiency Particulate Air : 

HEPA, flux laminaire), malheureusement réservés à des patients à très haut risque 

(chimiothérapie des leucémies aiguës, allo greffes de moelle osseuse). 

Il est donc essentiel d'arriver à définir chez les patients un facteur de risque individuel 

afin de prédire la survenue éventuelle d'une aspergillose invasive. En effet si l'on sait 

que la fonction phagocytaire liée aux macrophages alvéolaires et aux polynucléaires 

neutrophiles joue chez l'hôte immunocompétent un rôle capital dans la défense anti-

aspergillaire, de très nombreuses inconnues persistent dans les mécanismes intimes de 

la phagocytose et de la destruction des conidies ( « burst oxydatif » ). 
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Notre objectif est d'étudier, sur un modèle in vitro et à partir d'échantillon de sang total 

de sujets immunocompétents, certaines étapes essentielles de la phagocytose des 

conidies aspergillaires : l'adhérence (étape préalable à l'internalisation des conidies) et 

le « burst oxydatif ». Le but final de ce travail original est donc de définir un indice 

permettant «de quantifier et de qualifier» la capacité de phagocytose d'un patient 

donné et ainsi d'obtenir une notion prédictive de sa réponse à une stimulation 

aspergillaire et du risque éventuel de développer une infection aspergillaire. 
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l. Aspergillus fumigatus et aspergillose invasive 

1.1. Le genre Aspergillus 

1.1.1. Historique 
La description du genre Aspergillus a été réalisée en 1729 par Peir Antonio Micheli, 

directeur du jardin des plantes à Florence, qui choisit cette appellation d'après 

l'évidente ressemblance entre la tête aspergillaire et le goupillon liturgique (Grillot et 

al., 1996). La prise de conscience de la capacité de ces moisissures a provoqué chez 

l'homme une infection fulminante ne date que de la seconde moitié du vingtième siècle. 

Il y a eu à ce jour, approximativement 150 espèces d'Aspergillus décrites, dont seize 

sont reconnues comme des pathogènes potentiels chez l'homme (Denning, 1997). 

Aspergillus fumigatus est responsable de la majorité de ces infections (90% des cas), 

viennent ensuite A. flavus (5 à 10% ), A. niger (2 à 3%) puis A. nidulans, A. 

terreus ... (Verweij et al., 1997). 

1.1.2. Classification 
Les Aspergillus sont des champignons filamenteux microscopiques dont la classification 

repose en pratique sur leur mode de reproduction (sexuée ou asexuée). La plupart se 

reproduisent de façon asexuée. Ils font partie des Deutéromycètes (champignons 

imparfaits), de la classe des Hyphomycètes, de la famille des Moniliaceae et du genre 

Aspergillus (Kwon-Chung et al., 1992). 

Le genre Aspergillus compte 8 espèces possédant une reproduction sexuée comme A. 

nidulans (Emericella nidulans): celles-ci font partie des Ascomycètes et appartiennent 

à l'ordre des Eurotiales et à la famille des Trichocomaceae (Kwon-Chung et al., 1992). 
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1.1.3. Description 
En culture sur milieu Sabouraud, les colonies d'A. fumigatus sont planes, poudreuses 

(texture liée à l'abondance des conidies) et se colorent en vert avec la production des 

conidies, devenant gris fumé en quelques jours. Le revers de la colonie est de couleur 

très variable, d'incolore à rouge foncé en passant par le jaune, vert ou brun (Kœnig, 

1995). A l'examen microscopique, on note que la tête aspergillaire est compacte. 

Les champignons du genre Aspergillus sont constitués de deux parties distinctes : le 

mycélium et la tête aspergillaire. Le mycélium est formé de nombreux filaments septés 

et ramifiés. A partir d'une cellule particulière, appelée « cellule-pied », se dresse à angle 

droit un filament non cloisonné, appelé conidiophore (Figure 1). 

Figure 1 : Photographie au microscope électronique à balayage d'une tête 
aspergillaire (Confrontation mycologique Jensen-Cilag, Décembre 1994, n° 2) 
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Sur l'extrémité du conidiophore, souvent évasée ou elliptique, se forment des phialides. 

Selon les espèces, les phialides sont portées soit directement sur le renflement, la 

moisissure est alors dite unisériée (A. fumigatus), soit sur une couche intermédiaire de 

cellules spécialisées appelées « métula », la moisissure est alors dite bisériée (A. flavus) 

(Delorme et al., 1997). Du col des phialides naissent des conidies unicellulaires 

arrondies, de 2 à 5 µm de diamètre. La première conidie formée à partir de la paroi 

interne des phialides est immédiatement repoussée par la seconde, et ainsi de suite. Il 

s'ensuit une série de conidies disposées en chaînettes facilement détachables. 

L'ensemble: vésicule du conidiophore, phialides et la colonne de conidies, constitue la 

tête aspergillaire, structure qui caractérise le genre Aspergillus (Latgé et al., 1994) 

(Figure 2). 

Figure 2: Schéma représentant Aspergillus. (Aspergillus, biologie and industrial 
applications, Bennett J.W. & Klich M.A., Butterworth-Heineman, 1992) 

Filament 

"Cellule pied" 

Aspergillus uni sérié Aspergillus bisérié 



1.2. Mode de contamination et maladies 
respiratoires aspergillaires 

A. famigatus est un micromycète saprophyte dont les conidies hydrophobes sont 

facilement dispersées dans l'air. La voie de contamination la plus fréquente est la voie 

aérienne, la porte d'entrée du champignon chez l'homme se faisant par inhalation des 

conidies. L'appareil broncho-pulmonaire est le plus souvent concerné par les maladies 

aspergillaires (70 à 80% des cas d' AI) mais les aspergilloses sinusiennes sont également 

fréquentes. Plus rarement, une contamination directe peut être responsable d'une 

infection cutanée, telles que les otomycoses du conduit auditif et les surinfections de 

lésions cutanées (brûlures) (Anofel, 1998). 

L'inhalation de conidies peut conduire dans certains cas à des infections variées. 

Cependant, quatre formes principales sont classiquement individualisées (Grillet et al., 

1996). 

1.2.1. L'aspergillome ou «truffe aspergillaire» 
Il est la conséquence de la colonisation sans invasion de cavités broncho-pulmonaires 

ou pleurales préexistantes (ancienne caverne tuberculeuse, kyste pulmonaire ... ). Cette 

mycose, qui survient chez des malades immunocompétents, ne donne pas lieu à une 

dissémination (Anofel, 1998). 

1.2.2. L'aspergillose broncho·pulmonaire allergique (ABPA) 
Elle est une broncho-pneumopathie d'origine immuno-allergique, déclenchée par 

l'exposition répétée à l'inhalation des conidies aspergillaires chez des sujets 

asthmatiques ou mucoviscidosiques (Grillot, 1996). Elle correspond à des 

manifestations d'hypersensibilité du tractus broncho-pulmonaire vis-à-vis de 1' antigène 

aspergillaire. 
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1.2.3. L'aspergillose chronique nécrosante (semi-invasive) 
Elle survient chez des patients modérément immunodéprimés (diabète, corticothérapie à 

faible dose au long cours) ou dans un contexte de maladie broncho-pulmonaire 

chronique (mucoviscidose). La maladie peut évoluer vers l'aspergillose pulmonaire 

invasive ou l' aspergillome (Denning, 1997). 

1.2.4. L'aspergillose pulmonaire invasive (API) 
Elle atteint les patients immunodéprimés. Aspergillus envahit le parenchyme 

pulmonaire de proche en proche. Après effraction vasculaire, le champignon est 

susceptible de se propager dans tout l'organisme et de provoquer, dans 20 à 30% des 

cas une atteinte cérébrale, cardiaque, cutanée ou osseuse (Kœnig, 1995) (Figure 3). 

Figure 3: Biopsie cérébrale: hyphes typiques d'A.fumigatus. 
(G X 480: coloration Musto) (Service de Parasitologie, CHU-Grenoble). 
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1.3. Les défenses anti-Aspergillus ae l'hôte 

Aspergillus est un champignon naturellement peu pathogène car les moyens de défense 

de l'organisme, vis-à-vis de l'agresseur, sont très efficaces en l'absence 

d'immunodépression. Plusieurs lignes de défense mécanique et cellulaire sont 

successivement mises en jeu afin d'éliminer ou de neutraliser les micro-organismes 

inhalés par l'homme (Aldebert et al., 2001) (Figure 4 et 5). 

1.3.l. La clairance muco-ciliaire 
Après piégeage dans le mucus de l'épithélium bronchique, les conidies remontent grâce 

aux mouvements des cils vibratiles et sont éliminées par le tractus digestif. De ce fait, 

seule une petite partie des conidies inhalées gagne les territoires broncho-alvéolaires 

(Latgé, 1999). 

1.3.2. La réponse immunitaire 
Elle représente le mécanisme de défense le plus important lors d'infections 

aspergillaires, et de l'aspergillose invasive en particulier. Elle s'exerce sur tous les 

stades du développement du champignon, faisant intervenir plusieurs types de cellules : 

• Les macrophages alvéolaires vont phagocyter les conidies récemment inhalées, 

inhiber leur germination et les tuer. 

• Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les monocytes peuvent tuer in vitro les 

hyphes mais aussi les conidies qui auraient échappé à la clairance muco-ciliaire et 

aux macrophages (Rex et al., 1990; Latgé, 1999). 

• Les lymphocytes seront, quant à eux, responsables d'une immunité spécifique, 

faisant intervenir le système des anticorps, et la sécrétion de cytokines (Levitz et al., 

1985 ; Slight et al., 1996). 
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Figure 4 : Mécanismes d'élimination des conidies 
aspergillaires inhalées 

A. Barrière moco-ciliaire 
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L'activation de la voie alterne du complément C3b et la libération du chimio-attractant 

C5a attire les cellules phagocytaires vers le site inflammatoire (Kappe et al., 1992; 

Sturtevant et al., 1992). La présence des anticorps lgG anti-Aspergillus ne semble jouer 

qu'un rôle secondaire dans la phagocytose (Sturtevant et al., 1992). 

Les travaux concernant le rôle des cytokines dans la réponse immunitaire anti-

Aspergillus sont très récents. A. famigatus et A. flavus induisent une production 

signicative de TNFa. et d'ILl par rapport aux espèces d'Aspergillus moins pathogènes. 

Ces deux cytokines ont pour effet d'activer les fonctions anti-microbiennes des cellules 

phagocytaires et d'induire la sécrétion d'IL8 par le macrophage alvéolaire et le 

monocyte (Taramelli et al., 1996). De plus, l'IL8 est un puissant chimio-attractant qui 

conduit à la migration des polynucléaires neutrophiles vers le site inflammatoire 

(Richardson et al., 1995). 

Les phagocytes expriment trois types de récepteurs membranaires destinés à fixer les 

cibles biologiques opsonisées par C3b et C3bi: CRl (CD35), CR3 (CD18/CD1lb ou 

MAC-1) et CR4 (CD18/CD11c ou pl50,95). CR3 et CR4 sont deux récepteurs de la 

famille des f32 intégrines, très proche l'un de l'autre, leur spécificité pour le C3bi 

dépend de la présence de cations divalents (Ross et al., 1992). Plusieurs études ont mis 

en évidence l'importance de CR3 et CR4 dans la phagocytose des particules opsonisées 

par C3bi (Ross et al., 1992). L'opsonisation des cibles biologiques par C3bi, 

secondairement reconnue par les récepteurs CR3 et CR4 présents à la surf ace de ces 

macrophages, permet donc une meilleure reconnaissance et une phagocytose plus 

efficace (Bouchara et al., 1999) (Figure 6). 
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Figure 6: 1Wécanismes d •atfhtrence des conidies aspergillaires aux cellules 
phagocytaires. Quatre groupes de molécules augmentant l'adhérence des conidies aux 

cellules phagocytaires om été décrits : 1) les anticorps spécifiques anti-A. Jumigatus, mais 
cette voie ne parait pas impliquée dans le processus de la phagocytose ; 2) certains 
composants du complément, C3b. C3bi ; 3) certaines lectines; 4) le surfactant SP-A 

• 
Surfactant 

protéines A et D 

el SP-D. (D•après Aldebert et al., 2001) 

Aspergillus fumigatus • • • FcR 

CR4 

lectiniques 

• • • Mannose 

Fucose • • 

CR3 .. 

Les cellules phagocytaires coopèrent pour éliminer le champignon par deux mécanismes 

distincts: 

• Un mécanisme oxydatif: production de métabolites réactifs de l'oxygène ayant un 

pouvoir fongicide et bactéricide. Une étude montre que les conidies ou les hyphes 

sécréteraient une substance capable d'inhiber le « burst oxydatif » des leucocytes 

(Waldorf et al. , 1984; Muramaya et al., 1996). 

• Un mécanisme non oxydatif: intervention de diverses enzymes et autres produits 

cytotoxiques. Il semble jouer un rôle important dans la fongicidie (Latgé, 1999). 



1.3.3.Rappel sur le «butr.rt oxydatif» 

Le terme de « burst » se réfère à tm1e série d' évémements métaboliques qui prend place 

dans le phagocyte exposé à différents stimuni. Ce group.e d 'événements souligne les 

systèmes de destruction dépendant de l'oxygène utilisés par le phagocyte (Babior, 

1984 ; Morel et al., 1991). Le« burst oxyd.atif » consiste en l'augmentation de: 

• la capture de l '02 

• la production de l '02•• 

• l ' activité de la voie des hexoses monophosphates 

Figure 7: Voies de formation des radicaux libres de l'oxygène 
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Ces quatre événements distincts dépendent de l'activité d'un système enzymatique 

unique : la NADPH oxydase. Ce système catalyse la réduction de l'oxygène en 

superoxyde en utilisant NADPH comme donneur d'électrons. De nombreux agents, 

particules ou produits solubles peuvent activer le phagocyte. Le « burst oxydatif » 

survient généralement après un simple contact du stimulus avec la surf ace du 

phagocyte, de 30 à 60 secondes, sans phagocytose ni dégranulation. Toute la 

consommation d'02 et la production de superoxyde résultent directement de l'activité de 

ce système. La production d'H20 2 et l'activation de la voie des hexoses 

monophosphates sont secondaires à cette activité. 

Le but du « burst oxydatif » est de fournir une batterie d'agents oxydants qui peuvent 

être utilisé pour la destruction des microorganismes, en particulier : 0 2·-, H20 2• OH' qui 

vont réduire différents complexes, modifier la perméabilité membranaire et inhiber 

certaines enzymes. 
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2. Facteurs 
aspergilloses 

favorisant la survenue des 

A. fumigatus est un micromycète opportuniste dont la faculté à envahir les tissus de 

l'organisme hôte dépend essentiellement des conditions locales ou générales de l'hôte. 

La survenue d'une aspergillose survient lors d'un déséquilibre entre les trois 

composants : 

• L'environnement, 

• Les facteurs propres au champignon, 

• Les facteurs conditionnant la réceptivité de l'hôte. 

2.1. Environnement 

A. fumigatus est un micromycète ubiquitaire qui colonise les supports les plus variés. Il 

est présent sur les débris organiques de toute nature, dans le sol, sur des végétaux en 

décomposition, et également dans l'environnement et l'habitat de l'homme. 

L'abondance des conidies dans l'environnement immédiat d'un hôte «à risque» 

favorise la rencontre avec l'agent infectieux et par conséquent le développement de 

l'infection aspergillaire. En milieu hospitalier, ce micromycète représente un danger 

permanent pour les malades immunodéprimés. La concentration de conidies dans 

l'atmosphère est influencée par la saison et le climat (10"1 à 106 conidies/m3
), les mois 

d'hiver étant les plus favorables à la dissémination des conidies. Lors de travaux en 

milieu hospitalier, la remise en suspension de conidies habituellement présentes sur des 

supports inertes a été identifiée comme un facteur de risque (Conférence de consensus, 

2000). Les systèmes de traitement de l'air, comme la climatisation, constituent une 

parfaite niche écologique pour A. fumigatus et un moyen idéal pour répandre ses 

conidies dans l'environnement (Grillot et al., 1990). La mise en place d'une filtration de 

haute efficacité, positionnée en sortie centrale supprime les concentrations en micro-
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organismes. Plusieurs hôpitaux ont relevé une diminution du nombre d'AI après 

installation de systèmes de conditionnement d'air efficaces (Conférence de consensus, 

2000). Il est maintenant acquis que les patients à haut risque aspergillaire (longue durée 

d'agranulocytose) doivent être protégés dans des chambres ou l'air est parfaitement 

maîtrisée (filtre HEPA, flux laminaire). Aspergillus trouve dans le milieu hospitalier 

d'autres réservoirs potentiels. Certains matériaux d'isolation, les plantes en pot ou fleurs 

séchées et substances alimentaires (condiments, thé, céréales) peuvent servir de substrat 

au développement du champignon. L'environnement immédiat du patient demande 

donc un contrôle rigoureux, tout particulièrement lors de travaux dans ou à proximité de 

l'hôpital (Conférence de consensus, 2000). Cependant, malgré une surveillance accrue, 

des épidémies d'aspergilloses sont parfois rapportées dans des services d'hématologie, 

où les patients ne bénéficiaient pas de secteurs totalement protégés. 

La prévention des infections aspergillaires invasives chez les malades «à risque» 

consiste donc à soustraire ces malades à l'exposition de conidies aspergillaires. Mais, en 

pratique, ces mesures très contraignantes ne sont applicables qu'à certains patients 

(neutropénie prolongées : greffe de moelle osseuse, leucémie aiguë). 

2.2. Facteurs propres au micromycète 

L'immunodépression de l'hôte ne suffit pas à expliquer toute la pathogénicité 

d'A.fumigatus. Un certain nombre de facteurs particuliers tels que, l'accessibilité au site 

infectieux, la capacité d'adaptation du micromycète dans des situations extrêmes et la 

production de certaines molécules impliquées dans l'adhésion et l'invasion tissulaire, 

semblent favoriser son développement dans le tissu pulmonaire. 
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2.2.1.Accessibilié au site infectieux 
La petite taille des conidies (2 à 3 µm) leur permet de pénétrer profondément dans le 

tractus respiratoire jusqu'aux alvéoles pulmonaires. 

2.2.2. Capacité a' adaptation 
La température optimale de croissance pour A. fumigatus est de 37°C. Il possède 

également la capacité de pousser jusqu'à plus de 55°C (thermophilie), faculté que ne 

possèdent pas les espèces aspergillaires moins pathogènes. La température est un 

facteur important de pouvoir invasif de plusieurs autres pathogènes fongiques tels que 

Histoplasma capsulatum et Blastomyces dermatidis (Denning et al., 1993). A. jumigatus 

est également caractérisé par sa capacité à résister à des milieux fortement chargés en 

sels (osmophilie) et à se développer sous forme filamenteuse dans des milieux 

faiblement oxygénés (micro-aérophilie). 

Z.2.3. Molécules impliquées aans la pathogénicité 
Ce micromycète possède un « arsenal » de molécules ou de substances qui permettent 

aux conidies d'adhérer aux tissus pulmonaires (fibronectine, laminine, collagène) puis 

d'envahir les tissus (protéases et toxines), mais également d'agir sur certaines étapes de 

l'immunité anti-aspergillaire (Aldebert et al., 2001). 

2.2.3.1.Adhésion 

L'adhésion aux tissus de l'hôte constitue l'étape clé dans le développement de 

l'infection. Différentes protéines ou glycoprotéines ont été proposées comme ligands 

cellulaires, notamment le fibrinogène (Annais et al., 1992) et la laminine (Tronchin et 

al., 1993). Les conidies se lieraient aux dépôts de fibrine formés sur les épithéliums 

endommagés en réponse à la réaction inflammatoire, ou directement à la laminine de la 

membrane sous-épithéliale. Le fibrinogène constituerait ainsi pour le champignon un 

moyen de «déguisement antigénique». Bouchara et al (1999) ont également montré 
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que pamù une trentaine de moisissures saprophytes appartenant à des groupes 

différents, seuls certains Aspergillus pathogènes et en particulier A. famigatus, fixent de 

manière significative le fibrinogène humain. 

2.2.3.2.lnvasion tissulaire 

A. famigatus semble sécréter principalement deux types de molécules (protéases et 

toxines) qui lui permettraient d'envahir le tissu pulmonaire et d'échapper à la réponse 

immunitaire de l'hôte. 

- Les protéases 

L'élastine étant le principal composant de la paroi pulmonaire (30%), des enzymes 

ayant une activité élastolytique constituent des facteurs probables de virulence. Ces 

enzymes ont fait l'objet de très nombreux travaux plus ou moins contradictoires qui ont 

soit prouvé leur rôle dans la pathogénicité, soit contredit cette hypothèse. 

Actuellement, trois familles de protéases extracellulaires produites par A. famigatus ont 

été purifiées et caractérisées biochimiquement : les sérines protéases (Monod et al., 

1991), les métallo-protéases (Monod et al., 1993) et les protéases aspartiques (Reichard 

et al., 1995). D'autres protéases sont actuellement explorées. 

Leur rôle est de dégrader les tissus de l'hôte et d'inhiber localement la réponse 

immunitaire. En effet, une protéase sécrétée par les conidies est capable de cliver le C3 

du complément et d'interférer ainsi sur l'opsonisation des conidies (Sturtevant et 

al.,1992). Cependant, la spécificité de cette protéase chez les espèces pathogènes 

d'Aspergillus et la nature de cette protéine restent actuellement à définir. 

- Les toxines 

A. famigatus produit un grand nombre de toxines, dont certaines peuvent jouer un rôle 

dans l'invasion tissulaire en mettant en jeu des mécanismes interférant avec la réponse 

immunitaire (réduction des battements ciliaires et altération de l'épithélium 
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bronchique). Actuellement, en fonction de leur rôle, trois types de toxines ont été 

décrites: la restrictoxine (Lamy et al., 1991), l'aflatoxine et la gliotoxine (Kappe et al., 

1992) et l'hémolysine. 

2.2.3.3.Résistance à l'immunité anti-aspergi.llaire 

Outre les facteurs décrits précédemment, les hyphes d'A. fumigatus produisent in vitro 

un inhibiteur du composant C5a de la voie alterne du complément. Cet inhibiteur serait 

un phospholipide qu'A. fumigatus et A. flavus produiraient en quantité plus importante 

que des espèces relativement moins pathogènes (Latgé et al., 1994). 

Des études récentes montrent que la pigmentation des conidies serait impliquée dans 

des phénomènes de résistance aux espèces réactives de l'oxygène (Jahn et al., 2000). 

Les souches dépourvues de pigments seraient plus sensibles que les autres. 

D'autres substances libérées par A.fumigatus, mais encore non caractérisées, entraînent 

une réduction du chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles par interaction avec 

des éléments contractiles du cytoplasme cellulaire et une diminution de la libération des 

radicaux oxygénés. 

L'ensemble de ces observations non exhaustives montre que ce champignon peut se 

protéger en modifiant directement différentes étapes du processus de phagocytose 

(adhérence, internalisation, fongicidie), mais aussi en modifiant l'état d'activation des 

cellules phagocytaires. En effet, des facteurs diffusibles d'A. fumigatus inhibent la 

production par les macrophages de TNFa, d 'IL-6 mais pas de IL-la.. 

2.2.4. Epidémiologie moléculaire 
La recherche de facteurs de pathogénicité chez cet opportuniste n'a été entreprise que 

depuis peu de temps et les résultats restent encore limités. Néanmoins, l'ensemble des 

données suggère qu'il ne semble pas exister chez ce micromycète un facteur 

conditionnant de façon prépondérante la virulence du champignon. Une action 

combinée de certains des facteurs précédemment décrits expliquerait le potentiel de 
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pathogénicité d'A.fumigatus, d'autant plus que le champignon possède un ensemble de 

particularités peu présentes, voire absentes, chez des espèces moins pathogènes. La 

majorité des facteurs envisagés ne sont pas indispensables à ce saprophyte dans son 

habitat habituel et il est probable que la pression de sélection de l'hôte favorise 

l'acquisition de certains facteurs de pathogénicité. Etant donné que toutes les souches 

existantes dans l'environnement n'ont pas été en contact avec les tissus de l'hôte, cela 

soulève la question suivante : toutes les souches d' A. fumigatus présentes dans 

l'environnement possèdent-elles les mêmes aptitudes pour envahir les tissus humains ? 

Dans l'affirmative, l'étude d'une seule souche ne peut pas permettre d'élucider les 

facteurs de pathogénicité. Il est donc nécessaire de déterminer s'il existe une variabilité 

de la pathogénicité. Devant les difficultés rencontrées dans l'étude des facteurs de 

pathogénicité et afin de mieux comprendre la répartition d'A. fumigatus dans 

l'environnement, différentes équipes ont tenté une approche épidémiologique du 

pouvoir pathogène. 

Appréhender l'étude de ce champignon impose la recherche d'une éventuelle 

biodiversité intra-spécifique de l'espèce A.fumigatus. L'approche épidémiologique peut 

permettre d'étudier la répartition des souches dans l'environnement, de caractériser les 

souches responsables des formes invasives, d'observer s'il existe une prévalence de 

certaines souches dans l'environnement et éventuellement d'identifier la source de 

contamination. 

Divers essais de biotypages de souches d 'A. fumigatus ont initialement fait appel aux 

techniques conventionnelles (caractéristiques morphologiques, profils protéiques) 

(Symoens et al., 1993). Or celles-ci reposent sur des caractéristiques phénotypiques 

essentiellement variables sous l'influence de facteurs environnementaux difficiles à 

maîtriser (conditions de culture, de stockage ... ). Les études ainsi réalisées ne sont donc 

pas utilisables pour différencier les souches. En revanche, les méthodes de typages 

fondées sur l'analyse du génome permettent d'éviter ces inconvénients. Plusieurs 

méthodes moléculaires ont été appliquées au typage d'A. fumigatus: la longueur de 
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fragments de restriction (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms), les 

isoenzymes (MLEE: Multi-Locus Enzyme Electrophoresis), les Séquences 

Moyennement Répétées (MRSs), l'amplification aléatoire (RAPD: Random Amplified 

Polymorphie DNA) et la SSDP (Séquence Specific DNA Primer), qui consiste en une 

amplification avec cinq marqueurs SSDP différents conduisant à différencier 32 

génotypes (Mondon et al., 1997) et les microsatellites (Bart-Delabesse et al., 2001). 

Les différents résultats publiés sont parfois contradictoires, mais tous mettent en 

évidence une très large biodiversité d'A.fumigatus. Les méthodes moléculaires utilisées 

ont présenté un pouvoir de discrimination variable, mais aucune d'elles ne s'est imposée 

par rapport aux autres, leurs différentes caractéristiques étant plutôt complémentaires. 

La combinaison de ces méthodes a fourni un meilleur pouvoir de discrimination 

(Bertout et al., 2001). Il est donc nécessaire d'utiliser plusieurs méthodes pour 

caractériser une souche issue d'une infection aspergillaire et de tenter de déterminer la 

source del 'infection. 

2.3. Facteurs conditionnant la réceptivité de l'hôte. 

Aspergillus possède la faculté d'échapper aux différentes barrières immunitaires: le 

développement de l'aspergillose invasive est alors le résultat d'un déséquilibre qui 

s'établit entre l'hôte et le micromycète (Aldebert et al., 2001). 

Les AI sont des infections nosocomiales dans 60% des cas, survenant chez des patients 

«à risque», essentiellement lors de l'altération de la réponse phagocytaire (Lebeau et 

al., 19%). Le risque aspergillaire est particulièrement élevé dans les agranulocytoses 

prolongées, les leucémies aiguës, les chimiothérapies anticancéreuses, les 

transplantations d'organe et les greffes de moelle osseuse, les corticothérapies au long 

cours (Conférence de consensus, 2000) 

Les patients atteints de granulomatose septique chronique familiale, sont aussi des 

populations à risque (25 à 40%), non pas à cause d'une déficience quantitative des 

31 



macrophages et des polynucléaires mais en raison de l'altération de leur fonction 

(Denning, 1997). L'aspergillose invasive au cours du SIDA est moins fréquente qu'au 

cours des hémopathies malignes (0 à 12% ), mais sa fréquence a augmenté, 

probablement du fait de l'allongement de la survie des patients, l'infection survient 

tardivement dans l'évolution de la maladie (CD4< 50 /mm3) (Loffler et al., 1999). 

2.3.1. Neutropénie profonae 
Les chimiothérapies réalisées lors du traitement des leucémies aiguës provoquent des 

phases de neutropénie profonde (PNN< 0,5 G/l exceptionnellement< 0,1 G/l) et 

prolongée (>12 jours) (Verweij et al., 1997). La fréquence de l'AI est alors de 5 à 25% 

(Denning, 1997). Le risque aspergillaire est de 1 % par jour entre le 6ème et le 22ème jour 

de neutropénie (Conférence de consensus, 2000), il augmente de 4% par jour après 3 

semaines de neutropénie, après 5 semaines, il est de 70% (Conférence de consensus, 

2000). A l'heure actuelle, l'utilisation de facteurs de croissance hématopoïétiques et les 

autogreffes de cellules souches hématopoïétiques ont permis de réduire de façon 

sensible la durée de l'aplasie chimio-induite, ce qui se traduirait, selon certains auteurs, 

par une diminution de nombre des aspergilloses (Conférence de consensus, 2000). 

2.3.2.Allogref(e ae moelle osseuse 
L'allogreffe de moelle osseuse entraîne une période d'aplasie profonde pendant laquelle 

le malade est protégé sous un flux luminaire. La reconstitution hématopoïétique est 

relativement rapide et la durée de neutropénie profonde excède rarement quinze jours. 

Cette reconstitution rapide, associée à la protection apportée par le flux, fait que le 

greffé médullaire présente assez peu de risques de contracter l'aspergillose, durant cette 

période. C'est après sa sortie, alors qu'il est exposé au traitement (corticoïdes et 

immunosuppresseurs) pour lutter contre le rejet du greffon, que le risque est le plus 

élevé (Conférence de consensus, 2000). Les AI surviennent 2 à 3 mois après la 

transplantation, ainsi, la période de risque se prolonge après la récupération 
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hématologique (Conférence de consensus, 2000). La fréquence est de 6,4% (Aldebert et 

al., 2001). 

Z.3.3. Transplantations d'organe et corticothérapie au long 
cours à forte dose 
L'augmentation du nombre de transplantations d'organe ces dernières décennies, 

conjointement à la prescription d'immunosuppresseurs puissants, dont les corticoïdes, a 

entraîné des incidences croissantes des cas d'AI. La fréquence est de 0,7% chez le 

transplanté rénal, 6,2% chez le transplanté cardiaque et de 8,4% chez le transplanté 

pulmonaire (Aldebert et al., 2001, Conférence de consensus, 2000) (cf. annexe). En 

effet, les greffés pulmonaires présentent un risque accru du fait de l'altération des 

mécanismes de défenses locaux (Conférence de consensus, 2000). 

Z.3.4. Le cytomégalovirus 
Deux études cas-témoins, dont une avec analyse multivariée, soulignent le rôle 

favorisant majeur d'une infection à cytomégalovirus humain (HCMV) dans la survenue 

d'une AI (Husni et al., 1998 ; Yeldandi et al., 1995). Le rôle direct du virus sur 

l'intégrité des barrières anatomiques respiratoires et son rôle immunomodulateur sont là 

encore évoqués. Le cytomégalovirus humain ou Herpesvirus 5, virus spécifique de 

l'homme, appartient à la famille des Herpesviridae et à la sous-famille des béta-

herpesviridae (spécificité d'hôte étroite, cycle infectieux long, infection latente dans de 

nombreux tissus). 

La structure de la particule virale est commune à la famille des Herpesviridae. Le 

génome est protégé par une capside icosaédrique, elle-même entourée par un tégument 

et une enveloppe. Le diamètre du HCMV est compris entre 180 et 200nm. 
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Figure 8 .~ Schéma du cytomégalovirus 
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Après fixation du HCMV sur la cellule cible, l'enveloppe virale fusionne avec la 

membrane cellulaire. La capside libérée dans le cytoplasme est transportée jusqu'au 

pore nucléaire. Un complexe ADN viral-protéines pénètre dans le noyau. La ppU183 ou 

pp65 tégumentaire fait partie des protéines activement transportées dans le noyau avant 

toute transcription virale. Dans la cellule permissive, la réplication virale prend place 

dans le noyau ou l 'ADN viral devient détectable en 48 heures . Les protéines virales sont 

synthétisées dans le cytoplasme et assemblées sous la forme de capsides immatures 

dans le noyau de la cellule. L'accumulation de ces capsides forme l' inclusion nucléaire. 

Les capsides immatures incorporent l 'ADN viral, s'enveloppent à partir du feuillet 

interne de la membrane nucléaire et migrent dans le cytoplasme. Les virions infectieux 

sont libérés 120 heures environ après le début de l 'infection. 

La transcription des gènes viraux est séquentielle et peut être schématiquement 

découpée en trois phases : très précoce (0-2ème heure) , précoce c2ème_2oème heure) et 

tardive (au-delà de la 20ème heure). La phase de transcription très précoce aboutit à la 

synthèse des protéines très précoces qui ont essentiellement une fonction régulatrice de 

la réplication virale. Les protéines précoces correspondent principalement aux enzymes 

de la réplication virale. Les protéines tardives sont structurales. 
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Figure 9: Représentation du cycle viral du cytomégalovirus. 
1) Fixation du virns à des récepteurs membranaires et fusion des membranes ; 2) La 

capside est transportée vers le lf1!oyau ; 3) synthèse cytop lasmique de protéines et d 'ADN 
dans le noyau ; 4) synthèse de capsides immatures ; 5) Inclusion nucléaire des capsides 

immatures et de !'ADN viral; 6} Maturation des capsides dans Golgi; 7) Inclusion 
cytoplasmique et libération des virions 
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2.3.4.2.Physiopathologi,e 

Ce virus est ubiquitaire et l'infection est fréquente, puisque 60 à 100% des adultes ont 

des anticorps anti-HCMV. La contamination se produit au contact étroit de malades ou 

des porteurs asymptomatiques excrétant le virus. Ce dernier est retrouvé dans les urines, 

la salive, le pharynx, les larmes et le sperme. 

Après pénétration dans l'organisme, les particules virales se disséminent dans différents 

organes, par l'intermédiaire des leucocytes, plus particulièrement des polynucléaires et 

des cellules types monocytes-macrophages. Le contrôle immunitaire de l'infection à 

HCMV est essentiellement à médiation cellulaire. Des lymphocytes T HCMV-

spécifiques exercent une fonction cytotoxique sur les cellules infectées et une fonction 

de recrutement de cellules inflammatoires. Cependant, le HCMV est un virus 

remarquable car il emploie de multiples mécanismes pour échapper aux réponses 

immunitaires à médiation cellulaire. Une étude montre par exemple que le virus se 

mettrait à l'abri d'une surveillance immunitaire par séquestration de CC-chimiokines de 

l'environnement de la cellule infectée. Par ce système, le. virus pourrait bloquer 

l'infiltration de lymphocytes se trouvant déjà en place. Grâce à ces différentes 

stratégies, le HCMV est un redoutable envahisseur passant inaperçu (Bodaghi et al., 

1998). 

Ce virus semble posséder un effet immunosuppresseur direct potentialisant les 

infections à germes opportunistes (Pneumocystis carinii, bacilles à GRAM négatif) 

(Colimon et al., 1997). Pendant la phase aiguë de l'infection, on observe une 

immunodepression profonde, qui ne peut s'expliquer par la simple infection et 

destruction des cellules du système immunitaire. Le HCMV semble inverser le rapport 

CD4/CD8, induire une neutropénie, provoquer le dysfonctionnement des lymphocytes T 

et modifier la sécrétion des cytokines. Il se pourrait donc bien que l'entrée du virus lui-

même, puisse altérer le comportement de la cellule (Schooley et al., 1983). 

Chez un sujet sain, la primo-infection s'exprime au maximum par un syndrome 

mononucléosique bénin. Après cette primo-infection, le virus persiste indéfiniment dans 
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l'organisme, le génome viral est retrouvé dans les cellules sanguines, mais également 

dans les macrophages présents dans les tissus. Le poumon est quantitativement le site de 

latence préférentiel. En cas d'altération du système immunitaire, le HCMV peut se 

réactiver et provoquer une importante morbidité et mortalité. Le virus se multiplie au 

sein des cellules épithéliales, des macrophages et des cellules endothéliales des 

capillaires, sans entraîner de cytolyse massive de ces cellules. Les lésions tissulaires 

sont dues à des destructions de cellules infectées par des cellules immunes (Colimon et 

al., 1997). Un sujet infecté de manière latente peut être réinfecté par un virus exogène; 

il s'agit souvent d'une infection iatrogène comme dans les cas de greffe ou de 

transfusion. 

L'infection à HCMV est redoutée chez des patients recevant une greffe d'organe ou de 

cellules hématopoïétiques. Le traitement immunodépresseur, incontournable dans ces 

situations, induit une réactivation du virus présent chez le receveur ou dans le greffon. 

Le contrôle immunitaire de l'infection est défaillant, le virus dissémine et prend pour 

cible les organes sensibles. Les tableaux cliniques les plus sévères sont observés chez 

les greffés de moelle osseuse et greffés cœur-poumons. 

2.3.4.3.Traitement de l'infection 

La molécule la plus utilisée est le Ganciclovir (GCV), analogue de la guanosine. Sa 

structure chimique est proche de celle de l 'Aciclovir. Il est actif, in vitro, sur tous les 

herpès virus, son activité anti-HCMV est cent fois supérieure à celle de l'aciclovir. 

Pour être actif, le GCV doit être phosphorylé. Le gène UL97 du HCMV produit une 

kinase responsable de la phosphorylation du ganciclovir. 

La toxicité de cette molécule (notamment au niveau médullaire) et l'apparition de 

résistance constituent un frein à son utilisation. 
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2.3.4.4.Cytomégalovirus et aspergillose invasive 

Le HCMV a été associé à l'augmentation des infections opportunistes tant bactériennes 

que fongiques. Il a été clairement identifié comme facteur de risque pour les maladies 

opportunistes, indépendamment d'autres facteurs tels les traitements 

immunosuppresseurs, l'usage d'antibiotiques et le recours aux transfusions sanguines 

(Gorensek et al., 1988). Le rôle direct du HCMV dans l'augmentation des infections 

fongiques, (George et al., 1997; Wagner et al., 1995), notamment de l'aspergillose 

invasive (Husni et al., 1998), a aussi été démontré à plusieurs reprises. Les mécanismes 

précis mis en œuvre par le HCMV pour favoriser l'apparition de cette dernière sont 

totalement inexplorés, bien que l'action immunosuppressive du HCMV a été démontrée 

dans de nombreuses études (Husni et al., 1998). Les cibles potentielles du virus ne sont 

pas identifiées dans l'aspergillose invasive. L'inversion du rapport CD4/CD8, la 

neutropénie, le dysfonctionnement des lymphocytes T et les modifications dans la 

sécrétion des cytokines sont évoqués, mais la liste n'est pas exhaustive (Schooley et al., 

1983). Le développement d'un modèle sur souris devrait permettre d'évaluer leur 

importance en pratique. 
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3. L'aspergillose invasive 

A. famigatus est responsable chez des sujets immunodéprimés d'une infection 

gravissime: l'aspergillose invasive (Al). Ce champignon filamenteux pénètre par les 

voies respiratoires conduisant, dans 80% des cas, à l'aspergillose pulmonaire invasive. 

Les filaments mycéliens ayant envahi le parenchyme pulmonaire, le micromycète, grâce 

à son tropisme vasculaire, peut se propager par voie hématogène et conduire dans 20 à 

30% des cas à une aspergillose viscérale disséminée, définie comme une atteinte de 

deux ou plus organes non contigus. Les principaux organes atteints sont alors, le 

cerveau (10-20%), le tube digestif, le foie, les reins et le cœur (Denning, 1997). 

3.1. Les différentes manifestations pathologiques 

3.1.l.L'aspergillose pulmonaire invasive 
Dans la plupart des cas, le champignon attaque directement la muqueuse bronchique, 

souvent au niveau des bronches distales. L'épithélium bronchique, est alors nécrosé 

avant d'être remplacé par une couronne de filaments mycéliens envahissants de proche 

en proche tant le parenchyme pulmonaire que les vaisseaux adjacents. Les filaments 

obstruant les artères et les artérioles entraînent une thrombose responsable d'un 

infarctus localisé (Rau, 1997). La lésion est triangulaire et souvent en cible formant une 

nécrose ischémique entourée d'un liseré hémorragique (Rau, 1997). Ces champignons 

sécrètent des toxines nécrosantes qui facilitent leur dissémination. Ils progressent dans 

le tissu pulmonaire et finissent par gagner une lumière vasculaire, ouvrant la voie à la 

dissémination hématogène de l'infection avec apparition de localisations secondaires à 

distance du foyer initial (os, peau, système nerveux, foie, endocarde ... ). Mais, 

l'extension peut aussi se faire par contiguïté vers d'autres organes de voisinage (plèvre, 

péricarde ... )(Denning, 1997). 
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3.1.Z.Autres formes tt'aspergillose invasive 

3.1.2.1.AspergiJlose invasive sinusienne 

Les atteintes représentent environ 15% des cas d'AI, associées ou non à une atteinte 

pulmonaire. Elles peuvent être asymptomatiques ou responsables d'une 

symptomatologie souvent unilatérale (obstruction nasale ou rhinorrhée, douleurs rétro-

orbitaires et sinusiennes, œdème et/ou hématome facial parfois exophtalmie) (Schwartz 

et al., 1997). 

3.1.2.2.AspergUlose cérébrale 

Le cerveau est atteint dans 10 à 20% des cas d'AI, soit par dissémination hématogène, 

soit par extension d'un foyer sinusien. Son pronostic est particulièrement sombre avec 

un taux de mortalité de 95-100% (Ferger et al., 1994). Elle se caractérise par le 

développement sous forme d'abcès du cerveau et/ou du cervelet, unique ou multiple, 

exceptionnellement sous forme d'abcès médullaires ou de méningite (Verweij et al., 

1997). 

3.1.2.3.AspergiJlose cardiaq_ue 

Elle se présente sous la forme d'un ou plusieurs abcès myocardiques, avec parfois une 

atteinte coronarienne responsable d'un véritable infarctus. Plus rarement, il s'agit d'une 

péricardite (Denning, 1997). 

Aspergillus présente un important tropisme vasculaire, la dissémination hématogène 

peut atteindre tous les organes. L'atteinte digestive est très fréquente principalement au 

niveau de l'œsophage et du colon. Les lésions se traduisent par de multiples ulcérations 

avec, dans certains cas, des perforations ou des hémorragies massives (Ferger et al., 

1994). L'atteinte rénale est également possible, survenant dans les formes disséminées 

et se traduisant par des microabcès et des infarctus (Ferger et al., 1994). L'atteinte 
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osseuse est rare et concerne surtout les vertèbres, le sternum et les os long. Elle se 

traduit par une ostéolyse mouchetée (Ferger et al., 1994). Les localisations cutanées 

secondaires sont peu fréquentes mais très évocatrices par leur aspect en pustules 

évoluant vers la nécrose. 

3.2. Présentation clinique 

Le tableau clinique de l'API est celui d'une pneumopathie aiguë infectieuse. Cette 

pneumopathie aspergillaire est souvent bilatérale associée fréquemment à une fièvre 

(>38,5°C) persistante malgré une antibiothérapie à large spectre, une dyspnée et une 

toux sèche (Conférence de consensus, 2000). 

Les signes cliniques, lorsqu'ils sont présents, n'ont rien de spécifique. La toux est sèche, 

parfois accompagnée d'une expectoration hématopoïétique évocatrice. Le patient peut 

se plaindre de douleurs thoraciques, irradiant vers l'épaule, évoquant une douleur 

pleurale. L'examen pulmonaire peut retrouver des râles crépitants et bronchiques. 

3.3. Traitement 

L'aspergillose pulmonaire invasive est l'une des infections fongiques causant le plus de 

décès chez les patients immunodéprimés, avec un taux de mortalité rapporté dans la 

littérature de 50 à 100% (Denning, 1997). La gravité de l'aspergillose invasive justifie, 

devant un tableau clinique et des signes radiologiques évocateurs, survenant chez un 

sujet immunodéprimé en aplasie profonde et prolongée, la mise en route d'un traitement 

empirique, sans attendre la confirmation mycologique (Y eni, 1994). Le traitement 

repose sur l'administration d'antifongiques ayant pour but de limiter l'extension de 

l'infection en attendant la restauration des défenses immunitaires indispensables à la 

guérison (Yeni, 1994), associée ou non à une intervention chirurgicale. Il repose sur 

deux antifongiques principaux: l'amphotéricine B et l'itraconazole. 
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3.3.1.Amphotéricine B 
L'amphotéricine B déoxylate (Fungizone®), de la famille des macrolides polyéniques, 

est l'antifongique de référence pour le traitement de l'AI. Cet antifongique à usage 

systémique agit par liaison à l'ergostérol de la membrane des cellules fongiques, 

entraînant des troubles de la perméabilité conduisant à la mort des cellules (cité par 

Grillot, 1999). L'association de l'amphotéricine B (AmB) au déoxycholate de sodium 

permet une formulation soluble dans l'eau et administrable par voie intraveineuse 

(l'absorption digestive de l'AmB est quasiment nulle). 

Figure 9 : Structure chimique de l'amphotéricine B 
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La dose recommandée est de l'ordre de 0,7 mg/kg/j, mais des doses plus élevées, 

jusqu'à 1,5 mg/kg/j, peuvent être utilisées chez les immunodéprimés au risque 

d'accroître les effets indésirables (réactions d'intolérance générale immédiate, troubles 

métaboliques, mais surtout insuffisance rénale) (Yeni, 1994). 

A l'heure actuelle, ce médicament voit son utilisation limitée par la fréquence et la 

sévérité des effets indésirables centrés sur l'atteinte rénale. Les propriétés de l'AmB ont 

permis d'envisager son association avec des structures lipidiques. 

Trois formulations ont été développées : 

• La forme liposomale de l' AmB (Ambisome®) doit être administrée en perfusion 

intraveineuse à la dose recommandée de 3 mg/kg/j. Les liposomes permettent de 

libérer l 'AmB directement au niveau de la paroi des cellules fongiques. Les fortes 
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concentrations d'antifongique au niveau du site d'action permettent d'obtenir une 

activité fongicide. La meilleure tolérance immédiate et la plus faible toxicité rénale 

permettent l'utilisation de doses plus élevées que lors de l'emploi de Fungizone® 

(Chavanet, 1997). 

• La forme complexe phospholipidique de l' AmB (Abelcet®) doit être administré 

en perfusion intraveineuse à la dose recommandée de 5 mg/kg/j. Cette formulation 

lipidique en ruban présente une tolérance immédiate identique à celle de la 

Fungizone®. En revanche, les insuffisances rénales sont retardées (Chavanet, 1997). 

L'efficacité clinique à la dose de 5 mg/kg/j est la même que celle de la Fungizone® 

à la dose de 0,6 et 1 mg/kg/j (Chavanet, 1997). 

• La forme dispersion colloïdale del' AmB (Amphocil™) nécessite une autorisation 

temporaire d'utilisation (ATU). Elle doit être administré en perfusion intraveineuse 

à la dose recommandée de 4 mg/kg/j (Hiemenz et al., 1996). Cette formulation 

lipidique en disque a une toxicité immédiate similaire à celle de la Fungizone® mais 

la toxicité rénale est moins importante (Chavanet, 1997). 

Globalement, seule l 'Ambisome® semble bien tolérée. Les deux autres formes 

présentent les mêmes réactions d'intolérance immédiate que la Fungizone® mais la 

toxicité rénale est moins fréquente. De plus, ces trois formulations ont, à fortes doses (3 

à 5 mg/kg/j), une efficacité semblable à l 'AmB conventionnelle à dose normale (0,6 à 

1 mg/kg/j). Le gain est la réduction de la toxicité rénale. Enfin, ces formes lipidiques 

sont très onéreuses (Y eni, 1994). Ces nouvelles formulations seront donc réservées aux 

adultes et enfants ayants développés une insuffisance rénale sous AmB ou au cas 

d'altération préexistante et persistante de la fonction rénale ou encore en cas d'échec de 

fortes posologies de Fungizone® (Chavanet, 1997). 

La meilleure tolérance permet d'administrer des doses plus élevées et d'obtenir une 

activité supérieure à celle de l 'AmB conventionnelle dont la dose ne peut pas être 

augmentée. On note alors une amélioration de l'index thérapeutique de l'AmB lipidique 
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par réduction de la toxicité rénale. Les formulations lipidiques représentent une arme 

thérapeutique supplémentaire pour lutter contre l'AI, particulièrement chez les 

immunodéprimés qui ont besoin de fortes doses d'AmB, qui ne sont pas toujours bien 

tolérées (Hiemenz et al., 1996). 

D'autres associations lipidiques ont été envisagées dont la dilution directe, simple et peu 

coûteuse de la Fungizone® dans une émulsion lntralipide 20%®. Pour une efficacité 

similaire, on note une nette diminution de la toxicité, ce qui permet d'augmenter les 

doses (Chavanet, 1997). Depuis le développement des formes lipidiques, cette 

utilisation, hors autorisation de mise sur le marché (AMM), n'est plus utilisée et même 

déconseillée. 

3.3.2.Itraconazole (Sporanox®) 
L'itraconazole est un antifongique à large spectre de la classe des triazolés ayant une 

excellente activité anti-aspergillaire et une faible toxicité. Le produit s'administre par 

voie orale à raison de 200 à 400 mg/j. Le pouvoir fongicide de l'itraconazole est dû à 

son action spécifique sur le cytochrome P450 des champignons. L'inhibition du 

cytochrome P450 bloque le système enzymatique (Cl4a-déméthylase) qui permet la 

transformation du lanostérol en ergostérol, constituant lipidique essentiel de la 

membrane fongique (Grillot, 1999). 

Figure 10 : Structure chimique de l'itraconazole 

L'expérience est encore limitée pour préciser la place de l'itraconazole par rapport à 

l'AmB lors du traitement de l'AI. On peut noter son intérêt en relais de l'AmB ; un 

chevauchement des deux traitements pendant 1 à 2 semaines étant nécessaire compte 
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tenu du délai d'action de l'itraconazole. Il peut également constituer une alternative à 

l'AmB en cas d'intolérance. 

L'absorption intestinale, variant d'un sujet à l'autre, certains échecs thérapeutiques 

peuvent être rapportés à des concentrations sériques insuffisantes, il conviendra donc de 

faire des dosages sériques d 'itraconazole après 10 à 15 jours de traitement (Y eni, 1994). 

Chez les patients sous traitement immunosuppresseur (la ciclosporine), l'utilisation 

d'itraconazole doit se faire avec prudence. En effet, cette molécule présente une 

interaction métabolique avec la ciclosporine (inhibition enzymatique), qui peut être 

responsable d'une augmentation importante des concentrations plasmatiques de 

l'immunosuppresseur. Inversement, la ciclosporine agit sur le métabolisme de 

l'itraconazole (induction enzymatique) responsable d'une diminution des taux 

plasmatiques de ce produit et des difficultés d'adaptation des posologies de chacun de 

ces médicaments (Guillemain et al., 1994). 

Une nouvelle forme galénique, Sporanox® solution buvable, destinée au traitement des 

candidoses oro-phayngées, 5 à 10 fois mieux résorbées que la forme actuelle a été 

développée en emprisonnant l'itraconazole dans des cyclodextrines (Yeni, 1994). Dans 

certains cas, du fait de sa meilleure résorption, les médecins font le choix de la prescrire 

dans le traitement de l'AI. A l'heure actuelle, on s'intéresse à une formulation 

administrable par voie intraveineuse qui permettrait de traiter les patients ayant une 

adsorption digestive aléatoire ou des troubles de la conscience (Yeni, 1994). 

3.3.3. Voriconazole (UK-109, 496) 
Le voriconazole est un dérivé triazolé de 3ème génération à activité fongicide contre tous 

les Aspergillus, à la fois actif par voie orale et parentérale et très bien toléré (Cuena-

Estrella et al., 1998). Cet antifongique à large spectre est aujourd'hui en attente d'AMM 

eta uneATU. 
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D'après une étude in vitro, la concentration minimale inhibitrice (CMI) du voriconazole 

est sensiblement plus faible que celle de l'itraconazole et de l'ArnB vis-à-vis 

d'A. famigatus (Cuena-Estrella et al., 1998). Sur le modèle animal, le voriconazole est 

également plus actif que l 'itraconazole et l 'AmB contre A. famigatus (De Pauw, 1998). 

Les résultats préliminaires des études cliniques, montre que ce nouvel antifongique est 

efficace dans le traitement des infections disséminées à Aspergillus (Cuena-Estrella et 

al., 1998). D'après une étude menée sur des patients atteints d'aspergillose invasive, la 

dose initiale de 12 mg/kg/j pendant 4 à 24 semaines doit être envisagé (De Pauw, 1998). 

3.3.4. Caspofungine 
La caspofungine, dérivé semi-synthétique de l'échinocandine, est un antifongique 

disponible en France uniquement en ATU nominative. Elle agit en altérant la formation 

de la paroi des champignons comme Aspergillus par inhibition de l'enzyme 1,3 bêta-D-

glucane synthase. Un mécanisme qui rappelle celui des bêta-lactarnines chez les 

bactéries. (Hoang, 2001) 

Il existe de nombreux antifongiques actuellement en cours de développement, 

cependant aucun des nouveaux antifongiques actuellement disponibles en clinique ne 

semble capable de stériliser les lésions invasives constituées de filaments (Y eni, 1994). 

Ceci souligne l'intérêt d'un diagnostic précoce. C'est en effet à la phase initiale de 

l'infection que l'on peut espérer obtenir le meilleur résultat thérapeutique (Yeni, 1994). 

De plus, ce diagnostic précoce permettrait de réduire les traitements empiriques de 

façon à limiter le nombre de malades traités par des antifongiques et exposés à leurs 

effets indésirables (Serevens et al., 1997). 

Pour le CHU de Grenoble, le budget des antifongiques est passé en 2 ans de 1.9 à 4 MF. 

Une « meilleure sélection » des patients permettrait de réduire le coût des antifongiques 

à l'hôpital (Serevens et al., 1997); mais le diagnostic précoce de certitude est difficile à 

obtenir. 
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Matériel 
et 

méthodes 
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La première étape de ce travail consiste à développer une technique de 

cytométrie en flux permettant de quantifier le« burst oxydatif » des leucocytes humains 

après stimulation par des conidies d'A. jumigatus. Dans un premier temps, il s'agit de 

mettre au point la technique sur des sujets sains. 

Ce test nous permet alors d'analyser la réponse à: 

• A. fumigatus selon le stade et l'état des conidies (conidies vivantes, conidies 

tuées, conidies opsonisées vivantes, conidies prégermées tuées), 

• A. jumigatus selon la souche et le génotype, 

• des espèces d'Aspergillus différentes (A.flavus, A. niger, A. terreus), 

et surtout d'appréhender la réponse des cellules phagocytaires à A. jumigatus ainsi que 

de vérifier si ce test peut être utilisé dans le suivi biologique des patients à risque d' AI, 

le but étant de qualifier et quantifier le risque aspergillaire. 

Dans la deuxième étape, nous étudions l'influence d'une infection à HCMV sur 

l'adhérence des conidies aspergillaires à la surface des macrophages, et l'expression de 

récepteurs ~2 intégrines CR3 et CR4, susceptibles, d'intervenir dans l'adhérence des 

conidies aspergillaires. 
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l. Etude du busrt oxydatif des leucocytes 

l.l. Matériel 

1.1.l.Réactifs et f1uorochromes 

1.1.1.1.PBS (Phosphate Buffer Saline) (Biomérieux) 

Il est utilisé comme témoin négatif parce qu'il est dénué d'activité stimulante pour les 

cellules. Il est aussi utilisé pour les dilutions. 

1.1.1.2.PMA (Phorbol Myristate Acetate) (Sigma) 

Il est utilisé comme témoin positif par stimulation de la protéine kinase C. Il est stocké à 

-20°C dans du DMSO à 1 mg/ml et utilisé à une concentration de 300 ng/ml. 

1.1.1.3.Escherichia coli (BusrtTest® Orpegen Pharma) 

Une suspension de E. coli stabilisés, opsonisés, à 107/ml est utilisée comme témoin 

biologique positif. La suspension à 109/ml est conservée à -20°C 

1.1.1.4.Fluorochromes 

• Une solution-mère de dihydrorhodamine 123 (DHR-123) (Sigma) à 2 mM dans 

du DMSO est préparée. La DHR-123 est aliquotée et stockée à -20° C. Une solution 

de travail est préparée par dilution au 1/lOème de la solution stock dans du PBS. Elle 

est utilisée à une concentration finale de 0,45 µM. 
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• La solution stock d'iodure de propidium (IP) (Sigma) à 0,5 mg/ml dans du PBS 

est préparée et conservée à 4°C à l'abri de la lumière. Une solution de travail est 

préparée tous les jours par dilution au l/lOème dans du PBS, elle est utilisée à une 

concentration finale de 0,3 ng/ml. 

1.1.1.5.Cellules 

Les cellules étaient obtenues par prélèvement de sang veineux sur des adultes 

volontaires sains (de l'établissement français du sang; EFS) ou malades (du service de 

réanimation médicale du CHU de Grenoble). Les prélèvements sont collectés sur 

héparinate de lithium. 

1.1.2. Les souches a' Aspergillus 

Les souches sont maintenues sur gélose Sabouraud-Chloramphénicol et conservées à 

4°C. 

1.1.2.1.Aspergillus fumigatus 

• Culture 

Pour les expériences, A. jumigatus est cultivé sur gélose Sabouraud-Chloramphénicol à 

37°C pendant 5 jours. Les conidies sont récupérées dans du sérum physiologique stérile 

avec du Tween 20 à 0,1 %, puis lavées trois fois, remises en suspension sous formes 

d'un inculum à l08 conidies/ml et conservées à 4°C. 

• Souches 

• Souche 7977 (ALP+): référencée CBS 144 89 (Centraal Bureau voor 

Schimmelculture) isolée d'un patient atteint d'aspergillose invasive pulmonaire 

(fournie par le Dr M. Monod, CHU Vaudois, Lausanne). (ALP+ : souche possédant 

une sérine protéase de 33.kDa) 
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.. Souche 9860: iré:fêrencée CBS 386 75 = WB 5384 (IHEM, un mutant afüimios. 

provenant de 1'emrimnnement (fournie par le Dr F Symoens, Scientific instirute of 

public healili-Louis. Pasteur, Bruxelles). 

.. Souches référencées de l'équipe du Dr K won-Chung : souche sauvage isolée 

d' un patient ayant développé une aspergillose invasive fatale, à partir de laquelle 

l' équipe de Know-Chung a développé des souches mutantes (founies par Je Dr H.F. 

Tsai, National institute of Allergy and Infections Diseases, Bethesta, Maryland) 

(Tsai et al. , 1998). 

- B-5233 : souche sauvage 

- B-5233/RGD 12-8 : souche délétée du gène albl . (albinos) 

- RGD 12-8/PKS33-3 : souche alb-1 reconstituée. 

Ces souches sont cultivées sur un milieu minimun Aspergillus (cf. annexe). 

• Souches typées du laboratoire : provenant de broncho-aspiration de patients ayant 

une aspergillose pulmonaire invasive prouvée, probable ou possible. Ces souches 

ont été génotypées par la technique de typage SSDP mise au point au laboratoire 

(Mondon et al. , 1997). 

Tableau 2 : Numéros, origine et génotype des souches du laboratoire 

Numéros Désignation Pathologies associées Génotype 
1 CAR Pl Aspergillose invasive prouvée 26 
2 ATTMl Aspergillose invasive prouvée 26 
3 JAU Al Aspergillose invasive prouvée 32 
4 DESC2 Aspergillose invasive prouvée 29 
5 JACJl Aspergilloses invasive prouvée 30 
6 MON Al Colonisation bronchique 25 
7 FAU Al Colonisation bronchique 26 
10 DITP2 Colonisation bronchique 22 
11 PLA Ml Colonisation bronchique 29 
12 PLA M2 Colonisation bronchique 29 
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• Souches typées EBGA ( « European Group of Reseairch on Biotypes and 

Genotypes of Aspergillus fumigatus ») Ces souches sont issues des travaux réalisés 

au sein d'un réseau multicentrique européen (EBGA) qui a permis. de constituer une 

collection de plusieurs centaines de souches cliniques et environnementales 

d'A. fumigatus, isolées à partir de 112 malades atteints d 'infection ou de 

colonisation aspergillaire (Tableau 18 en annexe). Ces souches, parfaitement 

documentées, sont conservées lyophilisées dans la collection internationale de 

l'IHEi\1 à Bruxelles. Les souches d 'A. fumigatus que nous avons utilisées sont 

typées par une association des diverses techniques moléculaires (RAPD, SSDP, 

MLEE) (Symoens et al., 2001 ; Bertout et al., 2001) et le «biotype d'ensemble» 

résulte de la combinaison des résultats obtenus par les trois méthodes. L'association 

des trois méthodes de typage permet d ' augmenter la discrimination et donc 

d'affirmer plus précisément le biotype d'une souche par rapport au résultat obtenu 

avec une seule méthode. 

Tableau 3 : Numéros, origine, et biotype des souches EBGA 

IHEM Patient Pathologies associées RAPD SSDP MLEE Type 
9899 1 Aspergillose pulmonaire invasive 2 30 ET3 T4 

prouvée 
9853 1 Aspergillose pulmonaire invasive 4 28 ET9 T2 

prouvée 
9404 4 Aspergillose bronchique non invasive 2 30 ET4 T8 
9403 4 Aspergillose bronchique non invasive 2 30 ET3 T4 
14324 7 Colonisation bronchique 2 30 ET3 T4 
9851 8 Colonisation bronchique 2 29 ET3 T16 
9768 8 Colonisation bronchique 11 30 ETl T15 
9482 8 Colonisation bronchique 3 28 ET4 T14 

1.1.2.2.Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Aspergillus terreus 

Ce sont des souches isolées de patients du CHU de Grenoble, fournies par le laboratoire 

de Parasitologie (CHU de Grenoble) . Elles sont cultivées sur Sabouraud-

Chloramphénicol à 25°C et conservées à 4°C. 
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1.1.2.3.Stades et états de conidies 

• Conidies tuées: Les conidies sont inactivées 20 minutes à l'autoclave à 120°C. La 

viabilité est contrôlée par culture sur milieu Czapeck modifié (cf. annexe), pendant 

plusieurs jours à 37°C sans C02• 

• Conidies opsonisées : Les conidies sont incubées 30 minutes à 37°C avec du sérum 

AB normal ou décomplémenté (30 minutes à 56°C) (sérologie aspergillaire 

négative). Les conidies sont lavées 3 fois au PBS et resuspendues à 108 conidies/ml 

et conservées à 4°C. 

• Conidies prégermées : Les conidies sont incubées 4 heures ou plus, sous agitation 

à 37°C dans du milieu Czapeck modifié. La germination est observée au microscope 

et l'incubation est stoppée quand 90% des conidies ont germé. 

l.Z. Protocole 

Le sang total est stabilisé à 4° C pendant 10 minutes. Puis, 200 µl de sang sont ajoutés à 

100 µl de stimulus et incubés 15 minutes à 37°C dans des tubes de 5 ml (type 352052 de 

BD Biosciences). Les leucocytes produisent des espèces réactives de l'oxygène (ERO) 

dont la formation peut être mesurée par addition de 7,5 µl de DHR-123 pendant 

15 minutes à 37°C. Les hématies sont ensuite lysées (FACSlysing au 1/lOème, BD 

biosciences) pendant 20 minutes à température ambiante. La solution de lyse fixe les 

cellules en les perméabilisant. Après lavage avec du PBS pour stopper la lyse, les tubes 

sont centrifugés à 1200 tours par minute (5 minutes à 4° C) et mis dans la glace. Avant 

analyse 20 µl de solution d'IP est ajoutée dans chaque tube. L'oxydation de la DHR-123 

en rhodamine-123 est mesurée par cytométrie en flux (FACScalibur, BD Biosciences). 

53 



Figure 11 : Protocole d'allotlllyse au «buYSt oxydatif» ae 

leucocytes humains par cytométrie en flux. 

200 µl de sang total hépariné 100 pl de stimuli 
(PBS, PMA, E. coli, A .Jumigatus) 

15 minutes à 37°C 

DHR 123 
Oxydation par les ERO produits 

~~~~~~~~~~--Rhodamine123 

15 minutes à 37°C 

Lyse et fixation 

Iodure de Propidium 
Coloration de l'ADN 

Analyse au cytomètre : 
% de cellules fluorescentes, 

Intensité moyenne de fluorescence 
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1.3. Cytométrie en flux 

1.3.1. Principe 
La cytométrie en flux permet d'analyser individuellement chaque cellule d'une 

population avec possibilité d'étudier plusieurs paramètres simultanément et de manière 

très rapide (jusqu'à plusieurs milliers de cellules par seconde). Les cellules, en 

suspension dans un flux liquide, passent devant un faisceau laser. La lumière diffusée et 

la fluorescence émise sont récupérées et analysées, permettant d'obtenir des 

informations sur la taille et la structure cellulaires. 

1.3.2. Le cytomètre 
Il est constitué de plusieurs modules : 

1.3.2.1.Un système fluidique qui assure la focalisation hydrodynamique des 

particules en suspension monodispersée jusque dans la chambre d'analyse. 

1.3.2.2.Un système optique qui regroupe : la source lumineuse constituée 

d'un laser ; la chambre d'analyse où les cellules rencontrent le faisceau lumineux ; des 

systèmes de sélection des signaux (filtres, miroirs) permettant de séparer les signaux 

lumineux en fonction de leur direction ou de leur longueur d'onde ; et des systèmes de 

transformation des signaux lumineux en signaux électriques (photomultiplicateurs ou 

des photodiodes). Cet ensemble permet d'analyser les différents signaux lumineux 

résultant de l'interaction de la cellule avec le faisceau laser. 

1.3.2.3.Un système informatique associé à un convertisseur analogique 

digital qui permet de traiter les données recueillies. 
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1.3.3. Paramètres analysés et significations biologiques 

1.3.3.1.Lumière diffusée sous un petit angle (<10°) : Forward SCatter 

(FSC), ce paramètre est fonction de la taille de la cellule. 

1.3.3.2.Lumière diffusée sous un grand angle (90°) : Side SCatter (SSC), 

ce paramètre est fonction du contenu intracellulaire notamment la granularité de la 

cellule. 

1.3.3.3.Lumière émise : les cellules marquées par un ou plusieurs 

fluorochromes vont émettre dans toutes les directions une ou plusieurs fluorescences qui 

seront séparées par des miroirs dichroïques et des filtres en fonction de leur longueur 

d'onde. L'intensité de fluorescence sera proportionnelle au nombre des molécules de 

fluorochrome fixées sur la cellule. 

1.3.4.Analyse par cytométrie 
Les cellules sont analysées sur un FACScalibur (BD Biosciences) équipé d'un laser 

Argon de 15 mW émettant à 488 run. Tous les paramètres de fluorescence sont 

enregistrés avec une amplification logarithmique. Pendant les acquisitions, une région 

est définie sur l'histogramme de fluorescence rouge (IP) basée sur les événements qui 

ont la même quantité d'ADN qu'une cellule humaine diploïde. Les cellules fixées vont 

incorporer de l'IP proportionnellement à leur quantité d'ADN, ce qui permet de les 

différencier des microorganismes et des débris cellulaires. Les cellules sélectionnées 

sont analysées avec les paramètres taille-structure (FSC vs. SSC) et les populations 

d'intérêt (granulocytes et monocytes) sont sélectionnées sur cet histogramme. Les 

cellules stimulées vont produire des radicaux oxygénés capable d'oxyder la DHR-123 

en rhodamine 123 ayant une fluorescence verte. Le pourcentage de cellules positives est 

déterminé en comptant le nombre d'événements en fonction de leur intensité de 
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marquage par rapport au témoin PBS. L'intensité moyenne de fluorescence (IMF) est 

corrélée avec la quantité d'oxydants produits par la cellule. 

1.4. Analyse statistique 

Le test t de Student (distribution bilatérale) ainsi que l'étude de variance ont été utilisés 

afin de vérifier la valeur statistique des différences observées entre les données 

obtenues. 
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Figure 12 : Protocole a'anatyse au "burst oxyaatif' en cytométrie 
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2. Etude de l'adhérence et de l'expression de 
récepteurs au complément CRl, CR3 et CR4. 

2.1. /vlatériel 

2.1.l.Cellules THP·l 
Elles sont issues d'une lignée monocytaire. Ces cellules non adhérentes (ATCC 202 

TIB) sont cultivées dans un milieu constitué en milieu RPMI 1640 (Sigma, annexe) 

contenant 10% de sérum de veau f œtal (SVF, Bio-whittaker) décomplémenté à 56°C 

pendant 30 minutes et filtré (0,22 µm), additionné de L-glutamine (2 mM final), et 

100 Ul/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine (mélange Pénicilline-

Streptomycine, Biomérieux). 

Les cultures sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de 

C02• Le repiquage se fait tous les 3 jours. 

La numération et la viabilité des cellules sont estimées au moment de chaque repiquage 

en utilisant le test d'exclusion au bleu de trypan (0,2% en PBS, Fluka). 

2.1.2. Cellules MRCS 
Les cellules MRC5 sont des cellules de type fibroblastique (ATCC CCL 171, 

Biomérieux). Les cellules sont mises en culture à 105 cellules/ml dans du DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma), pH=7,4 contenant 25 mM d'Hépes, 

additionné de 2% d'Ultroser G (sérum synthétique), 4 mM de Glutamine, 500 Ul/ml de 

pénicilline, de 250 µglml de streptomycine (DMEM complet). Les cultures sont 

conservées à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de C02 jusqu'à 

l'obtention d'un tapis cellulaire (3 jours environ). 
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Z.1.3. Souche virale 
La souche utilisée est la souche Towne, fournie par le Pr E. Drouet (Faculté de 

Médecine-Pharmacie, Grenoble). 

Z.1.4. PMA (Phorbol Myristate Acetate) (Sigma) 

Le PMA est le produit utilisé pour induire la différenciation des cellules THP-1 en 

macrophages. Il est conservé à -20°C dans du DMSO à une concentration de 1 mg/ml. 

Z.1.5.Anticorps 

2.1.S.l.Pour la détection du HCMV: 

Dans cette étude des anticorps de souris sont utilisés : 

• Anticorps E13 anti-protéine très précoce de 72k:Da (fourni par S. Michelson Institut 

Pasteur, Paris; dilution au 1/lOOOème). La protéine reconnue par l'antigène El3 est 

une protéine qui apparaît dans la phase très précoce du cycle viral. 

• Anticorps anti-protéine pp65 (fourni par S. Michelson, Institut Pasteur, Paris; 

dilution au 1/5ème). La protéine pp65 est une protéine structurale tardive. 

• Anticorps polyvalent de souris : immunoglobuline G (IgG) qui sert de contrôle 

isotypique (Jackson ImmunoResearch Laboratories, dilution au 1/lOOOème). 

• Conjugué fluorescent: Anticorps d'âne anti-IgG de souris couplé à 

l 'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Il 

est dilué au l/50ème dans du bleu Evans, soit une concentration finale de 

5.10-3 mg/ml. 

2.1.S.2.Pour la détection des récepteurs au complément 

Des anticorps monoclonaux anti-CDllb, anti-CDllc, anti-CD18 et anti-CD35 ainsi que 

des IgG de contrôles isotypiques marquées à la phycoérythrine (PE) (Pharmingen 

international) sont utilisés. 
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2.2. Méthode 

z.2.1. Proauction ae HCMV et titration 

JO : mise en culture de MRCS 

Un volume de 25 ml de milieu DMEM complet, contenant lü5 cellules MRC5/ml, est 

déposé dans des boîtes de culture de 75 cm3 et mis en culture jusqu'à confluence 

(3 jours) à 37°C et C02• 

J3 : Infection des cellules 

Les cellules à confluence sont lavées 3 fois au DMEM sans Ultroser G (37°C), infectées 

avec 106 ufp (unité formant plage) de HCMV, et misent en culture environ 5 jours dans 

DMEM sans Ultroser G. 

J8 : Récupération du virus 

Une fois l'effet cytopathogène observé, le surnageant est récupéré et centrifugé (2000 

tours par minutes, 10 minutes). 

Le surnageant est récupéré et ultracentrifugé à 4°C : accéleration régulière pendant 10 

minutes jusqu'à 35000 tours par minute, puis plateau à 35000 tours par minutes pendant 

1 heure 20 minutes et décélération régulière pendant 20 minutes (Rotor RP45f, 

Ultracentrifugeuse 2331 Ultraspin 70 LKB Bromma). 

Le culot est repris dans du DMEM sans Ultroser G, aliquoté et congelé à -80°C. 

Titration 

La titration se fait en plaque 96 puits contenant des MRC5 à confluence, lavées et 

misent en culture avec DMEM sans Ultroser G. 

Infection d'ordre 4: Délivrer 50 µl de virus dilué au l/lOOème dans les 8 puits de la 

colonne 1 contenant 150 µl de milieu DMEM sans Ultroser G. Mélanger avec la pipette 

multi-canaux réglée sur 50 µl puis transférer 50 µl dans la colonne 2. Eliminer les 
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pointes. Reprendre des pointes propres à chaque colonne. Rejeter à la poubelle 50 µl de 

la colonne 11. La colonne 12 étant le témoin cellules non infectées. 

Lecture à partir de 4 jours jusqu'à ce qu'il n'y ait plus d'évolution de l'effet 

cytopathogène (ECP). 

Calcul du titre viral 

Tableau 3 : Exemple de calcul du titre viral 

Dilution Log de Puits(+) Puits(-) Positif Négatifs Puits+(%) 
dilution ECP 100% PasECP cumulés cumulés 

1141 -0,6 8 0 45 0 100% 
1142 -1,2 8 0 37 0 100% 
1143 -1,8 8 0 29 0 100% 
1144 -2,4 6 2 21 2 93,1% 
1145 -3,0 5 3 15 5 75% 
1146 -3,6 5 3 10 8 55,5% 
1/47 -4,2 3 5 5 13 27,7% 
1148 -4,8 2 6 2 21 8,7% 
1149 -5,4 0 8 0 29 0% 
11410 -6,0 à 8 0 37 0% 

• Calcul de L\y 

8y = (% de + immédiatement> à 50) - 50 I (% de+ immédiatement< à 50) 

8y = (55,5-50) I (55,5-27,7) = 0,198 

Titre = valeur de (Ay x log ordre de dilution)+ inverse du log de la dilution pour laquelle 

le pourcentage est immédiatement supérieur ou égal à 50% + inverse du log de la 

dilution de départ (11100) 

Titre = (0, 198 x log 4) + 3,6 + 2 = 5,720 log DICT 50/50µ1 

Log DITC 50/ml =log (DITC 50/50ml x 20) = log(DITC 50/50µ1) =log 20 

Log DITC 50/ml = 5,720 + log20 = 7,02103 DITC 50/ml 

Soit C= 107
•
02103 = 1,0S 107 pfu/ml 
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Z.2.2.Infection par le CMV ae cellules THP-1 

JO: stimulation des cellules au PMA (lbanez et al., 1991) 

Dans les puits de plaque 24 puits, 106 cellules THP-1/ml sont déposées. Certains puits 

peuvent contenir des lamelles sur lesquelles les cellules adhéreront. Les cellules sont 

stimulées par ajout de 10 µl de PMA à 10 µg/ml dans chaque puit. Après agitation, les 

cellules sont mises en culture à 37°C sous 5 % de C02• 

Jl : lavage des cellules 

Les cellules sont lavées trois fois avec du RPMI (37°C), afin d'éliminer le PMA et les 

cellules non adhérentes, et remises en culture avec 1 ml de RMPI + SVF 10 % par puits. 

JS : changement du milieu de culture 

J7: restimulation avec PMA (Baybutt et al., 1990). 

Tous les puits sont traités avec du PMA dans les mêmes conditions que Jl. 

JS : infection (Lathey et al., 1991). 

Les puits sont rincés avec du RPMI, puis lml à 106 pfu/ml de virus est déposé dans les 

puits correspondants. 

Les plaques sont centrifugées pendant 1 heure à 2000 tours par minute, puis incubées 

1 heure à 37°C sous C02• La suspension virale est ensuite éliminée par une série de 

lavage avec du RPMI. 
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2.2.3. Détection des cellules infectées par le HCMV par 
Jmmunofluorescence indirecte à Jll 

• Les cellules sont lavées avec du PBS et fixées avec un mélange contenant 75% 

d'acétone et 25% de PBS (300 µl/puits). 

• Les plaques sont alors placées à+ 4°C pendant 15 minutes. 

• Un nouveau lavage au PBS est effectué. Les lamelles sont transférées dans une 

nouvelle plaque. 

• Dans chaque puits est introduit 250 µl d'une solution de sérum d'âne à 20% dans du 

PBS. Cette solution reste en contact avec les cellules pendant 30 minutes. L'objectif 

de cette étape est de saturer les sites non spécifiques. 

• Plusieurs lavages au PBS sont effectués avant l'introduction de 250 µl d'anticorps 

spécifique dans les puits correspondants (E13 et pp65). 

• Pour le témoin négatif, un contrôle isotypique de souris est utilisé. 

• Les anticorps restent en contact avec les macrophages pendant deux heures à 37°C. 

• Pour éliminer les anticorps libres une série de lavage et nécessaire. 

• Le conjugué fluorescent est dilué au l/50ème dans une solution de bleu Evans au 

1/lOOOOOOème et est introduit dans les puits (250 µl/puits), il reste en contact avec les 

cellules durant 30 minutes. 

• Les puits sont rincés au PBS au moins trois fois. 

• Pour améliorer l'observation des cellules au microscope, une goutte de fluoprep 

(Biomérieux) est déposée sur les lames. Le fluoprep est en contact direct avec le 

tapis cellulaire fixé sur les lamelles. 

• Les lames sont observées avec un microscope à fluorescence (Zeiss MC 80 DX). 
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2.2.11. Etude de l'adhérence aes conidies aux macrophages 

JlO : Marquage des conidies 

Les conidies récoltées et lavées sont reprises avec une solution de FITC (Sigma) à 

3 mg/ml dans du tampon carbonate 0,5M à pH=9,5 (filtrée à 0,22 µm) et incubées sous 

agitation une nuit à 4°C. 

Jll : Test d'adhérence 

• Les conidies sont lavées plusieurs fois au PBS pour éliminer le surplus de FITC, 

remises en suspension à 5x107 conidies/ml. 

• Les conidies sont opsonisées si besoin par une incubation de 30 minutes dans du 

sérum humain AB décomplémenté ou non, sous agitation. Après 3 lavages au PBS, 

les conidies sont resuspendues à 5xl07 conidies/ml. 

• Sur les macrophages infectés par HCMV, 2,5xl06 conidies sont déposées dans les 

puits correspondants 

• Après agitation, les plaques sont incubées 1 heure à 37°C. 

• Les plaques sont lavées plusieurs fois au PBS pour éliminer les conidies non 

adhérentes. 

• Les cellules sont récupérées par incubation de 5 minutes à 37°C avec 500 µIf puits de 

trypsine 0,1 % + EDTA 0,02%, et transférées en tube de 5 ml (type 352052 de BD 

Bioscience). 

• Pour inhiber la trypsine, 1 ml de RPMI + SVF 10% est ajouté. 

• Après 2 lavages au PBS, les cellules sont fixées pendant 10 minutes à température 

ambiante avec Cellfix dilué au l/lOème. 

• Après lavage, les tubes sont mis à 4°C jusqu'à analyse cytométrique. 
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Analyse au cytomètre 

Dans l'étude de l'adhérence des conidies marquées au FITC à la surface des 

macrophages, les histogrammes correspondant à la fluorescence cellulaire en fonction 

de la taille permettaient d'individualiser deux populations bien distinctes: 1) une 

population négative dont la faible fluorescence correspondant au cumul de 

l'autofluorescence émise par les cellules, 2) une population positive correspondant aux 

cellules ayant fixées des conidies fluorescentes. 

2.2.5. Etude de l'expression des intégrines CRl, CR3 et CR4 

• Les cellules sont récupérées comme précédemment, et transférées dans les tubes de 

5 ml (type 352052 de BD Bioscience). 

• Après 2 lavages au PBS, 20 µ1 d'anticorps anti-CDllb, anti-CDllc, anti-CD18 et 

anti-CD35 à 0,2 mg/ml marqués à la phycoérythrine sont déposés sur les cellules en 

suspension dans PBS. 

• Les tubes sont incubés 30 minutes à 4°C. 

• Après 3 lavages au PBS, les cellules sont fixées avec Cellfix (BD Bioscience) dilué 

au l/lOème pendant 10 minutes à température ambiante. 

• Après lavage, les tubes sont conservés à 4°C jusqu'à analyse cytométrique. 

Analyse au cytomètre 

Dans l'étude de l'expression des récepteurs CRl, CR3 et CR4, la fluorescence 

mesurée par le cytomètre après marquage des macrophages par les anticorps spécifiques 

de CRl et des sous-unités a et .B des CR3 et CR4, correspondait à la somme de trois 

signaux : l 'autofluorescence cellulaire, la fluorescence non spécifique (anticorps fixés 

sur les récepteurs Fe des immunoglobulines ou sur des sites non spécifiques), et enfin, 

la fluorescence spécifique. Pour ne prendre en compte que la dernière, une 

immunoglobuline contrôle est utilisée. 

66 



Figure 13 : Schéma au protocole opératoire pour l'étuae ae 
l'aahérence aes coniaies et ae l'expression aes récepteurs au 

complément 

000000 
OO QO Q)O 
000000 
QQ> OOOO 

JO : Dépôt de THP-1 dans les puits, 
et différenciation par PMA (10 ng/ml) 

Jl : Lavage et changement de milieu 

JS : Changement de milieu 

J7 : Nouvelle stimulation par PMA (10 ng/ml) 

J8 : Infection par HCMV' 

Conidies-FITC 
+lavages 

000000 
000000 
000000 
0 Q) 0000 

Trypsine 

Jll 
OOOOO Q) 
000 ()00 
0 00000 
000000 

Trypsine 

67 

1 Marquage Ac CD 11 b, 
CDllc, CD18 

Cytomètre: 
% de cellules fluorescentes et 

Intensité moyenne de 
fluorescence 



Figure 14: Protocole d'étude ae l'adhérence et de 
/-'expression des récepteurs par cytométrie. 
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Résultats 
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l. Etude au «burst oxydatif»des leucocytes 

1.1. Mise au point de la méthode de cytométrie 

Le but de notre travail est de mettre au point une technique rapide d'analyse en CMF 

pour étudier la réponse oxydative des leucocytes en présence d'Aspergillus fumigatus. 

1.1.1.Choix au protocole. 
Une des premières étapes du travail était de définir les différents paramètres intervenant 

dans la réalisation de ce test. 

Le choix de l'utilisation de sang total s'est imposé de part la durée et la complexité des 

étapes de purification des leucocytes qui ont l'inconvénient d'activer les cellules. 

Différents essais de temps d'incubation ont été réalisés pour la stimulation (15, 30 et 45 

minutes) et pour la sonde fluorescente (5, 10 et 15 minutes). Une meilleure réponse 

oxydative des cellules stimulées est obtenue pour un temps d'incubation de 30 minutes 

(stimulation+ sonde), les cellules étant moins altérées. 

1.1.2. Concentration en conitties 
Une courbe "dose-réponse" est réalisée par incubation de sang total d'un individu sain 

avec des concentrations croissantes de conidies tuées ( 107 à 109 /ml), afin de déterminer 

le meilleur rapport conidies/cellules. 

• Le pourcentage de cellules produisant des ERO augmente avec le nombre de 

conidies (Figure 15). Un plateau est observé lorsque la concentration devient 

supérieure à 5xl08 conidies/ml pour les granulocytes et à 5xl07 conidies/ml pour les 

monocytes. Pour une concentration supérieure à 5xl08 conidies/ml, les monocytes 

sont altérés et produisent moins d'ERO. 
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.. L'inteillsité de répoillse des icellules stimulées augmente avec la concentration die 

conidies pour ru.te]ndre un pfateaui à SxHf conidies/ml (Figure 16) aussi bien pour 

les monocytes que pour les granulocytes. 

Figure 15 : Pourcentage de cellules phagocytaires produisant des ERO en fonction de 
la concentration en conidies tuées ( 107 à Jrl!ml). 
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Figure 16 : Intensité moyenne de réponse oxydative (!MF, en unité arbitraire=u.a.), des 
cellules phagocytaires en fonction de la concentration en conidies tuées ( 107 à 109/ml). 
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1.1.3. Prrédsion ae la méthode 

La repro.ductibifüé ai été testée en réalisant cinq fois , sur un même échantmon de s.arng, 

une stimulation avec du PBS, du PMA ou des conidies tuées (108/ml). Le coefficient de 

variation calculé, les résultats montrent une très bonne reproductibilité (Tableau 4). 

Tableau 4 : Détermination de la précision de la méthode par le calcul du coefficient de 
variation (CV). Pour cela, à partir d'un même sang les différentes stimulations (PMA et 

conidies tuées d'A.famigatus ( Jeflml)) ont été réalisées 5 fo is. 
CV 

PMA 
A. fumigatus 

% de cellules stimulées 
Granulocytes 

0% 
7% 

Monocytes 
2% 
4% 

1.1.4.lntervalle ae réponse 

In tensité moyenne de fluorescence 
Granulocytes Monocytes 

9% 10% 
7% 11% 

Sur 34 donneurs sains, un intervalle de réponse oxydative des leucocytes à PMA, à E. 

coli et à des conidies tuées est déterminé (Tableau 5). Lors de la stimulation par des 

conidies tuées d'A. famigatus, l'intervalle de réponse est large. Pour les monocytes, le 

pourcentage de cellules stimulées par A. fumigatus est compris entre 21 % et 100% pour 

les 34 sujets sains alors que pour E. coli ce pourcentage varie entre 63% et 100%. Pour 

les granulocytes, l ' intervalle est toujours plus important pour A. famigatus (60-100%) 

que pour E. coli (90-100%). Le même phénomène est observé lorsque l'on s'intéresse à 

l 1IMF. L'intensité moyenne de stimulation est plus faible pour A. famigatus (4 u.a. à 46 

u.a. pour les granulocytes et les monocytes) , que pour E. coli (16 u.a. à 57 u.a. pour les 

granulocytes et 8 u.a. à 75 u.a. pour les monocytes). Comme l'illustre l'histogramme de 

la figure 17, deux populations apparaissent lors de la stimulation par A. famigatus : une 

population de cellules non stimulées et une population positive dont l'intensité de 

réponse oxydative est moins importante qu'avec E. coli et PMA. 
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Tableau 5 : Intervalle de réponse oxydative de leucocytes de 34 sujets sains à dif.fé:trends 
stimuli. (Le seuil est de 3% pour les cellules positives pour le témoin PBS). 

CeDules Stimulus % de cellules stimulées IMF 
Monocytes PMA 99-100 15~77 

E.coli 63-100 8-75 
A . .fumigatus 21-100 4-45 

Granulocytes PMA 100 49-402 
E. coli 90-100 16-57 
A. fumigatus 60-100 7-46 

Figure 17 : Histogrammes du nombre et de l'intensité de réponse de granulocytes et de 
monocytes stimulés par du P MA, E. coli opsonisés tués ( 1 rf lml) et des conidies tuées de 

A.fumigatus (Id/ml). 
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1.2. Réponse selon le stade et l'état des conidies 

A. fumigatus n'étant pas une particule inerte, l'étude de la réponse oxydative des 

leucocytes en présence des différents états et stades, sous lesquels le champignon peut 

être retrouvé dans l'organisme, semble intéressante. 

1.2.1. Conidies tuées et conidies prégermées tuées 
Le pourcentage de cellules stimulées après incubation avec des conidies tuées est de 

93% pour les granulocytes, 78% pour les monocytes. Avec des conidies prégermées 

tuées, il est de 96% pour les granulocytes et 86% pour les monocytes (Figure 18, 

Tableau 6). Quant à l'intensité de réponse oxydative après stimulation par des conidies 

prégermées tuées, elle est supérieure aussi bien pour les monocytes que pour les 

granulocytes à celle obtenue avec les conidies tuées (Figure 19). 

Tableau 6 : Pourcentage de granulocytes et de monocytes produisant des espèces 
réactives de l'oxygène en présence de différents états 

et stades de conidies aspergillaires. 

% de cellules Conidies Conidies vivantes Conidies 
roduisant des ERO vivantes o sonisées tuées 

Granulocytes 81 % 72% 93% 
Monocytes 61 % 65% 78% 
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Figure 18 : Influence du stade prégermé ou non des conidies œrpergiUaires tuées sur le 
pourcentage de granulocytes et de monocytes. produis.a-nt des. espèces. réactives de 

l'oxygène (n=l). 
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Figure 19: Influence du stade prégermé des conidies aspergillaires tuées sur l'intensité 
moyenne de stimulation des granulocytes et des monocytes produisant des espèces 

réactives de l'oxygène(n=7) . 
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*différence significative (p<0,05) par rapport à la valeur des conidies tuées. 
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1.2.2. Conidies vivantes et conidies tuées 
La stimulation avec des oonidies. vivantes: moint.re une réponse oxydative 

significativement plus faible pair· rapport aux conidlies tuées (81 % vs 93% pour les 

granulocytes et 61 % vs 78% pour les. monocytes) (Tableau 6 et Figure 20). 

Figure 20 : Influence de l'état vivant ou tué des conidies aspergillaires sur le 
pourcentage de granulocytes et de monocytes produisant des ERO (n= 7). 
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* différence significative (p< 0,05) par rapport à la valeur des conidies vivantes 

1.2.3. Conidies vivantes et conidies vivantes opsonisées 
L'opsonisation des conidies vivantes entraîne une diminution non significative du 

pourcentage de granulocytes stimulés (Figure 21). 

Figure 21 : Influence de l'état opsonisé ou non des conidies aspergillaires vivantes sur 
le pourcentage de granulocytes et de monocytes produisant des ERO (n=7). 
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1 .. 3.. /léponse selon les souches d'A. rumigatus et le 

génotype .. 

Afin de détenniner, s' il existe une modification de la réponse oxydative des leucocytes 

d'un suj et en fonction de la souche d'A.Jumigatus utilisée, nous avons étudié la réponse 

de différents suj ets sains à différentes souches typées d'A.famigatus. 

1.3.1. Souches typées du laboratoire 

Nous avons étudié la réponse oxydative des leucocytes de 8 sujets sains à la stimulation 

par 10 souches d'A. Jumigatus issues de 9 patients du CHU de Grenoble et génotypées 

par la technique de SSDP mise au point au laboratoire (Mondon et al., 1997) 

(Tableaux 7 et 8). 

• Réponse selon la souche 

• Pour une souche d'A. fumigatus donnée, le pourcentage de cellules stimulées 

varie en fonction des individus. En effet, une souche qui entraîne une faible 

activation des cellules pour un individu, donne une forte stimulation chez un autre 

individu. Exemple pour la souche 1 : 24% de granulocytes positifs pour le sujet 6 

contre 100% pour le sujet 1. 

• Pour un individu donné, le pourcentage de cellules stimulées va dépendre de la 

souche. Un individu peut répondre très bien à une souche et moins à une autre. 

Exemple : Pour le sujet 6, 74% de granulocytes positifs avec la souche 7 contre 24% 

avec la souche 1. 

• Le proftl de réponse aux différentes souches est variable d'un individu à l'autre. 

En effet, deux individus peuvent répondre à la stimulation par différentes souches de 

façon très différente. Exemple entre les sujets 6 et 7. 

• Si on compare les souches provenant de patients différents atteints d'aspergillose 

invasive ( 1 à 5) avec les souches correspondant à une colonisation bronchique, 
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oo ne re:ma:rque al!Bœne différence significative. Les souches issues d 'AI prnu-wée 

JiJJ'imiduis:elil!t pais l!lill << burst oxydatif » significativement différent des. souches: issll!es 

de cofonisation. 

.. Les. souches 11 et ] 2 issues du même patient et provenant d'une colonisation 

bronchique entraînent une réponse oxydative individuelle très voisine dans les 

granulocytes et les: monocytes des 6 sujets testés. 

.. Réponse !îelon le génotype 

Le génotype (obtenu par SSDP) des différentes souches utilisées étant connu, nous 

avons essayé d'établir un lien entre la capacité des conidies à induire un « burst 

oxydatif » et le génotype. Parmi les dix souches testées, certaines présentent un 

génotype identique. 

Pour un génotype donné, une variation de la réponse oxydative des cellules est 

observée en fonction des individus. Exemple pour le genotype 29 et le sujet 4 : 80% de 

granulocytes stimulées avec la souche 4 et 47% avec la souche 11. 

Pour un individu donné, une variation du pourcentage de cellules stimulées en 

fonction du génotype est observée. 

Pour l' ensemble des individus, il n'apparaît pas de génotype entrâmant une stimulation 

des cellules significativement différentes des autres. 

Les souches de même génotype entraînent des réponses différentes chez un même 

individu. Par exemple : pour le sujet 6, 74% de granulocytes positifs avec la souche 7 

contre 24% avec la souche 1 de même génotype. Par contre, les souches 11 et 12 issues 

du même patient et de même génotype induisent une réponse oxydative individuelle 

comparable dans les individus testés. Cependant la souche 4 de même génotype ne 

stimule pas les individus de façon similaire. Une seule technique déterminant ce 

génotype, nous avons préféré tester des souches ayant un biotype défini par trois 

techniques différentes. 
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Tableau 7 : Pourcentage de granulocytes produisant des ERO chez. 8 sujets sains après 
stimulation avec des conidies tuées de différentes souches d'A. famigatus; génotypées. 
les; smtche:;; 1, 2, 7 one le même génotype SSDP, et les souches 4, 11, 12 ont le même- gin@type SSDIP'. 

Les souches 11 et 12 proviennent du même paâient. 
Les souches de 1 à 5 proviennent d'AJ prouvée et les souches de 6 àJ 12 de colonisatiolfl, bronchique. 

Génotype 

26 
26 
32 
29 
30 
25 
26 
22 
29 
29 

S4>uches entrainant le plus fort pourcentage de granulocytes positifs chez !e sujet 
Souches entraînant le plus faible pourcentage de granulocytes positifs chez. le· sujet 

~s ST 1 ST 2 ST 3 ST 4 ST S ST 6 ST 7 
s 

PMA 100% 100% 100% 100% 100% 100% 1000/o 
E. coli 99% 100% 3% 74% 100% 99% 1000/o 
ALP+ 93% 82% 97% 68% 81% 90% 1000/o 

1 100% 95% 36% 18% 46% 24% 68% 
2 100% 99% 68% 67% 95% 52% 52% 
3 100% 99% 96% 89% 95% 76% 57% 
4 87% 81% 78% 80% 98% 61% 94% 
5 100% 100% 99% 93% 99% 65% 92% 
6 99% 96% 61% 38% 98% 63% 51% 
7 99% 89% 72% 62% 100% 74% 79% 
10 99% 89% 81% 81% 99% 57% 98% 
11 50% 47% 68% 34% 84% 
12 42% 50% 85% 50% 88% 

ST 8 

100% 
99% 
90% 
58% 
98% 
87% 
96% 
100% 
34% 
85% 
83% 
100% 
99% 

Tableau 8 : Pourcentage de monocytes produisant des ERO de 8 sujets sains après 
stimulation avec des conidies tuées de différentes souches d'A.Jumigatus génotypées. 
Les souches 1, 2, 7 ont le même génotype SSDP, et les souches 4, 11, 12 ont le même génotype SSDP. 

Les souches 11 et 12 proviennent du même patient. 
Les souches de 1 à 5 proviennent d ' Al prouvée et les souches de 6 à 12 de colonisation bronchique. 

Souches entraînant le plus fort pourcentage de granulocytes positifs chez le sujet. 
Souches entraînant le plus faible pourcentage de granulocytes positifs chez le sujet. 

Génotype ~ts ST 1 ST 2 ST 3 ST 4 ST 5 ST 6 ST 7 ST 8 
e 

PMA 100% 100% 88% 99% 100% 100% 100% 100% 
E. co/i 98% 95% 19% 74% 100% 90% 84% 98% 
ALP+ 66% 60% 79% 74% 89% 66% 97% 100% 

26 1 96% 55% 68% 17% 71% 25% 100% 100% 
26 2 93% 62% 50% 42% 54% 84% 100% 100% 
32 3 93% 65% 88% 52% 61% 63% 99% 100% 
29 4 70% 66% 84% 72% 94% 82% 100% 100% 
30 5 98% 94% 93% 84% 87% 98% 100% 100% 
25 6 87% 55% 86% 45% 72% 17% 70% 98% 
26 7 85% 60% 88% 56% 76% 50% 99% 100% 
22 10 88% 82% 69% 65% 99% 60% 98% 100% 
29 11 13% 18% 90% 97% 100% 100% 
29 12 21% 12% 89% 96% 100% 100% 
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1.3.2.Souches EBGA et souches mutantes 

Ulll!e seule méthode de typage ne permettant pas de définir un profil de réponse oxydatif 

caractéristique du génotype, l 'association de trois méthodes (équipe de l'EBGA) a 

permis d' affirmer plus précisément le type d'une souche. Parmi les trois techniques, la 

MLEE (analyse des isoenzymes) étant plus une technique de phénotypage, nous 

déterminons donc le profil de réponse d'un biotype (Tableaux 9 et 10). 

• Les mêmes variations du pourcentage de cellules stimulées, que précédemment 

(1.3.1.1.Réponse selon la souche), sont observées en fonction de: 

• la souche pour un individu, par exemple pour la souche 9482 29% de 

granulocytes positifs pour le sujet 6 contre 100% pour le sujet 1. 

• l' individu pour une souche, par exemple pour le sujet 3, 40% de granulocytes 

positifs avec la souche 9403 contre 97% avec la souche 14324. 

• Le profil de réponse des individus aux différentes souches, par exemple entre les 

sujets 6 et 7. 

• En comparant les souches en fonction de leur origine (API ou non), on ne 

remarque pas de différence significative. 

• Réponse selon le biotype : nous avons trois souches de même biotype provenant de 

3 sujets différents (14324, 9403, 9899). Il semble que la souche 14324 entraîne un 

fort pourcentage de cellules positives par rapport aux autres souches. Les souches de 

même biotype 9899 et 9403 n'ont pas le même profil de réponse. En effet, la souche 

9403 stimule moins de cellules. Pour les sujets 2, 3 et 6, la souche 9403 est celle qui 

donne le plus faible pourcentage de cellules stimulées (57%, 40%, 67%) alors que la 

souche 14324 donne le pourcentage le plus important (100%, 97%, 99%). 
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• Réponse selon le type MLEE : Les souches 9404 et 9482 de même typage MLEE 

n'entraînent pas la même réponse oxydative dans les cellules des différents 

individus. 

• La souche 9860 (albinos) entraîne une forte production d'ERO dans un grand 

nombre de cellules, quel que soit l'individu. Elle entraîne la stimulation la plus forte 

et la plus intense par rapport aux autres souches. 

• Souches référencées (fournies par Dr Tsai) : 

• La souche mutante albinos (B-5233/RGD 12-8) comme la souche 9860 albinos 

stimule plus et plus efficacement les cellules que la souche sauvage (B-5233) ou 

la souche reconstituée (RGD012-8/PKS33-3). 

• La souche mutante reconstituée semble induire une production de ERO plus 

faible que la souche sauvage ( 61 % vs 78% ). 

Les mêmes types de résultats sont obtenus pour le pourcentage de monocytes stimulés 

par différentes souches. 
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Genotype 

4 
2 
8 
4 
4 
16 
15 
14 

Ge no type 

4 
2 
8 
4 
4 
16 
1 5 
14 

Tableau 9: Pourcentage de grW1Julocytes produisant des ERO chez 10 sujets sains. 
après stimulation avec des conidies tuées de différen6es souches d'A . famigatus. 

Les souches B-5233/RGD 12-8e8 9860 sono des souches. m1:11tamtes. albinos. Les souches 9403, 9899 et 
14324 sont d e· meme f(.eootvve 

u~ts ST1 ST2 ST3 ST4 STS ST6. ST7 ST8 ST9 
Souches 

PMA 100 100 100 100 100 100 100 100 1 OO 
ALP+ 57 66 90 86 100 87 100 100 94 

RGDOl 2- 90 57 89 24 66 73 35 
8/ PKS33-3 

B-5233 92 75 81 16 88 97 49 
B-5233/RGD 100 84 84 99 93 95 100 93 

12-8 

9860 100 100 100 100 100 100 100 1 OO 1 OO 
9899 100 1 OO 49 44 95 1 OO 71 
9853 96 98 1 OO 1 OO 94 
9404 95 88 50 51 100 99 96 1 OO 82 
9403 83 57 40 35 100 67 100 1 OO 80 
14324 100 l OO 97 46 1 OO 99 1 OO 1 OO 1 OO 
9851 22 100 67 68 1 OO 98 1 OO 100 95 
9768 100 99 74 69 99 99 1 OO 1 OO 
9482 100 98 43 29 82 79 97 1 OO 75 

Tableau 10: Intensité moyenne de fluorescence en u.a. de granulocytes produisant des 
ERO chez 10 sujets sains après stimulation avec des conidies tuées différentes souches 

d 'A . fumigatus génotypées. 
Les souches B-5233/RGD 12-8et 9860 sont des souches mutantes albinos. Les souches 9403, 9899 et 

14324 sont de même f(énotype 

~ets ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST5 ST6 ST8 ST9 
S uches 

PMA 237 74 114 21 183 108 85 229 45 
ALP+ T 5 13 26 25 20 13 30 45 31 

RGD012- 12 7 5 5 6 6 6 
8/PKS33-3 

B-5233 12 8 5 5 8 9 9 
8-5233/RGD 126 10 9 17 1 3 29 28 23 

12-8 

9860 152 128 100 64 11 5 48 165 154 179 
9899 81 52 11 10 13 19 19 
9853 17 20 20 20 17 
9404 16 10 10 11 67 27 16 20 17 
9403 15 12 11 13 13 10 16 21 16 
14324 50 54 18 12 37 23 18 25 21 
9851 4 33 13 14 53 22 17 22 22 
9768 34 30 13 14 16 17 21 25 
9482 55 49 12 13 9 9 13 18 14 

82 

STlO 

100 
100 

54 

66 
1 OO 

1 OO 
99 
1 OO 
1 OO 
98 
1 OO 
1 OO 

98 

ST10 

132 
24 

6 

6 
1 5 

130 
11 
15 
12 
10 
19 
15 
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1.4. Réponse selon les espèces d.'Aspergillus 

Afin de déterminer s.i certaines espèces moins pathogènes entraînent une meilleure 

réponse oxydative des leucocytes nous avons analysé la production d'espèces réactives 

de l'oxygène par des leucocytes stimulés par des conidies vivantes et tuées 

d'A.Jumigatus, A.flavus, A. mger et A. terreus. 

A. flavus entraîne une production de radicaux oxygénés dans moins de cellules 

qu'A. niger et A. Jumigatus (20% vs 95% et 84% ). Les cellules produisent aussi moins 

d'ERO (6,5 u.a. vs 10 u.a. et 16 u.a. en IMF) (figures 22 et 23). 

A. niger stimulent fortement la réponse oxydative des leucocytes comme A.Jumigatus. 

Figure 20 : Pourcentage de granulocytes et de monocytes produisant des espèces 
réactives de l'oxygène après stimulation avec des conidies vivantes ou tuées ( 1 ri/ml) de 

différentes espèces d'Aspergillus (n=9). 

0 
= 100% a A. famigatus 
~ vivantes 
~ 80% • A. famigatus 
~ tuées ... 
. 1 60% • A.flavus ... vivantes '8 

40% aA.flavus a 
~ 

tuées 
20% A. niger :5 vivantes e 

.! 0% • A. niger 
"" Granulocytes Monocytes tuées 
~ 
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Figure 23 ; Intensité moy-e1mme de fluorescence (en u.a.) des granulocytes et monocytesr 
produisant des ERO après sâil!lrwlation par des conidies vivantes ou tuées (lei/ml! de 

différentes espèces d'Aspergillus. (n=9). 

Granulocytes Monocytes 

Afin de vérifier qu' il n'y avait pas de variation en fonction des souches utilisées, nous 

avons testé la réponse oxydative de leucocytes en présence de différentes souches de A. 

flavus et A. niger et une souche de A. terreus (figure 24). 

Quelle que soit la souche de A. flavus, la réponse oxydative des leucocytes est plus 

faible par rapport à A. famigatus et A. niger. A terreus entraîne une stimulation 

comparable à A. flavus. 

Figure 24: Pourcentage de granulocytes produisant des espèces réactives de l'oxygène 
après stimulation avec des conidies tuées (lei/ml) de différentes espèces d'Aspergillus 

(A. famigatus, A. niger, A.flavus, A. terreus)(n=3). 

Granulocytes 
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1.5. Etude ae la réponse oxyaative chez différents 
patients 

Dans l'objectif du développement d'un examen biologique prédictif chez des sujets à 

risques aspergillaires, des essais ont été réalisés sur 4 patients différents : 

Tableau 11 : Caractéristiques des différents patients 

Patient Pathologie Thérapeutique NFS HCMV 
sexe/age immunosuonressive Antigénémie Sérologie 

1 Leucopénie par choc septique Corticdides - -
2 Stade SIDA de l'infection à EB: 11,2 G/I 

(H/32) VIH avec charge virale Hb: 104 g/I + + 
importante. Infection à Pq: 4440/l 

HCMV par réactivation. 
3 Pneumopathie Chloraminophène EB: 605 Oil + + 

(F/62) Pleuro-pneumopathie à (2-2-2 à JlO) Hb: 85 g/I 
HCMV, Plasmocvtome Médrol (32 mg/i) Pa: 73 G/l 

4 Infection pulmonaire à EB : 10,3 G/l dont 
(H/75) Staphyloccocus aureus. 95%dePNN + -

Infection à HCMV par Hb: 88 g/l 
réactivation Pa: 72 G/l 

NFS: Numération formule sanguine; EB: éléments blancs (polynucléaires, monocytes, lymphocytes); 
Hb: hémoglobine; Pq: Plaquettes (G: 109 éléments/litre) 

Pour tous les patients, il y a diminution de la réponse oxydative à A. famigatus aussi 

bien en pourcentage de cellules stimulées qu'en intensité de stimulation, ceci est surtout 

observé pour les granulocytes (Tableau 12 et 13). 

Un essais a été réalisé sur un sujet agranulocytaire, mais le faible nombre de cellules 

circulantes rend l'approche très difficile et le « burst oxydatif » n'a pu être mesuré par 

notre technique. 
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Tableau 12 : Réponse oxydative à différents stimuli ( P.1WA, E.coli opsomiisési tHtés 
(Hf/ml), conidies tuées de A.Jumigatus ( 108lml)) des gmmelocyûes de patients 

présentant différentes pathoto gies. 

% de granulocytes Patient 1 Patient 2 Patien t 3 Patient4 
produisant des. ERO 
PMA 99% 100% 100% 99% 
E. coli 64% 41% 92% l OOo/o 
A. fumigatus 1 23% 39% 41% 40% 

Tableau 13 : Réponse oxydative à différents stimuli ( PMA, E.coli opsonisés tués 

Norme 

100 
90-100 
60-100 

( ](f/ml), conidies tuées de A.fumigatus ( ](f/ml).) des monocytes de patients présentant 
différentes pathologies 

% de monocytes Patient 1 Patient 2 Patient3 Patient 4 Norme 
produisant des ERO 
PMA 95% 89% 99% 98% 99-100 
E.coli 64% 43% 96% 100% 63-100 
A. fumigatus 14% 33% 67% 8% 21-100 
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2. Etude de l'adhérence et de l'expression des 
récepteurs au complément CR3 et CR4. 

Dans l'objectif de développer une technique d'étude du rôle de l'infection à HCMV sur 

l'adhérence et l'expression des récepteurs au complément par des cellules de patients, 

nous avons utilisé un modèle de lignée cellulaire, afin dans un premier temps de 

déterminer si le HCMV modifie les paramètres étudiés. 

2.1. Infection aes cellules THP-1 différenciées 
Le taux d'infection des macrophages est déterminé par comptage sur 1000 cellules au 

microscope à fluorescence trois jours après infection. La viabilité cellulaire évaluée 

avec le bleu de Trypan est comprise entre 94 et 96% dans ces expériences. 

L'infection des macrophages par le HCMV est déterminée par la mise en évidence de 

protéines virale dans les cellules infectées par immunofluorescence indirecte .. Trois 

jours après infection, le pourcentage de macrophages positifs est de 55% avec E13 et de 

50% avec pp65 (figure 25) 

Après avoir vérifié que les cellules étaient bien infectées, nous avons analysé! 'influence 

de l'infection à HCMV sur l'adhérence de conidies et sur l'expression des intégrines. 
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Figure 25: Photographie ae cellules THP-1 différenciées infectées par 
au HCMV marquées par immuno(luorescence. 

Cellules THP-1 différenciées infectées par le HCMV. 
Marquage par l'anticorps El 3, 3 jours après infection. X400 

Cellules THP-1 différenciées infectées par le HCMV. 

Cellules THP-1 différenciées infectées par le HCMV. 
Marquage par l'anticorps El 3, 3 jours après infection. X250 



Z.2. Adhérence des conidies 

L'étude de l 'adhérence des conidies aspergiJlaires à la surf aice des 'fHP-1 différenciées 

infectées ou non a été réalisée en triplicat. Les macmphages exposés au HCMV fixent 

moins les conidies vivantes. que les macrophages non infectés (46% vs 58%). 

Figure 26: Variation de l'adhérence des conidies aspergillaires vivantes à la surface 
des macrophages infectés (HCMV) ou non (RPMI). 
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Figure 27: Histogramme du nombre de cellules THP-1 infectées (HCMV) ou non 
(RPMI) ayant.fixées des conidies marquées au FITC en fonction de l'intensité de 

fluores cence. 
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L 'adhérence réalisée avec des conidies '1-iv~ntes p·réâ!!labfomemt ops.onisées dans du 

sérum humain décomplémenté ou non (Conidies VO et Comdies Vod) est plus forte que 

pour les conidies non opsonisées (Conidies V). 

D 'autre part, dans le cas de conidies opsonisées l'adhérence semble supérieure avec du 

sérum complémenté (RPMl : 57%, 67%, 60%). Ces variations ne sont pas observées 

lorsque les cellules sont infectées (HCMV: 45%, 43%, 46%). 

Figure 28: Variation de l'adhérence des conidies aspergillaires à la surface des 
macrophages inf ectés (HCMV) ou non (RPMI) en fonction de leur opsonisation 
(V : vivantes, VO : vivantes opsonisées, Vod : vivantes opsonisées avec sérum 

décomplémenté) (n=2). 

! .... 100% Conidies V 

1 80% • Conides VO 

l~ 60% o Conidies Voc 

~·= 40% .! ~ .... 
~ 20% 

~ 0% 
~ RPMI HCMV 

Nous avons étudié l'adhérence des conidies aspergillaires à la surface des macrophages 

non infectés (RPMI) , exposés à 106 pfu/ml et à 5xl06 pfu/ml de la suspension virale. 

Pour les concentrations virales testées, aucune variation de l 'adhérence des conidies 

quelles que soient leur état n'est observée (RPMI : 71 %, 84%, 94% ; HCMV : 57%, 

55%, 68% ; HCMV5: 59%, 54%, 64%). 
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Figure 29 : Variation de l'adhérence des conidies as.pergillaires à la surface des 
macrophages injectés parr différentes concentrations de virus 

( RPMI: THP-1 non infectées. HCMV : THP-1 infectées par ](f pfulml de HCMV, 
HCMV5 : THP-1 inj ectées par Sxl (f pfalm l HCMV) 

(V : vivantes, VO: vivantes opsonis.ées., VOd : vivantes opsonisées avec sérum 
décomp lémenté) ( n= 1 ). 
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2.3. Expression des intégrines 

Conidies V 
•Conides VO 
a Conidies V od 

HCMV5 

Le récepteur CRI n'est pas exprimé par la lignée THP-1 avant et après différenciation 

en macrophage. 

La moyenne des quatre expériences, étudiant l'expression des sous-unités a et ~ des 

récepteurs au complément CR3 et CR4, montre une différence dans l'expression des 

chaînes CDllb, CDllc entre les macrophages non infectés et infectés (CDllb : 60% vs 

70% ; CDl le : 43% vs 60%) sauf pour le CD18 (90% vs 88%). 

Des variations plus marquées sont observées en intensité moyenne de fluorescence, les 

macrophages infectés exprimant significativement moins de sous-unités, en particulier 

le CD18 (CDllb : 131 u.a. vs 174 u.a.; CDllc: 88 u.a. vs 117 u.a. , CD18 : 223 u.a. vs 

318 u.a.). 
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Afin de rellllm e fos résofül!ts. pihlls: expressifs, findex relatif d'expression de :fluorescence 

(lRF) est uiarnisé. Pom Je téirnbrnmi l!l!égatif. un seuil est de 3% de cellules fluorescentes est 

consenti. 

IR.F' = Intensité moyenne- de ftuorescence x % de cellules fluorescentes 

Figure 30 : Index relatif de fluorescence des sous-unités a (CD 11 b, CD 11 c) et P. 
(CD1 8) des récepteurs au complément CR3 et CR4 à la surface de macrophages 

infectés par HCMV(n=4) 
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*,différence significative (p<0,05) par rapport à la valeur du témoin RMPI. 

En présence de HCMV, l ' index relatif de fluorescence pour les différentes sous-unités 

est diminué (CDl l b: 79 u.a. vs 122 u.a.; CDl lc : 38 u.a. vs 70 u.a. ; CD18 : 196 u.a. vs 

286 u.a.). 

Afin de déterminer l'impact du titre viral sur l ' expression des récepteurs CR3 et CR4, 

nous avons infecté les macrophages par 106 pfu/ml et 5xl06 pfu/ml de virus (HCMV, 

HCMVS). Une diminution identique d' expression est observée. En index relatif de 

fluorescence, on obtient respectivement pour les cellules non infectées (RPMI), 

infectées par 106 pfu/ml (HCMV) et 5x l06 pfu/ml (HCMVS): CDllb: 133u.a., 70 u.a. , 

63 u.a. ;CD 1 lc : 76 u.a., 29 u.a., 43 u.a. ; CD 18 : 313 u.a., 190 u.a., 206 u.a. 
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lL.u}rs. «ll ' lIDmie exp:érie,ID/ce précédeIDtte, llllous avons infecté ]es; THJP-1 dliffé.renciées avec 

5:itUf pfü/mm] de virus,, :ruol!Js, n"avons pas observé de variation dans. l 'eXJP•ressfon des 

réœ]!>teurs par mp•]pJùirt au trémoin RPMJ de cellules non infectées. 

Figure 31 : Index reéatif de fluorescence des chaînes CDJ 1 b, CDJ Je, CD18 par les 
macrophages infectés par différentes concentrations de virus (RPMI: THP-1 non 
infectées, HCMV : THP-1 inf ectées par J(J5 pfalml de HCMV; HCMV5 : THP-1 

infectées par 5. l rfpjulml de HCMV) 
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Dans l'organisme, les macrophages alvéolaires et les leucocytes humains 

coopèrent pour l'élimination d'A.fumigatus par différents moyens, dont la phagocytose 

et le « burst oxydatif » en particulier. En effet, les espèces réactives de l'oxygène 

(ERO: H20 2, 0 2-, 0 2') jouent un rôle important dans la neutralisation et la destruction 

des conidies et des hyphes par les phagocytes (Levitz et al., 1986). C'est en échappant à 

ces fonctions phagocytaires que le champignon peut persister et proliférer dans 

l'organisme. 

l. Etuae au burst oxyaatif aes leucocytes 

1.1. Mise au point de la méthode par cytométrie 

Il a été démontré par diverses techniques, excepté la cytométrie en flux, qu'A.fumigatus 

induisait une production d'ERO dans les phagocytes (Shanan et al., 2000). Seule une 

étude récente a employé la cytométrie en flux pour analyser la réponse oxydative des 

phagocytes à un autre champignon filamenteux Exophiala dermatitidis (Schnitzler et 

al., 1999). Ces auteurs ont montré que la mélanine fongique prévenait la mort du 

champignon dans le phagolysosome sans modifier le burst oxydatif des polynucléaires 

neutrophiles (PNN). 

Il existe un certain nombre de méthodes permettant de mesurer la libération d'ERO par 

la cellule: (a) réduction du cytochrome c; (b) chimiluminescence (02- ou un produit de 

dismutation combiné avec du luminol ou de la luciférine entraîne une libération de 

lumière) ; (c) réduction du nitrobleu tétrazolium (NBT) (en présence de superoxyde ou 

d'un donneur d'électron le NBT soluble dans l'eau devient du formazan insoluble) ; (d) 

consommation d'oxygène en utilisant une électrode à oxygène. 
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Dans le cas de la cytométrie en flux, il est possible de mesurer la quantité d'ERO 

produites. D'autres avantages sont apportés par cette technique, dont le principal est 

l'analyse qualitative et quantitative d'un nombre important de cellules isolées et non plus 

de l'ensemble d'une population (:=d03-l06 cellules). L'éventuelle hétérogénéité de 

réponse au sein d'une population cellulaire peut alors être mise en évidence. D'autre 

part, elle offre la possibilité de travailler directement sur sang total sans purification 

préalable des neutrophiles et des monocytes, excluant toutes modifications de l'état des 

cellules et de la réponse oxydative. De plus, l'absence de purification réduit le temps de 

procédure, rendant l'utilisation de ce test envisageable en routine. Un des autres 

avantages de la cytométrie est de pouvoir travailler sur un faible nombre de cellules. Ce 

test peut donc être réalisé sur des volumes réduits de sang, et par conséquent au cours 

des neutropénies. En travaillant sur sang total, la présence de sérum permet une 

opsonisation des microorganismes qui facilitent leur reconnaissance par les phagocytes 

(Sturtevant et al., 1992). 

Plusieurs substrats peuvent être utilisé pour détecter les ERO en cytométrie, en 

particulier le diacétate de 2'7'dihydrodichlorofluorescéine (DCFH-DA), le 

dihydroéthidium (DHE) et la DHR-123. Cependant, le DHE semble moins sensible que 

la DHR-123, et la fluorescence moins stable de la DCFH-DA a tendance à diffuser 

(Vowells et al., 1995). L'utilisation de DCFH-DA permet la détection de la formation 

d'llz02, alors que celle de la DHR-123 permet très certainement la détection d'un plus 

grand nombre de ERO (Rothe et al., 1991). Nous avons donc utilisé pour noire 

technique cytométrique de la DHR-123, et nos résultats se sont révélés reproductibles 

(CV<lO %). 

De plus, afin d'optimiser la méthode, il est apparu au cours de tests préliminaires que la 

réponse oxydative des leucocytes dépendait de nombreux facteurs : temps de 

stimulation, nombre et état des conidies (vivantes, tuées, prégermées). Par exemple, en 
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augmentant le nombre de conidies au-delà d'une valeur seuil, la production d'ERO 

cesse car les cellules sont altérées (Levitz et al., 1985). 

Finalement, il est observé une réponse oxydative à A. famigatus plus faible que pour les 

autres stimuli (PMA et E. coli) et ce sont les résultats que nous discutons. 

1.2. Variabilité individuelle 

Afin d'étudier la capacité de réponse des polynucléaires neutrophiles (PNN) de sujets à 

risque d'aspergillose invasive, nous avons établi un intervalle de réponse oxydative des 

leucocytes de sujets sains à des conidies tuées d'A. famigatus. Une hétérogénéité est 

apparue dans la réponse oxydative individuelle. Ce phénomène est absent pour les 

autres stimuli (PMA et E. coli). Cette variation de réponse individuelle à une même 

souche d'A. famigatus laisse supposer l'influence possible d'une immunité anti-

aspergillaire spécifique préexistante. Il serait donc intéressant de corréler la réponse 

oxydative à A. famigatus avec la teneur en anti-corps anti-Aspergillus. 

1.3. Réponse oxydative selon l'état des conidies 

A. famigatus n'étant pas une particule inerte, nous avons souhaité analyser la capacité de 

réponse oxydative des polynucléaires neutrophiles et des monocytes de sujets sains vis-

à-vis des différents états d'A. famigatus (conidies vivantes, tuées, prégermées). 

A chaque stade de son développement, le champignon va exprimer différentes 

molécules susceptibles d'influencer la réponse immunitaire innée. 

Les monocytes et les polynucléaires neutrophiles agissent préférentiellement sur les 

conidies prégermées et les hyphes. 

L'hyphe (filament mycélien) constitue la forme pathogène du champignon, mais son 

utilisation pour les études in vitro entraîne une destruction des cellules rendant 
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l'interprétation des phénomènes impossible, la forme prégermée (stade précédant 

l 'hyphe) est donc plus intéressante. 

Lors de la stimulation par des conidies tuées, les premiers résultats montrent une 

augmentation, pour le stade prégermé, du pourcentage de cellules produisant des ERO 

en particulier des monocytes, ainsi qu'une augmentation de l'intensité moyenne de 

fluorescence (IMF)(Pastor et al, 2001). Dans ce même contexte, la forme tuée des 

conidies présente une capacité de stimulation de la réponse oxydative plus forte que la 

forme vivante, les conidies aspergillaires étant capable de produire et de libérer des 

substances inhibant la réponse oxydative des polynucléaires neutrophiles (Robertson et 

al., 1987; Murayama et al., 1996, Pastor et al., 2001). 

Lors de l'utilisation de conidies vivantes, une diminution non significative de la réponse 

oxydative des polynucléaires est observée lorsque les conidies sont opsonisées. 

L'hypothèse suivante est avancée : les conidies opsonisées vivantes, adhérant mieux aux 

cellules (Sturtevant et al., 1992), neutralisent plus efficacement la réponse oxydative car 

les substances inhibitrices solubles sont plus facilement orientées sur leur cible 

cellulaire. Cette différence non significative est probablement due à l'utilisation de sang 

total ; celui-ci contenant du sérum autologue, les conidies vivantes sont en partie 

opsonisées. 

1.4. Réponse selon la souche et le génotype 

Dans le cadre de la stimulation des leucocytes d'un individu sain par différentes souches 

d'A.fumigatus (définies par l'origine, le patient, le traitement, les prélèvements ... ) ou de 

la stimulation des leucocytes des différents individus sains par une même souche 

d' A. fumigatus, une grande hétérogénéité de réponse est observée. La réponse oxydative 

des leucocytes semble dépendre du génotype, de la souche, et de l'individu. 
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Le fait d'observer des résultats similaires pour deux souches issues d'un même patient et 

de génotype identique pour un même individu conduisait à l'hypothèse de l'existence 

d'une réponse oxydative caractéristique d'un génotype. Cependant, il a été montré pour 

une autre souche du même génotype, mais issue d'un patient différent, que la production 

de ERO différait. Le caractère génotypique ne permet donc pas de définir, à lui seul, le 

profil de réponse oxydative d'un individu à une souche. 

Le génotype consistant à détecter la présence de gènes et non leur expression, l'étude de 

caractères phénotypiques semble plus intéressante pour définir ce profil. Parmi les 

méthodes de typage utilisées par l'équipe de l 'EBGA, la technique de MLEE permet 

aussi l'étude de l'expression d'isoenzyme. Elle nous renseigne donc aussi sur un 

caractère phénotypique. Les souches EBGA peuvent être alors défini par un biotype. 

Lors de la stimulation des leucocytes d'un individu sain par différentes souches EBGA 

de même biotype, une variation de la réponse oxydative est observée entre les souches. 

Il n'est pas apparu de profil de réponse caractéristique de biotype par l'association de 

trois méthodes différentes. Le caractère phénotypique de la MLEE ne semble pas 

intervenir dans Ja modulation de la réponse oxydative des leucocytes à A. fumigatus, des 

souches de même type MLEE entraînant des réponses oxydatives différentes. 

La présence de souches mutantes albinos (conidies dépourvues de pigments) a permis 

de mettre en évidence une augmentation de la réponse oxydative des leucocytes chez les 

sujets sains. D'après Jahn (Jahn et al., 2000), ce phénomène est lié à la présence de 

pigment à la surf ace des conidies capables d'emprisonner les ERO produits par les 

cellules. L'augmentation de la réponse oxydative n'est alors pas liée a une stimulation de 

la production d'ERO mais à une diminution de leur captation par le pigment. Le pigment 

permettrait donc aux conidies de résister aux effets délétères des ERO, et ainsi de 

persister et de proliférer dans l'organisme. 

Dans le contexte de notre étude, nous mesurons la quantité d'ERO produite et non 

libérée par les cellules contrairement à l'étude précédente. On peut envisager l'hypothèse 
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que les conidies phagocytées captent les radicaux dès leur production, avant l'ajout et 

l'oxydation de la DHR-123. 

Le Dr Tsai et son équipe ont développé et utilisé une souche mutante albinos alb-1 

possédant une plus grande capacité à fixer le facteur C3 du complément intervenant 

dans l'opsonisation des microorganismes (Tsai et al., 1998). Nos résultats montrent pour 

cette souche mutée sur alb-1 une réponse oxydative plus importante dans les monocytes 

et les granulocytes des individus sains. D'après la littérature, ce phénomène s'explique 

par une perte de la captation d'ERO par les pigments puisque cette souche est albinos, 

mais aussi par une fixation plus importante du C3. En effet, dans notre protocole nous 

travaillons en sang total, c'est-à-dire en présence de sérum et de facteurs du 

complément qui permettent une opsonisation des conidies par le C3. Les conidies ainsi 

opsonisées sont mieux reconnues par les phagocytes qui sont alors activés. 

1.5. Réponse oxyaative selon l'espèce a 'Aspergillus 

L'étude de quatre espèces d'Aspergillus (A. flavus, A. terreus, A. famigatus et A. niger) 

de pathogénicité différente sur des sujets sains montre une hétérogénéité de la réponse 

oxydative pour un même individu. A. flavus et A. terreus semblent entraîner une 

production de ERO moins importante et dans moins de cellules qu'A. famigatus et 

qu'A. niger. Ce dernier induit une forte réponse oxydative dans les granulocytes et les 

monocytes comparable à celle obtenue avec A. famigatus. 

Nous avons aussi stimulé les leucocytes des individus avec deux souches différentes 

d'A. flavus et deux souches d'A. niger. Il est apparu une variation de la réponse 

oxydative des individus en fonction de la souche au sein d'une même espèce 

d'Aspergillus. Cependant les souches d'A. flavus induisaient toujours une réponse 

oxydative significativement plus faible que les souches d'A. niger. Il semble que chaque 

espèce induise un "burst oxydatif" caractéristique, mais difficile à corréler avec la 
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pathogénicité. Les différences d'expression d'antigènes, de molécules intervenant dans 

la pathogénicité, et de pigments sont probablement à l'origine de ces variations. 

1.6. Réponse oxydative des différents patients 

Chez les patients, on observe une diminution de la réponse oxydative quelle que soit la 

pathologie ou le traitement sous jacent. En effet, l'existence d'un traitement aux 

corticoïdes chez les patients pourrait être à l'origine de la diminution de la réponse 

oxydative. Pour comprendre les mécanismes responsables d'une telle baisse, il faut 

mieux cibler les caractéristiques des différents sujets en fonction : de la pathologie sous 

jacente, de la nature de la neutropénie, de son origine et des traitements. Cependant, il 

est intéressant d'observer que certains patients présentent une baisse de réponse à 

A. fumigatus alors que leur réponse à PMA et E. coti est normale. Même si nous 

n'avons pas encore validé ce test chez les patients à risque d'AI, il apparaît que 

l'hétérogénéité de réponse d'un sujet en fonction du stimulus nous conduise à utiliser 

des tests fonctionnels d'étude de la phagocytose et du burst oxydatif, plus spécifiques en 

fonction du contexte clinique. 

2. L'influence de l'infection à HCMV sur la 
phagocytose des conidies aspergillaires par des 
macrophages. 

Afin de comprendre le rôle subversif du HCMV sur l'élimination des conidies 

aspergillaires in vivo, nous avons étudié in vitro l'influence de l'infection virale sur 

l'adhérence des conidies et sur l'expression de récepteurs au complément CR3 et CR4 

sur une lignée cellulaire. 
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2.1. Adhérence 

Les conidies aspergillaires vivantes adhèrent moins aux macrophages exposés à une 

suspension de HCMV. Ce virus, considéré comme un facteur de risque pour les 

infections fongiques invasives (George et al., 1997), en particulier pour l'aspergillose 

invasive, favoriserait ces maladies en induisant une diminution de la capacité des 

macrophages à reconnaître et à fixer les conidies inhalées. 

En comparant les taux de fixation de conidies opsonisées ou non, à des macrophages 

infectés ou non, on remarque un taux de fixation plus important lorsque les conidies 

sont opsonisées pour les cellules non infectées. En présence de HCMV, ce taux reste 

plus faible mais est identique. Ces résultats montrent que l'infection des macrophages 

par le HCMV influence l'adhérence des conidies, par fixation directe des molécules de 

la paroi des conidies à des récepteurs membranaires de la cellule et par des moyens de 

reconnaissance des opsonines présentes sur les conidies. 

2.2. Expression aes intégrines CRl., CR3 et CRJ/. 

Les cellules THP-1 différenciées, comme les macrophages, expriment à leur surf ace les 

récepteurs membranaires CR3 (CD1lb/CD18) et CR4 (CD11c/CD18). 

Nos résultats montrent que l'infection des macrophages par le HCMV ne modifie pas 

significativement l'expression des récepteurs CR3 et CR4. L'index relatif de 

fluorescence (IRF) reflète le nombre moyen d'anticorps fixés à la surface des 

macrophages et donc la quantité de récepteurs exprimée par cellule. Elle nous a permis 

d'évaluer l'intensité d'expression des glycoprotéines CDllb, CDllc ou CD18 à la 

surface des macrophages. Les macrophages infectés par du HCMV expriment 

significativement moins les chaînes CDllb, CDllc et CD18 des intégrines CR3 et CR4 

(P < 0,05). 
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Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui rapportent que l'infection par le 

HCMV peut induire une baisse de l'expression de plusieurs (31 intégrines à la surface de 

fibroblastes (Warren et al.,1994) ou de cellules endothéliales (Shagasempour et al., 

1997). Aucune étude n'a montré une baisse de l'expression des récepteurs au 

complément après infection par HCMV. 

On peut émettre l'hypothèse que le HCMV inhibe l'adhérence des conidies, notamment 

par la diminution de l'expression des récepteurs au complément, empêchant ainsi leur 

destruction par les macrophages. Cette diminution de l'expression des B2 intégrines et 

de l'adhérence favorise la croissance des conidies aspergillaires au sein du tissu 

contaminé, pouvant aboutir à un envahissement et à une destruction tissulaire. A 

l'inverse, d'autres travaux ont montré que le HCMV induit une augmentation de 

l'expression de nombreuses intégrines (ICAM-1, ELAM ... ), et des récepteurs aux 

immunoglobulines (Mc Keating et al., 1990) : ceci entraîne une augmentation de la 

pénétration des microorganismes dans les cellules favorisant leur dissémination dans 

l'organisme. Dans les deux cas, le HCMV favoriserait le développement d'infections 

concomitantes. 

De part les résultats obtenus, cette étude représente une nouvelle approche de la 

cytométrie en microbiologie et surtout en mycologie. Même soumis à des variations 

individuelles, une étude de la réponse oxydative des leucocytes stimuiés par Âspergillus 

fumigatus sous différentes conditions a pu être réalisée. Les résultats obtenus sur les 

patients sont quant à eux encourageants. Les modulations d'adhérence des conidies aux 

macrophages (THP-1) sous influence d'une infection virale (HCMV) sont aussi 

clairement démontrées. 
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Conclusion 
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Thèse soutenue par : Alexandrine PASTOR 

Titre: 
Etude par cytométrie en flux de la phagocytose de conidies 

aspergillaires par des leucocytes humains. 
Influence de l'infection à Cytomégalovirus. 

Cette étude représente une nouvelle approche de la cytométrie en mycologie. A 

notre connaissance, c'est la première utilisation de la cytométrie pour quantifier le burst 

oxydatif en présence d'Aspergillus jumigatus et sur sang total. C'est une méthode 

rapide, simple et reproductible pour quantifier le « burst oxydatif » des leucocytes sur 

sang total. 

Même si nos résultats étaient soumis à de fortes variations interindividuelles, le 

développement de ce test nous a permis de mettre en évidence une modification de la 

réponse oxydative des leucocytes en fonction de l'état des conidies (vivantes, tuées, 

prégermées), de la souche, de l'espèce et de l'individu. A chaque stade de son 

développement, le champignon met en place un arsenal de molécules lui permettant de 

résister aux mécanismes de défense de l'hôte. Cet arsenal peut varier d'un stade à 

l'autre, d'une souche à l'autre et selon les espèces. De plus, les premiers résultats 

obtenus sur les patients sont encourageants. Grâce à ce test, il sera donc possible 

d'étudier les modifications de la réponse oxydative de sujets à risque aspergillaire et de 

l'utiliser comme examen biologique prédictif. Cependant, afin d'évaluer la place de 

cette technique de cytométrie dans la stratégie de prévention de l 'AI, une étude clinique 

réalisée sur un large échantillon des patients à "risque aspergillaire" et leur suivie sur 

plusieurs mois est nécessaire. 

Dans un deuxième temps, nous avons mis en évidence l'influence de l'infection 

par le cytomégalovirus (HCMV) sur l'adhérence des conidies aspergillaires et sur 

l'expression des récepteurs au complément CR3 et CR4 de lignée monocytaire 
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l'expression des récepteurs au complément CR3 et CR4 d'une lignée de cellules 

monocytaires différenciées en macrophages. In vitro, le HCMV joue un rôle dans la 

diminution des défenses anti-aspergillaire. La méthode ainsi maîtrisée et démontrée in 

vitro sera transposée sur des cellules humaines de sujets sains ou de patients, afin de 

comprendre si l'influence du HCMV sur les phagocytes se retrouve in vivo. 

La prévention occupe une place importante dans la lullc contre l'aspergillose 

invasive car il n'existe pas de chiomioprophylaxie efficace. Ce test original, simple et 

rapide de quantification de deux étapes essentielles de la phagocytose des conidies 

aspergillaires: l'adhérence et le« burst oxydatif » pennettra de définir un indice pour« 

quantifier et qualifier» la capacité de réponse d'un patient donné. Cet indice permettra 

d'obtenir une notion prédictive individuelle de la réponse à une stimulation aspergillaire 1 i 

et du risque de développer une infection aspergillaire. 
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Préparation des milieux 

1. Milieu Aspereillus minimun 

• Solution d'éléments traces (pour 1 litre): 
N~B407 (10 ~0) 40 mg 
CuS04 (5 H20) 400 mg 
FeS04 (7 H20) 1 g 
MnS04 ( 1 H20) 600 mg 
Na2Mo04 (2 H20) 800 mg 
ZnS04 (7 H20) 8 g 
C0Cl2 (5 H20) 160 mg 

• Solution saline (x 50) (pour 1 litre) : 
KCl 26 g 
MgS04 (7 H20) 26 g 
KH2P04 76 g 
Solution d'éléments traces: 50 ml 

• Milieu minimum Aspergillus (pour 1 litre) 
Solution saline (x 50) 20 ml 
Glucose 
NaN03 (lM) 

Ajuster le pH à 6,5 avec NaOH lON. 
Ajouter 18 g/l d'agar et stériliser. 

10 g 
lOml 

Couler dans tube ou boite, conserver à 4°C. 

2. Préparation pour 1 litre ae milieu RPMI: 

• RPMI-1640 medium (Sigma) 
• Dissoudre dans 900ml d'eau milli-Q 
• Ajouter 2 g de Bicarbonate de sodium 
• Ajouter 3,6 g de tampon Hépês (Gibcobrl) 
• Ajuster le pH à 7,2. 
• Ajouter lOOU/ml de pénicilline et lOOµg/ml de streptomycine 

(Mélange Pénicilline-Streptomycine, Biomérieux) 
• Filtrer (0,22 µm) 
• Ajouter lOml de Glutamine à 200mM (2mM finale). 
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3. Préparation au tampon carbonate 
A préparer la veille 
• Solution A: peser 11,06 g de carbonate de sodium (N~C03) et ajouter 100 ml 

d'eau bidistillée 
• Solution B: peser 0,84 g de bicarbonate de sodium (NaHC03) et ajouter 100 ml 

d'eau bidistillée. 
Verser petit à petit la solution A dans la solution B pour obtenir pH = 9. 
Autoclaver et conserver à 4°C. 

4. Préparation au mileu Czapeck modifié 

Extrait de levure : 
Nitrate de K : 
Phosphate dipotassique 
Chlorure de K 
Sulfate de K 
Sulfate de Mg 
Sulfate ferreux 
Saccharose 
Eau qsp 

pH=7,2 
Autoclaver 20 minutes à 120°C. 

1 g 
3g 
1 g 
0,5 g 
0,5 g 
0,5 g 
0,01 g 
30 g 
lOOOml 
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Tableau 14 
Critères définissant le terrain et les facteurs de risques d'infections fongiques 

invasives probables ou possible. Adaptation aux aspergilloses 

• Neutropénie inférieure à 500/µl 
• Fièvre persistante plus de 96 heures malgré un traitement antibactérien à large 

spectre 
• Température corporelle >38°C et l'une des conditions suivantes : 

Neutropénie prolongée (>lOjours) dans les 60 jours précédents 
Traitement par agent immunosuppresseur récent (dans les 30 jours) ou en cours 
Antécédents d'aspergillose invasive 
Coexistence d'un SIDA 
Signes de maladie du greffon contre l'hôte 
Traitement corticoïde pendant plus de trois semaines. 

D'après la Conférence de Consensus : « Prévention du risque aspergillaire chez les patients 
immunodéprimés (Hématologie, Transplantation) ».Institut Pasteur, Paris, 21mars2000. Hygiènes. 

TableaulS 
Epidémiologie de l'aspergillose invasive 

Transplantation pulmonaire et cardio-pulmonaire 
Granulomatose septique chronique 
Leucémie aiguë 
Greffe de moelle allogénique 
Greffe de moelle autologue sans facteur de croissance 
SIDA 
Transplantation hépatique 
Transplantation rénale et cardiaque 
Lupus érythémateux disséminé 
Greffe de moelle autologue avec facteur de croissance 

Incidence ( % ) 
19-26 
25-40 
5-24 
4-9 

0,5-6 
0-12 

1,5-10 
0,5-10 

1 
<1 

D'après la Conférence de Consensus: «Prévention du risque aspergillaire chez les patients 
immunodéprimés (hématologie, Transplantation) ».Institut Pasteur, Paris, 21 mars 2000. Hygiènes. 
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Tableau16 
Taux d'incidence et de mortalité des aspergUloses invasives en transplantation. 

Type de Incidence de Mortalité Mortalité imputable à 
transplantation l'aspergillose invasive l'aspergillose invasive 

(%) (%) (%) 
Moelle osseuse 6,4 92 10 
Poumon 8,4 55* 9,3 
Foie 1,7 87 16,9 
Cœur 6,2 78 15,4 
Rein 0,7 75 
*74 % dans l'aspergillose invasive, 29% dans l'aspergillose trachéobronchique nécrosante. 

D'après D. Aldebertet al., Presse Med, 2001 ; 30 :1258-1264. 

Tableau 17 
Facteurs de risque de l'aspergillose invasive liés à l'hôte 

(Déficits immunitaires congénitaux exceptés) 

En onco-hématologie 
• 
• 

• 
• 

Neutropénie 
Taux des polynucléaires neutrophiles inférieur ou égal à 500/mm3 pendant 15 jours ou 
plus; 
Taux de polynucléaires neutrophiles inférieur ou égal à 100/mm3 quelle que soit la durée . 
Corticothérapie : posologie de prednisone ou methyl-prednisolone supérieure à lmg/kg/j 
pendant 1 à 3 semaines. 

• Colonisation aspergillaire des voies aériennes supérieures ou inférieures 
• Allogreff e de cellules souches hématopoïétiques 
• Antécédents d'aspergillose invasive 
• Facteurs tels que : 

- Porte d'entrée cutanée ; 
- Lésions muqueuses chimio-induites; 
- Diabète secondaire 

En transplantation d'organe solide 
• Type d'organe transplanté 
• 
• 
• 
• 

Transplantation pulmonaire : 
Infection à cytomégalovirus 
Colonisation pulmonaire précoce 
Transplantation hépatique : 

• 
• 

Hépatites fulminantes ou sub-fulminantes ; 
Suite opératoire compliquées . 

• Traitement immunosuppresseur : rôle prédominant de la corticothérapie . 

D'après D. Aldebert et al., Presse Med, 2001; 30 :1258-1264. 
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Tableau 18: Données cliniques concernant les souches isolées de patients "EBGA ". (Symoens et al., 2001) 

Patients Facteurs de prédisposition 
N°Patient Pathologie Devenir Secteur Pathologie sous- Thérapie immunosuppressive Traitement antifongique systémique 

Sexe/age asnergillaire hospitalier iacente 
1 API Décès USI STPdroite Met 60mg/d (11/7/95) AmB 50mg/d 

F/62 prouvée (11112/95) (11/7/95), Aza 150 mg/d (07/11/95 au 24/11/95) (07/11/95 au décès) 
emphysème Cycl 200 mg/d (07/11/95 au décès) AmB Liposome 250mg/d 

(15/11/95 au décès). 
4 Non-ABI Décès UT STP (12/10/94) Met32mg/d AmB 30mg/j 

M/48 (22/01/95) sévère (de la greffe au décès) (10/12/94 au 17/12/94) 
emphysème Aza50mg/d AmB 60mg/j 
pulmonaire (de la greffe au décès) (18/12/94 au décès). 

Cycl30mg/d 
(de la ~reff e au décès) 

7 CB Survie UT STP (11/9/93), Met 14mg/d Itra 400 mg/j 
F/26 PPH (de la greffe à maintenant) (24/04/96 au 27/08/96) 

Aza lOOmg/d 
(de la greffe à maintenant) 

Cycl 400 mg/d 
(de la greffe à maintenant) 

8 CB Décès UT STP ( 12/31/92) Met 16 mg/d AmB liposome 300 mg/j (13/06/98 au décès) 
F/35 (08/08/96) HPP; (de la lère greffe au décès) Itra 400 mg/j 

STP (7/12/94), Aza 150mg/d (31/01/95 au 10/03/95, 18/08/95 au 10/11/95, 
bronchiolite (de la 1 ère greffe au décès) 15/03/96 au 10/06/96, 13/06/96 au décès) 
oblitérante Cycl 300 mg/d 

(de la 1 ère greffe au décès) 
Tacrolimus 4 mg/d 

(de la 1 ère greffe au décès) 
API : Aspergillose pulmonaire invasive, ABI : Aspergillose bronchique invasive, CB : colonisation bronchique ; STP: simple transplantation pulmonaire, HPP: Hypertension 
pulmonaire primaire ; Met : methylprednisolone, Aza : azathioprine, AmB : amphotericine B, Cycl : cyclosporine, Itra : itraconazole ; USI : unité de soins intensif, UT : unité 
de transplantation. 
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Résumé 

Aspergillus fumigatus est un champignon filamenteux, responsable d'une 
infection gravissime chez les immunodéprimés : l'aspergillose invasive. Parmi les 
différentes lignes de défenses utilisées par l'organisme pour éliminer le champignon, 
l'immunité cellulaire non spécifique occupe une place importante. Les 
polynucléaires neutrophiles et · les monocytes vont ·agir sur les conidies ayant 
échappés aux macrophages et sur les filaments mycéliens. Un des mécanismes 
utilisé par ces phagocytes pour neutraliser le champignon repose sur la production 
de dérivés oxygénés, c'est le« burst oxydatif ». 

Notre objectif était d'étudier, sur un modèle in vitro et à partir d'échantillon de 
sang total, certaines étapes essentielles de la phagocytose des conidies 
d'A.fumigatus: l'adhérence et le« burst oxydatif ». 

La première partie de ce travail consistait à développer une technique utilisant la 
cytométrie en flux pour quantifier le « burst ~xydatif » des leucocytes humains après 
stimulation par des conidies d'A. fumigatus. Les variations de la réponse oxydative 
des phagocytes . d'individus sains ont été étudiées en présence de conidies 
aspergillaires appartenant à des espèces, ou à des génotypes différents et à des stades 
variés afin d'envisager si ce test peut aider au diagnostic des patients à risque 
d'aspergillose invasive. 

Dans une deuxième partie, nous avons déterminé l'influence de l'infection à 
cytomégalovirus sur l'adhérence de conidies et sur l'expression des récepteurs CR3 
et CR4 susceptibles d'intervenir dans ce phénomène d'adhérence. L'infection virale 
d'une lignée de cellules monocytaires différenciées en macrophages entraîne une 
diminution de l'adhérence des conidies et de l'expression des · récepteurs au 
complément. 

De part les résultats obtenus, cette étude représente une nouvelle approche de la 
cytométrie en microbiologie et surtout en mycologie. 

Mots dés : Aspergillus fumigatus, « burst oxydatif », cytométrie en flux, 
cytomégalovirus, adhérence, récepteurs au complément. 
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