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INTRODUCTION

Les champignons du gendespergillusspp. sont des champignons filamenteux ubiquitaires
et opportunistes a l'origine de nombreuses patiedoghez I'homme Aspergillus
fumigatusest I'espéece la plus souvent impliquée dans lgsrgidoses pulmonaires [1,2].
Les formes cliniques d'aspergilloses, habituelldndéarites comme invasives, chroniques
ou allergiques, varient selon le statut immunitales patients et leurs pathologies sous-
jacentes [3,4]. D'un coté, l'aspergillose invaseee développe le plus souvent chez les
patients immunodéprimés tels que les patients oeémiques, les patients avec une
pathologie hématologique, les transplantés d'ogyanede cellules souches et les patients
traités par immunosuppresseurs [5,6]. D'un autre, cies aspergilloses pulmonaires
chroniques (APC) et les aspergilloses allergiqued s manifestations pulmonaires les
plus courantes chez I'h6te immunocompétent [4,7-1L6 APC affectent surtout les
patients avec des pathologies pulmonaires sousiggdelles que la tuberculose ou une
infection & mycobactérie atypique, la broncho-pnepathie chronique obstructive
(BPCO), les antécédents de cancer pulmonaire, efgdpse broncho-pulmonaire
allergigue (ABPA) et lI'emphyseme [4,11]. Les pasersouffrant d'asthme ou de
mucoviscidose développent plutdt une hypersensibdux antigenes Aspergillusspp.
aboutissant & une ABPA, une bronchite aspergillaite un asthme sévére avec
sensibilisation fongique [1,12].

Le diagnostic d'APC et d'ABPA est toujours diffeciet repose sur une combinaison
d'arguments cliniques, radiologiques, biologiquesjcologiques et histologiques. La
détection des anticorps IgG aAspergillusest considérée comme un critere majeur dans
le diagnostic des aspergilloses pulmonaires chétel'non-imunodéprimé [1,2,4,9,12-16].
Plusieurs méthodes biologiques ont été utilisée§ilales années pour détecter les 1gG
anti-Aspergillus[14]. Les techniques permettant la détection desunoprécipitines sont
considérees comme les méthodes de référence glagespécificité, mais elles manquent
de standardisation et sont longues a réaliser g4+Far conséquent, un test de screening
choisi  parmi  I'némagglutination indirecte, l'immdinorescence indirecte,
I'immunodiffusion et les techniques immunoenzymags (ELISA : Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) est souvent pratiqué en premigention. La tendance actuelle
est d'utiliser pour ce dépistage des tests ELISA itsa permettent une évaluation
quantitative des anticorps et une reéalisation map&t facile par leur possibilité

d'automatisation [14—16].
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Nous avons réalisé dans ce travail de thése denglecge et mémoire de DES de biologie
médicale, une étude prospective multicentriquentagaur but d'évaluer les performances
d'un nouveau kit ELISA pour la détection des ampscantiAspergillus.Cette étude a été
conduite dans 5 hopitaux francais universitairege(@ble, Rennes, Dijon, Lyon,
Besancon). Ce kit ELISAAspergillus fumigatusgG, Bordier affinity products, Crissier,
Suisse) est innovant par sa composition antigeniguneeffet, il associe deux antigenes
recombinants avec des antigenes somatiques et oligtads dA. fumigatus Nous l'avons
comparé a deux autres kits ELISA commerciaux :ef&at’ AspergilluslgG (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France) et ELISA ClaBSicAspergillus 1gG (Virion\Serion,
Wirzburg, Allemagne) ainsi qu'da une technique "prdisd'immunoélectrophorese
permettant la détection des immunoprécipitines.[17]

Apres quelques rappels bibliographiques Aspergillusspp. et les aspergilloses, sur le
diagnostic des aspergilloses chroniques et alleggicet sur les méthodes de détection des
anticorps antAspergillus ce mémoire présente le travail d'évaluation du ELISA

Bordier réalisé au cours de cette étude.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES
ASPERGILLOSES

1. Agent pathogéne Aspergillus spp.

1.1.Généralités

Les Aspergillus spp. sont des champignons filamenteux, cosmopolitesquidaires,
pathogenes et opportunistes. Moisissures de l@mviament, elles se développent dans le
sol, les débris organiques, les végétaux, lesaexieles foins car elles se nourrissent en
recyclant le carbone et l'azote de ces subsfislls A partir de ces réservoirs, ces
champignons sporulent et disséminent des sporesgiltqires (€léments de reproduction
asexuée) en suspension. L'homme peut alors sentioefavia ces spores contenues dans
I'air, I'eau, I'alimentation, la poussiére, lesndtiseurs.

Les Aspergillusspp. appartiennent a la classe des ascomycetessduygdhomycetes, selon
que, respectivement, on leur connait ou pas unedaption sexuée. Leur mycélium est
septé et hyalin. Les spores asexuées sont descegespu conidies qui se forment a partir
de la téte aspergillaire, élément caractéristiqugahreAspergillusspp

Environ 300 especes composent ce genre, mais sentieme vingtaine sont impliquées en
pathologie humaineAspergillus fumigatugst l'espéce la plus souvent isolée [17,19,20].
L’étude francaise du réseau SAIF rapporte uiimigatusest retrouvé seul dans 80% des
aspergilloses invasives (Al) lorsque le champigrest isolé en culturgs]. D'autres
especes, telles gquk. niger, A. terreus A. flavus, A. nidulans, A. versicolsont moins

frequemment retrouvées [21-24].

1.2. Historique

Aspergillusspp. a été décrit pour la premiére fois en 1239 et le premier cas humain
d'aspergillome, en 18426] (Tableau ). C’est uniquement en 1952 qu’a été rapporte le

premier cas d'aspergillose broncho-pulmonaire gidgre (ABPA)[27].
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Reference Year Author(s) Report

5] 1729 Micheli First description of Aspergillus

4] 1815 Mayer Air sac and pulmonary infection in a jackdaw

[6] 1842 Bennett Aspergilloma complicating tuberculosis with
Aspergillus in sputum

[71 1842 Rayer Pleural aspergillosis

[8] 1844 Mayer Aspergillus otomycosis

9] 1863 Fresenius Clear species description of 4. fumigatus (isolated
from air sacs and bronchi of a great bustard)

[10] 1879 Leber Aspergillus keratitis following chaff entering the
eye

[11] 1886 Bostroem Cutaneous aspergillosis

[12 1887 Popoff Allergic pulmonary disease caused by Aspergillus

[13] 1890 Wheaton Aspergillus tracheobronchitis

[14] 1891 Ross Renal aspergillosis

[15] 1891 Zarniko Maxillary sinus aspergillosis

[16] 1897  Oppe Sphenoid sinus aspergillosis

[17] 1931 Just Cerebral aspergillosis

[18] 1936 Shaw and Warthen Aspergillosis of bone

[19] 1947  Cawley Invasive aspergillosis (probable) complicating
chronic granulomatous disease (with meningitis)

[20] 1950  Zimmerman Native valve aspergillus endocarditis

[21] 1952 Hinson, Moon, and Plummer Allergic bronchopulmonary aspergillosis, definition
of disease

) 1953 Rankin Invasive pulmonary aspergillosis as an opportunistic
infection (during neutropenia)

22] 1955 Zimmerman Invasive aspergillosis in infancy

[23] 1959 Finegold, Will, and Murray Classification of mvasive aspergillosis

[24] 1964 Newman and Cordell Postoperative aspergillus endocarditis

[25] 1966 Milosev et al. Paranasal aspergillus granuloma in Sudan

[26] 1970 Young et al. Comprehensive description of pathology of invasive
aspergillosis, with clinical correlation

27 1983 Katzenstein, Sale, and Greenberger  Allergic aspergillus sinusitis

Tableau 1 : Descriptions historiques et rapports depathologies causées pakspergillus spp.
(d'aprés [28]).

1.3 Caractéristiques mycologiques et facteurs de \nade

1.3.1. Caractéristiques mycologiques
Aspergillusspp.est un champignon cultivable sur les milieux mygajaes standards tel
gue le milieu Sabouraud. La plupart des espéces ishibées par la présence du
cycloheximide. Le milieu de Czapek favorise la fification.
Apres 24 a 48h d’'incubation a 27°C, on voit appegales colonies blanches spiculées qui
deviennent poudreuses et dont la couleur évolue Bvéemps et varie selon I'espece.
L'aspect macroscopique du recto et du verso deldmie permet une orientation rapide du

diagnostic d'espece. Le recto des colonies esigrigpourA. fumigatugFigure 1D) vert-
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jaune pourA. flavus(Figure 1C) noires pourA. niger (Figure 1E) brun-cannelle pouA.
terreus (Figure 1M) vert foncé pourA. nidulans,beige clair, jaunes et roses podr
versicolor(Figure 10) Le verso de la colonie est habituellement incofojaune mais peut

brunir ou rougir avec I'age de la culture.

Figure 1 : Colonies dAspergillus sp aprés 7 jours d'incubation a 25°C sur milieu d€zapek (I et J sur gélose avec
extrait de Malt + 20% de sucrose pendant 14 jours).

A. A. candidusB. A. clavatus C. A. flavus D. A. fumigatusE. A. niger, F. A. ochraceusG. A.
oryzae H. A. parasiticusl. A. penicillioides J.A. restrictus K. A. sydowij L. A tamari M. A.
terreus N. A. ustusO. A. versicolor P.A. wentii.(d'apres [29]).

L’examen microscopique des culturegspergillusspp.permet de mettre en évidence les
caractéristiques de ce genre : des filaments mgre®lnyalins cloisonnés et ramifiés, une
téte aspergillaire composée d'une vésicule avepliedides, parfois des métules, et des
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conidies Figure 2. On parle de téte bisériée s'il y a la présemcmétules et de phialides;
de téte unisériée lorsque seules les phialidesménéentes. La disposition des phialides sur
la téte aspergillaire constitue une aide a lidieation des différentes espéces

d’Aspergillusspp.

Conidies

____ Phialides

Métules

T Vésicule

Conidiophore
\ 4—— (large, non cloisonné) — R

Cellule podale ——

Filament végétatif —
{fin, cloisonné)

Figure 2 : Appareil reproducteur desAspergillus spp.
(d'aprés [30])

1.3.2. Facteurs de virulence
Les Aspergillusspp. ne sont pas majoritaires parmi les champigen'environnement et
A. fumigatusn'est pas l'espece prédominante parmiAspergillusspp. [31,32]. Leur
pathogénicité s'explique par une virulence spéasifiqdes Aspergillus spp. et plus

particulierement &. fumigatusgui est multifactorielle.

Les espéeces Aspergillusspp.impliquées en pathologie humaine sont thermototésan
c'est-a-dire qu'elles sont capables de se déveal@ppe°C, voire plus pouk. fumigatus,

qui survit a des températures supérieures a 5AL [3

La taille des spores A. fumigatusconstitue un facteur de virulence du champignan. E
effet, les spores sont de tres petite taille- 2 um), ce qui leur permet de pénétrer

profondément dans les voies aériennes respirateli@atteindre les alvéoles pulmonaires,
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a la différence d'autres espécessgergillusspp. qui possedent des conidies plus grosses
commeA. flavuset A. niger[33]. Les spores ont la capacité de germer et vont fodaer
vrais filaments, ce qui leur permet d'échapper phlagocytose par les macrophages. En
effet, les spores phagocytées vont germer dangtéplasme des cellules de I'immunité
innée; les filaments ainsi formés vont pouvoir $¥edopper et envahir le parenchyme

pulmonaire pour ensuite disséminer dans I'organjSsje

1.3.2.1. La structure de la paroi
La rigidité de la paroi desspergillusspp., essentiellement constituée d'un réseau de
polysaccharides, notamment de glucanes et de ehitionstitue a la fois une protection
pour le champignon, mais joue aussi un role danirlgence. L'allongement du filament
participe a la perforation des tissus et des éjpitné et la plupart des molécules toxiques
et d'invasion transitent par cette pajgb]. La paroi des conidies présente une couche
hydrophobe, composée d'hydrophobines, qui leur @erde résister aux réponses

immunitaires innées et adaptatiya4,36] et facilite leur dissémination dans I'HiB,37]

1.3.2.2. Les adhésines
Les Aspergillusspp. possedent des protéines d'adhésion, lesiaghégui leur permettent
d'adhérer aux tissus de I'héte, facilitant ainsr Ipersistance et leur croissance pour le
développement d'une pathologie aspergillaire. Léisésines ou lectines se lient aux

récepteurs de I'hote, les ligarjdg], tels que le fibrinogéne, la laminine, l'albumiats,.

1.3.2.3. La production de toxines
Un autre facteur de virulenceAd'fumigatusest la production de métabolites toxiques, dont
le plus connu est la gliotoxine, reconnue égalemactuellement comme possible
marqueur diagnostiqu@9]. Cette toxine est capable d'induire une immunatigion en
inhibant la phagocytose des macrophages et desnuymdaires[40]. Deux autres
molécules, ayant une activité toxique, ont étéitkchezA. fumigatus une RNase (18
kDa) et une hémolysine (30 kDa) entrainant respettent la destruction des cellules de
I'n6te et une lyse des érythrocytes [18].
Certaines souchesAd'flavusont également la capacité de produire une toXafegtoxine,

dont la plus importante est I'aflatoxine B1 patasacité et son potentiel carcinogéne [41].
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1.3.2.4. La production d'enzymes
A. fumigatusest capable de sécréter de nhombreuses enzymes)ymetd des protéases,
des élastases, des phospholipases, etc. qui parti@ la pathogénicité du champignon via
divers mécanismegd8,28,38] La catalase (350 kDa) possede des propriétésxgdtantes
et inactive les espéces réactives de l'oxygéne JR@8duites par les cellules de
I'immunité. A. fumigatugproduit également d'autres molécules capablekiloén les effets

des ROS, comme les superoxydes dismutases.

1.3.2.5. La production de pigments
A. fumigatusproduit un pigment, la dihydroxynaphtalene mélaniresponsable de la
coloration verte des conidies, qui intervient ddaspathogénicité du champignon en
protégeant les conidies des défenses immunitaires I''tbmme, notamment des
macrophages alvéolaires mais également en inhibest ROS [18,36] Ces effets
immunomodulateurs de la mélanine fongique ont ét&its également chdézryptococcus

neoforman$37].

1.3.2.6. La capacité d'angioinvasion
Comme la plupart des champignons filamentedix fumigatuspossede une croissance
polaire, lui permettant d'explorer son environnemanla recherche de nutriments. Il
possede également la caractéristique d'étre un pbaon angiotrophique, c'est-a-dire
qu'aprés avoir pénétré dans les tissus en dissdearépithéliums grace aux enzymes
protéolytiqgues sécrétées, il entre en contact dscendothéliums vasculaires puis les
traversg8] : il s'agit du caractére d'angioinvasion du mygéliaspergillaire expliquant la
dissémination, les complications thrombotiquesashbrragiques au cours de l'aspergillose

invasive.

1.3.2.7. La formation de biofilms
A. fumigatusposséde la capacité de former des biofilms, Imitncore plus I'action des
antifongiqueg42]. Ces biofilms sont constitués par la croissancengeglium a l'intérieur
d'une matrice extracellulaire hydrophobe composéepalysaccharides, hydrophobine,
mélanine, etc[43]. lls participent & la virulence du champignon garconstituent des
foyers de dissémination secondaire par essaimadgegi®ents myceéliens. Ills permettent
eégalement la persistance d'autres microorganismegia de structures mixtes, fongiques

et bactériennes.
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1.3.2.8. Le caractere allergisant
A. fumigatusproduit également de nombreux allergénes (nomnsgsfA a Asp f34) qui
interviennent dans la physiopathologie des aspesgi allergiques telles que I'ABPA, en
déclenchant une réaction d'hypersensibilité de typiéet IV avec la production d'lgG et

d'IgE spécifique§44].

2. Physiopathologie des aspergilloses

La contamination paAspergillus spp. se fait essentiellement par les voies aérgenne
(tractus respiratoire) aprés inhalation quotidiedeeplusieurs douzaines ou centaines de
spores dAspergillusspp. en suspension, la concentration de sporesgitgees dans I'air
variant entre 0-85 cfu/frselon les saisor{@5]. Elles sont bloquées mécaniquement, puis
éliminées par les cils mucociliaires avec la préidmc de mucus s'opposant au
développement du champignon : il s'agit de la af@ie mucociliaire. Le systeme
immunitaire, via les macrophages alvéolaires eptdgnucléaires neutrophiles, détruit les
conidies résiduelles. En effet, les macrophagestitoant la premiére ligne de défense de
I'hbte en éradiquant les spores inhalées ; tandis lgs polynucléaires neutrophiles
détruisent les filaments mycéliens par productiopesoxide d'entités oxygeénées toxiques
pour le champignon46]. Via linhalation de spores, les poumons ainsi tpge voies
aériennes supérieures (bronches, sinus) sont lexigales localisations d'atteinte

aspergillaire.

2.1 Aspergillose invasive (Al)

Chez les patients immunodéprimés ayant un défioitctionnel ou quantitatif des
macrophages ou des polynucléaires, les sporesgikgrrs inhalées s'installent dans les
alvéoles pulmonaires pour se développer (bourgepmhemettre des filaments [7,8,33].
Chez I'hbte immunodéprim@spergillusspp. exprime son tropisme vasculaire, aboutissant
a linvasion des vaisseaux sanguins par les filésnerycéliens, puis a une thrombose
vasculaire et une hypoxie tissulaire, et dans ertgas une dissémination par voie
hématogene a tous les organes et tissus (cerveiay foie, peau,etc.) (Figure 3). Il en

résulte des localisations secondaires de linfectiepuis le compartiment sanguin. La
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prise en charge des aspergilloses invasives deitl&tplus précoce possible compte tenu
de la sévérité de la maladie.

Corticosteroid-induced immunosuppression:
PMN recruitment and tissue damage

e

Basement

membrane
Ciliated cells

P

Sporulation Inhalation of airborne conidia Conidial germination in
absence of sufficient
pulmonary defenses

Neutropenia:
excessive hyphal growth and dissemination

Figure 3 : Cycle infectieux dA. fumigatus.
Aspergillusest ubiquitaire dans I'environnement, sa repraooiiesexuée conduit a la production
de conidies en suspension dans l'air. L'inhalatesconidies par certains groupes de patients
immunodéprimés entraine leur installation dangkutpulmonaire, leur germination et soit leur
contréle par les polynucléaires neutrophiles awecgignes d'inflammation (chez les patients
traités par corticothérapie) soit une croissanceritrélée des hyphes avec un défaut de
polynucléaires neutrophiles et, dans certainswas dissémination (neutropénie). (d'aprés [33])

La contamination peut également se faire par l'afitation (en prévention chez les

patients a risques, il est recommandé d'avoir dmeeatation stérile, c'est-a-dire sans
spore).
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2.2 Asperqilloses Pulmonaires Chroniques (APC) et ferme

d'hypersensibilité

Les différentes manifestations cliniques décritbezcI’homme sont souvent liées a la

réponse immunologique de I'héte contre les antig@hespergillusspp.

2.2.1. APC
Les formes d'APC sont liées a la persistance desespAspergillusspp. qui, via les
filaments mycéliens, colonisent et infectent lsdipulmonaire préalablement endommagé
par une pathologie pulmonaire. Une fois installésdie tissu pulmonaire, le champignon
se développe et peut soit former une simple baltgifjue, soit envahir le parenchyme
pulmonaire et créer des cavités et expanguins
Les manifestations cliniques des APC varient sismpathologies sous-jacentes de I'hote

et son statut immunitaire.

2.2.2. Formes d'hypersensibilité
Les formes d'hypersensibilité se développent suitene réponse immunitaire exacerbée
secondaire a un inoculum important de spores adlpéas inhalées. L'accumulation des
spores dans l'appareil broncho-pulmonaire est sdulrée a un défaut de clairance
mucociliaire d'ordre génétique (mucoviscidose)iéa & une pathologie pulmonaire.
L'ABPA, entité la plus importante des formes d'hgeasibilité, apparait suite a un défaut
de clairance mucociliaire (liée principalement aasthme ou une mucoviscidose, mais
aussi a une BPCO). Les spores aspergillaires parsiglans l'arbre bronchique se
transforment alors en filaments qui alterent laribeg épithéliale et produisent des
protéines et allergénesAd'fumigatus(Asp f1 a Asp f34). Ceux-ci induisent une réponse
Th2 par les cellules CD4, avec la synthése etdeéen de cytokines pro-inflammatoires
(IL-4, IL-5, IL-13) mais également la synthese Glgt d'IgE spécifiquesAl’ fumigatusla
dégranulation des mastocytes et une hyperéosin@pheisponsables des symptdomes de
I'ABPA (Figure 4)[47-49].
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SECTELIONS VisqUeuses

l Croissance des hyphes

Liberation d'antigenes et d'exoprotéases

|

Clairance mucociliaire anormale,
Lesions de la barriére épithéliale des
voies respiratoires,
Activation du systéme immunitaire inmé

r

Libération de cytokines et chemaokines

Afflux de cellules inflammatoires

Réactions de phase précoce et tardive

b

cellules présentatrices d'antigénes

b

Réponses des cellules-T ThZzssThi
Libération de IL-3, IL-5, IL-13
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Cytokines, chemokines,
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Ecsinophiles, mastocytes, neutrophiles,
Cellules-T, épithelium des voies respiratoires

* augmentation des taux d'IgE {totales et specifiques &4 fumigatus)
* Inflammation pulmaonaire éosinophile
* Lésions tissulaires essentiellement liées aux Sosinophiles
* Remodelage des voees respiratoires

Figure 4 : Schéma représentant la physiopathologige I'ABPA.
(d'apres [48])
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D'autres formes d'hypersensibilité liéedspergillusspp., moins communes que I'ABPA,
ont été décrites : il s'agit de l'asthme aspeigillallergique, l'alvéolite allergique
extrinseque, la sinusite aspergillaire allergiqgue emcore la bronchite aspergillaire. La
physiopathologie de ces formes d'’hypersensibilie complexe et n'est pas totalement
élucideée.

Brievement, l'asthme aspergillaire allergique est teaction d'hypersensibilité de type I,
médiée par les IgE [50].

L'alvéolite allergique extrinséque est, quant &,eline manifestation clinique liée a
I'exposition répétée a des concentrations imparsadfspergillusspp. [13] L'existence
d'un facteur génétique impliqué dans cette patliwlegt probable puisque seulement une
partie de la population exposée est touchée. Laippgthologie implique a la fois une
réponse cellulaire et une réponse humorale avechypersensibilité de type Il et IV a

Aspergillusspp. [51,52].

2.3 Autres formes chronigues

Dans certaines situations, on peut observer desxtiohs locales paAspergillusspp.,
telles que des infections cutanées par contammatixogene (plaies, bralures), des
atteintes auriculaires (otomycoses) ou encore desntes ophtalmiques (kératites),

manifestations qui apparaissent souvent apresasimnltraumatique.
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3. Pathologies sous-jacentes, facteurs favorisantségidémiologie

Aspergillus spp. est a l'origine de nombreuses pathologiez ¢hemme. Le systeme
immunitaire de I'h6te est souvent un déterminantadeathologie développéEeigure 9.

Inhalation

of spores

Immunity
Unsuitable? Asymptomatic
[ ] cavity

Necrotising - Invasive
aspergillosis aspergillosis
;O

¥ ¥
e Bronchitis Gspergilluma [ Cauit_ary ]
¢ [ ] aspergillosis
ABPA HSP

HSP = Hypersensitivity pneumonitis ou alvéoliterdique extrinséque
Figure 5 : Formes cliniques des infections bronchapmonaires aAspergillus spp., selon le statut immunitaire de

I'héte.
(d'apres [3])

3.1 Pathologies sous-jacentes et facteurs favorisants

Les facteurs favorisant une aspergillose sont enmgmentaux, locaux ou généraux liés a
I'hote.

Lorsqu'on observe une augmentation des sporesgidkpers dans un environnement, le
risque de colonisation ou de développement d'uribolmayie aspergillaire chez I'héte
évoluant dans cet environnement est augmenté.

Les facteurs locaux liés a I'hn6te rassemblent dimiide des affections, pathologies sous-
jacentes ou antécédents d'infections pulmonairepepvent altérer les défenses locales de

I'nGte, a savoir l'altération des cellules épitlés ou des cils mucociliaires.
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Les facteurs généraux liés a I'hGte sont surtotrbueés dans les cas d'aspergillose
invasive puisque ceux-ci alterent le systeme immainei de I'h6te.
Des prédispositions génétiques seraient décrites s formes d'’ABPA et les formes

d'hypersensibilité mais nécessitent d'étre confsri83].

3.1.1. Al

L'augmentation des spores aspergillaires dansil@mement a été décrite comme facteur
favorisant une Al notamment dans les services dit@ogie avant qu'ils ne soient
controlés sur le plan de la contamination aérigmaredes champignons ou encore lorsque
des travaux sont effectués a proximité d'un hofagl

Les facteurs généraux favorisant une Al sont lié$akeration sévere du systéme
immunitaire de I'h6te. Il s'agit de la neutropépiefonde, de la corticothérapie prolongée,
du déficit en NADPH-oxydase, des traitements pamudthérapie, des transplantations
d'organes solides et greffes de cellules soucless thrapeutigues immunosuppressives
[33,55]. L'Al a également été rapportée récemment chegdesonnes atteintes de BPCO et

traitées par corticothérapjiel].

3.1.2. APC et formes d'hypersensibilité
La colonisation bronchique des patients immunocdemtg, dont la définition n'est pas
consensuelle, a été rapportée comme pouvant étpeédrequis au développement d'une
pathologie aspergillaire; certains auteurs conaimtéméme ces patients comme des
maladeg56]. Il est en effet difficile de faire la distinctioentre une colonisation et une
réelle infection; il faut pour cela s'appuyer sarfaisceau d'arguments prenant en compte
I'ensemble des facteurs prédisposants, résul@tsmiues et mycologiqugs7].
Les facteurs locaux jouant un réle dans le dévelopmt d'aspergillose chez
I'immunocompétent sont nombreux et varient seldgde d'aspergillose.
Si I'on considere les cas d'aspergillomes, dAPCGAPCF, les principales pathologies
sous-jacentes ou antécédents pulmonaires rappsotésia tuberculose, les infections a
mycobactéries atypiques, 'ABPA, la BPCO et I'engéimye, la sarcoidose pulmonaire, un
antécédent de cancer pulmonaire, [@d].
Les formes d'APCN sont décrites chez des patierdseptant une immunodépression

modérée ou localisée; les pathologies sous-jacaajgsortées sont essentiellement la
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cirrhose, le diabete, la sarcoidose, les pathaogigo-immunes, une corticothérapie a

faible dose prolongée mais également la dénutrj&igh

Dans les formes d'hypersensibilité telles que I'ABRs facteurs favorisants décrits sont
principalement I'asthme et la mucoviscidose, camakt qui permettent la persistance des
conidies dans les voies respiratoires et donc dgweloppement en filaments. Dans de
rares cas, la BPCO a été rapportée comme pathaogsejacente de I'ABPA [50].

Des facteurs génétiques semblent prédisposer a ABRA ou a une aspergillose
allergique, tels que certaines mutations du géen€RCéu encore certaines molécules du
complexe majeur d'histocompatibilité de type Il thtroment HLA-DR). Cependant,
I'implication de ces prédispositions génétiquessdinsurvenue d'une ABPA ou autre

forme d’'hypersensibilité n'est pas certaine etsgtged'étre confirmée [48,49,53].

3.2 Epidémiologie

3.2.1. Al
Les Al sont décrites chez des patients séveremmamiunodéprimés. Les données
concernant I'épidémiologie de ces infections ontvent étés rapportées chez les patients
traités pour une leucémie aigiile myéloide avec nddence des Al de 4,4% a 8% [59—
61]. Chez les patients allogreffés de cellules Beadhématopoiétiques, une incidence des
Al de 2,5% a 12% a été rapporti@es0]. Chez les greffés d’organes solides, on retrouve
une incidence des Al entre 0,3 et 4,8% [5].
La létalité des Al est parmi les plus importantes dhfections fongiques invasives et
atteint 28.5% dans les données francaises re@sedhtre 2001 et 20162].

3.2.2. APC et formes d'hypersensibilité

3.2.21. APC
La prévalence des différentes formes d'APC n'est napportée précisément dans la
littérature. Des études récentes ont estimé qpeéhaalence sur 5 ans des APC apres une
tuberculose pulmonaire varie entre <1/100 000 emfude I'Ouest et aux Etats-Unis et
42.9/100 000 au Nigéria et en République Démoaratdy Congo [63,64].
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La tuberculose et autres infections a mycobactétigsiques, antécédents pulmonaires les
plus souvent décrits, sont retrouvées dans 309ABEset jusqu'a 93% en Corgg.
L'ABPA est une pathologie sous-jacente décrite dd8s des APC [4].

3.2.2.2. ABPA

La prévalence de 'ABPA varie de 1 & 15% chez l$epts atteints de mucoviscidose et
de 1 a 2% chez les adultes asthmatiques [1,20,45;487]. Deux études européennes ont
montré que la prévalence de I'ABPA difféere conaligment selon le pays considéré
[1,66], les méthodes et criteres diagnostiques étardrdiifs. En France, une prévalence de
7.4% a 17.7% a été rapportée chez les patientmtattde mucoviscidos§l,66]. Les
criteres utilisés en France pour le diagnostic ' ABRA au cours de la mucoviscidose
semblent efficients puisque le taux d'’ABPA déclast tres proche du taux d'ABPA

théorique estimé dans une population de référetjce [

4. Clinique et classification

4.1 Patient immunodéprimé

La principale porte d'entrée des spores aspergidlaégtant les poumons, le patient
immunodéprimé développe une aspergillose pulmonavasive (API) dans 80-90% des
cas [28].

Les symptomes de I’API sont non spécifiques maimspgrennent une toux, une dyspnée, de
la fievre, des douleurs thoraciques et des hémigsty28].

Le caractére angioinvasif de I'Al s'observe primdgment chez le patient neutropénique
(PNN<100/mn) [68], qui se traduit par une hémoptysie, conséquencka derombose
vasculaire et de I'hémorragie péri-lésionnelle.fieare prolongée peut étre le seul signe
clinique chez le patient neutropénique.

La forme bronchoinvasive se retrouve surtout clegzaltient non neutropénique allogreffé
sous traitement immunosuppresseur pour une réattigmeffon contre I'hotgg8]. Elle est
caractérisée par un développement fongique limnénfiltrat granulomateux, une nécrose
tissulaire et une réponse inflammatoire exces€)ette forme aboutit & une destruction de

la paroi bronchiolair¢s8].
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Il faut penser a évoquer une aspergillose invasivez un patient tres immunodéprimé qui
présente une fievre persistante sous antibiotreeafarge spectre depuis plus de 48h. Tout
patient chez qui une aspergillose invasive estestiép doit alors bénéficier le plus
rapidement possible d’'un scanner thoracique, adharche de signes évocateurs tels que

signe du halo, croissant gazeux, et de recherclieslogiques (Figure 6).

A

Figure 6 : Scanner pulmonaire montrant un nodule agc signe du halo révélant une aspergillose angioiasive
chez un patient atteint de leucémie aigiie.
(d'aprés [68])

D'autres formes d'Al sont décrites chez le patiemhunodéprimé comme l'aspergillose
trachéobronchique ou la sinusite aspergillaire shwa

A partir de ces sites primitifs, I'Al peut dissémiiret former des localisations secondaires
dont les principales sont le cerveau et la jeau

L’aspergillose invasive chez les patients sévereérnmemunodéprimés ne fait pas I'objet
d’'un développement dans ce travail qui concerngidgnostic des formes chroniques et

allergigues de 'immunocompétent.

4.2 Patient imnmunocompétent

4.2.1. Colonisation bronchique
Il s’agit de la présence du champignon dans legsveespiratoires sans dommages
apparents sur le tissu pulmonaire ni signe clinispécifique. Les facteurs prédisposant a
la colonisation aspergillaire des voies respira®irsont la BPCO, l'asthme, la
bronchectasie, la bronchite chronique, la mucod@s®, ['utilisation prolongée

d’antibiotiques a large spectre et la malnutrifitsj.
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La définition de la colonisation aspergillaire esntroversée et aucun consensus n'a été
établi. Elle est définie par certains auteurs contensimple présence Aspergillusspp.
dans les prélevements respiratoirgs7]. D'autres équipes la définissent plus
rigoureusement avec l'isolement répéfesgdergillusspp. dans un prélévement respiratoire
(> 2 prélevements positifg)63,69,70] Il n'existe pas de recommandation concernant
I'indication d'un traitement antifongique chez pasients colonisés.

Le risque de développer une pathologie aspergillaiite a une colonisation dépend

essentiellement du statut immunitaire de I'héte.

4.2.2. APC et formes d'hypersensibilité
Nous nous intéressons dans ce mémoire aux aspseegill pulmonaires chez

I'immunocompétent ainsi qu’a leur diagnostic.

42.2.1. APC
L’héte non immunodéprimé peut développer une AP{pgqut prendre différentes formes
[10,71]:
» Aspergillome simple
» Aspergillose pulmonaire chronique cavitaire (APCC)
» Aspergillose pulmonaire chronique fibrosante (APCF)
» Aspergillose pulmonaire chronique nécrosante (APENA)I subaigiie ou semi-

invasive

A noter que les aspergilloses pulmonaires sontedétes cliniques proches les unes des
autres et un patient peut évoluer d'une forme aauwtes, ou encore présenter plusieurs
formes intriquées. Les formes chroniques évoluenidant plusieurs mois, voire années.
Les manifestations cliniques observées ne sonspésifiques de l'aspergillose. Selon la
localisation de I'aspergillose et le stade d'avarere de la maladie, on peut retrouver des
manifestations cliniques telles que altération d@tatl général, fievre, toux, dyspnée,

douleur thoracique, hémoptysidsl0].

Les images radiologiques observées sont non pabthogmiques mais permettent
d'évoquer l'aspergillose. La tomodensitométrie etefl les images observées sur la
radiographie mais permet de mieux apprécier lesnaties pulmonaires décrites (par une

meilleure résolution de contraste mais égalemabsdénce de superposition anatomique) et
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constitue un élément clé dans le diagnostic deergdipses. Elle permet en effet
d'observer l'aspect pseudo-tumoral, I'épaississenhen parois des cavités, des images
hydro-aériques, des bronchectasies, des infiltcas,aspects d'emphyseme ou de fibrose,
etc. mais également d'autres signes évocateugedose tels que des consolidations,
des cavités ou des nodules périphériques.

La TDM est également intéressante pour suivre lliéom des patients.

4.2.2.1.1. Aspergillome simple

L'aspergillome se forme en général sur une cavitétante (séquelles de tuberculose,
cancer, sarcoidose pulmonaire chronique, spondgditeiankylosante, emphyséeme, etc.)
[4,10,72] Aspergillus spp. colonise la cavité pour former une "truffe eagplaire”,
constituée d'une masse de mycélium fongique, dalelinflammatoires, de fibrine, de
mucus et de débris cellulairggs,74] A. fumigatusest I'espéce la plus souvent impliquée
dans les aspergillomes. L'aspergillome peut seliseraa différents niveaux (selon la
cavité préexistante) : sinusien, pulmonaire ounalel.orsque la cavité est aérée, on peut
observer une sporulation asexuée, avec des cohumliep se développant sur le mycélium,
des tétes et conidies aspergillaires.

L'aspergillome simple est stable, sans progresgandant plus de 3 mois, sans signes
clinigues majeurs généraux. La symptomatologie'apérgillome n’est pas spécifique,
les patients sont généralement asymptomatiquesadtimation majeur de I'état général,
cependant, des hémoptysies sont souvent décries @s patient§4,10,72] On peut
eégalement observer une toux chronique productive.

L’aspergillome est souvent caractéristique a lievagy I'aspect "en grelot” est retrouvé
dans la majorité des cas. On observe une opacitépant une cavité qui est souvent

entourée d’'un "croissant gazeusidure 7.
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Figure 7 : Scanners de patients présentant un aspglome

(image du grelot aspergillaire et du croissant gaye
(d'apres [73,75])

L’aspergillome simple est unique. Les formes midspet bilatérales sont regroupées sous
le terme d’APC(10,76]

42.21.2. APCC

Anciennement appelée aspergillome complexe, ilis'@ég formations et expansions de
multiples cavités, dont certaines peuvent contdes balles aspergillaires évoluant depuis
plus de 3 moi$4,10,77] Le patient présente une altération de I'état géé&ec une perte
de poids, une asthénie, de la toux des hémoptysies la fievrd4].

La physiopathologie de 'APCC débute avec une i@agranulomateuse et une nécrose
tissulaire entrainant une destruction du tissu puobre et la formation de cavités.
L'APCC est caractérisée par une bronchectasieidéealla présence de multiples cavités,
une réaction inflammatoire et une fibrose. Si elles sont pas traitées, ces cavités
s’étendent pour se rejoindre et des balles fongigeevent apparaitre.

L'APCC montre a l'imagerie de multiples cavitéstoarées d’un liseré inflammatoire et
d'infiltrats péri-cavitaires. Ces cavités peuvenhtenir ou non une balle aspergillaire
(Figure §. Elles progressent pour ensuite former une sgiaede cavité ou évoluent vers
la fibrose[4,10,77] Cette progression est généralement observéasypariode supérieure

a 3 mois.
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(A)

Figure 8 : Imagerie d'APCC

A et B : Radiographie et scanner d'un patient présénine APCC avec des antécédents de tuberculasemaite. On
observe de multiple cavités avec un aspergillomeigeau du lobe supérieur droit. (d'aprés [77]). Scanner d'un

patient présentant une APCC. (d'apres [73]).

4221.3. APCF

L'APCC peut évoluer vers une fibrose pulmonaireesive : on parle alors d'APCF. La
fibrose peut étre limitée a un lobe supérieur arsak’étendre a toute I'aire pulmonaire
entrainant une altération de la fonction pulmonpdre0]. Les principales manifestations
cliniques comprennent une altération de ['état gégnavec une toux productive, un
amaigrissement, des hémoptysies et une dyqpriega

L'APCF est caractérisée par une fibrose majeuliggau étre limitée a un lobe ou alors

s'étendre a tout I'hémithoraidure 9 Figure 10.
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.

Figure 9 : Scanner d'un patient présentant une APCF
(d'apres [73])

(A) (B)
Figure 10 : Radiographies d'un patient présentant ne APCC (A) (Juin 1994) qui a évolué en APCF (B)
(Septembre 1997).
(d'apres [10])

(A) : Mise en évidence d'un aspergillome au minimarac une balle fongique entourée du signe du halpatient n'a
pas recu de traitement antifongique.

(B) : Détérioration avec élargissement des cavéggnsion de la fibrose du lobe inférieur et préseatiun épanchement
pleural. Possibilité de la persistance d'une Hahgique avec le signe du halo dans la zone moyganehe. Le patient

n‘a pas recu de traitement antifongique.
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42.2.1.4. APCN

Le développement de I'APCC en APCN est liée a Begmon des cavités préexistantes et
est retrouvée chez les patients avec un systemaeirnitaire légerement affaibli, tels que
ceux traités par faible doses immunosuppressivesdigoides, ceux ayant une pathologie
pulmonaire sous-jacente ou ceux ayant des co-mté#bitklles que diabéte, alcoolisme ou
cirrhose hépatiquit,10,78] Du fait de cette immunodépression modéree, 'ARUblue

sur un mode subaigu, plus rapidement que les alamees d'APC, en quelques semaines,
généralement entre 1 et 3 mois : on parle alorfordee semi-invasive ou d'aspergillose
invasive subaigu@t,10]. On considere cette entité clinique comme un inéeliaire entre
APC et Al. Les premiers cas d’/APCN ont été degaisBinder en 198158] et Gefter en
1981[79].

Le début est insidieux et progressif, marqué paphrition de signes évocateurs tels que la
fievre, la toux chronique productive, des hémoptysune dyspnée, un amaigrissement et
une altération de I'état généfab,77,78] Contrairement a l'aspergillome, le parenchyme
pulmonaire est envahi localement par le champiglesrfjlaments aspergillaires entrainant
des lésions inflammatoires. La présence de cavééxjstante n'est pas nécessaire (méme
si une cavité avec une balle fongique peut se dgpel secondairement a la destruction
du tissu pulmonaire par le champignon). L'invasiasculaire paAspergillusspp. n'est
pas retrouvée dans I'APCN, a la différence de I'Al.

La tomodensitométrie permet de mettre en évideeseirfiltrats plus ou moins excavés
avec apparition de nouvelles cavités ou extenséscdvités préexistantes.

L'évolution de 'APCN dépend de la précocité ditdraent, de I'immunité de I'néte et de
I'extension des Iésiori80].

Lors d'APCN, on observe initialement sur lI'imagelés infiltrats et consolidations dans le
lobe supérieur ou sur le segment supérieur du iltdeieur associés a une bronchectasie
(Figure 13 [10,75,77] Les consolidations évoluent pour former des éavitpres plusieurs
semaines ou moi81]. On peut également voir une balle fongique, mala dépend du
stade d'évolution de la maladie. L'épaississemeitd garoi pleurale adjacente est souvent

décrit.
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(B) —
Figure 11 : Images d'APCN.
(A) : Consolidation du lobe supérieur droit avecrtmtoectasie. (B) : Méme patient 7 mois plus tardcolasolidation
initiale évolue progressivement vers la formatiamd cavité.
(d'aprés [75])

4.2.2.2. Formes d'hypersensibilité

Lorsque le patient présente des facteurs favodasaonme un asthme, une BPCO ou une
mucoviscidose, etc., il peut développer des formddses d’hypersensibilité qui se
manifestent par :

- un asthme allergique,

- une aspergillose broncho-pulmonaire allergichieRA),

- une alvéolite allergigue extrinséque.

Les aspergilloses allergiques résultent de [I'exijposiaux protéines et allergenes

d'Aspergillusspp. entrainant chez I'héte une réponse d'hypsbsiEe.

4.2.2.2.1. ABPA
Aussi appelée maladie de Hinson-Pe[g/g82] elle touche principalement les patients
avec un terrain propice (asthme, mucoviscidosefatibn des bronches, BPCO). Il s’agit
d'une pathologie pulmonaire allergique causée pa hypersensibilité aux antigénes
aspergillaires. Le diagnostic, chez ces patienéslipposés, reste difficile et est souvent
évoqué lors d’exacerbation des signes cliniquesocass a des signes biologiques
d’hypersensibilité immédiate (type I) et semi-rdtse, réaction Ag-Ac (type ).
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Chez les patients asthmatiques, les exacerbatidié se manifestent par une dyspnée
fébrile, des douleurs thoraciques, une toux pradeictt une altération de I'état général
[47]. Les patients asthmatiques sont souvent asympitumeata distance des exacerbations
car ils sont contrélés par leurs thérapeutiqudsagi cours.

L’ABPA débute, en phase aigle, avec des manifesttsthmatiformes séveres avec des
siflements, des épisodes de malaise, une fievney perte de poids, des douleurs
thoraciques ainsi qu’'une toux productive, parfossogiée a des hémoptysies. Lorsque
'ABPA devient chronique, le patient développe um@nchectasie, une fibrose et la
production d’expectorations purulentes, contenanfiois des éosinophiles, des cristaux de
Charcot-Leyden ou encore des éléments fongifRids Une ABPA non prise en charge

peut causer des dommages pulmonaires irrévergli@schectasies, fibrose).

Les criteres diagnostiques d'’ABPA chez les patiratsatteints de mucoviscidose ont été
largement décritf83] et réactualisés en 20§4¥], les criteres essentiels incluent :
* un asthme
* une réactivité cutanée immédiateAapergillusspp ou des taux seriques
élevés d'IgE spécifiques ami-fumigatus
* des taux sériques d'IgE totales > 1000 Ul/ml
associés a 2 criteres parmi les 3 suivants :
» la présence de précipitines ou d'lgG aAtifumigatugians le sérum
» des anomalies radiologiques concordantes avec @®#AAconsolidation,
nodules, opacités, bronchectasie centrale, etc.)
« un taux d'éosinophiles > 500/mimchez les patients non traités par

corticoides.

Cing stades d’ABPA ont été décrits par Pattef8dhchez les patients atteints d'asthme et
d'ABPA [49,84] et ont récemment été repris et précisés par Adata. en 6 stadept7] :

» stade 0 : phase asymptomatique : le patient preasamtasthme contrélé et n'a
jamais eu de diagnostic d'ABPA, mais remplit leiteces diagnostiques d'ABPA
(ci-dessus).

» stade | : phase aigle, caractérisée par un asthoomtidlé et des symptomes
pulmonaires. Le patient n'a jamais eu de diagnad#dBPA, mais remplit les
critéres diagnostiques,
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» stade Il : phase de réponse : amélioration det I'éiaique (résolution des
symptomes et contrdle de I'asthme), amélioratianinkages radiologiques, le taux
d'IgE totales chute(25% en 8 semaines),

» stade lll : phase d'exacerbation : détériorationiquie ou radiologique avec une
augmentation des IgE totale$0%,

» stade IV : phase de rémission : amélioration pgéende la clinique et de
I'imagerie associée a un taux d'IgE totales égahfauieur au taux initial sur une
période> 6 mois (en I'absence de traitement par corticpides

» stade V : phase de cortico-dépendance : le patigntépendant aux corticoides
pour contrbler sa pathologie.

Le diagnostic d'ABPA est souvent fait a ce stade.

» stade VI : phase avancée de I'ABPA: phase termuhalia pathologie pulmonaire
avec une insuffisance respiratoire et/ou un ccebmgnaire associée a des images
radiologiques de fibrose. Peu de patients évolverst ce stade.

L'ABPA est également une complication retrouvéezdbe patients mucoviscidosiques et
y est associée a une détérioration des fonctiomagmnaires, un fort taux de colonisation
bactérienne, des pneumothorax, des hémoptysiesvesst un statut nutritionnel altéré
[48].

L’élément important qui intervient dans la pathagi#é de 'ABPA chez ces patients est la
forte exposition aux allergenesAdpergillusspp. en raison d’'une sécrétion importante de
mucus stagnant dans les voies respiratoires. lgndsiic d’ABPA chez ces patients est
difficile puisque les manifestations cliniques sosimilaires a celles liées a la

mucoviscidose.

Les recommandations de la Conférence de Consers2303[49] définit 'ABPA chez les
patients atteints de mucoviscidose par les 5 estarajeurs suivants :
» détérioration aigué ou subaiglie des fonctions ragpies, non attribuable a
une autre cause
» taux d'IgE totales sériques > 1000 Ul/ml
* réactivité cutanée immédiateAapergillusspp. mise en évidence soit par un
prick-test positif aux antigenesAgpergillusspp. soit par la présence d'IgE

spécifiqgues antA. fumigatus

38



» présence de précipitinesAd'fumigatusou d'lgG antiA. fumigatusdans le
sérum

e présence d'anomalies récentes ou nouvelles a &meag infiltrats
pulmonaires, bronchectasie centrale, stagnation ndeus, etc. sans

amélioration apres traitement antibiotique.

L'isolement dAspergillusspp. dans des prélevements respiratoires faitepdées criteres
mineurs pour le diagnostic d'ABPA [48,49].

Les signes radiologiques sont souvent absents damse ABPA. On peut cependant
observer des infiltrats transitoires, des nodutles, consolidations, des accumulations de

mucus et une bronchectasie centfaie75].

Figure 12 : Images d'ABPA.
(b,c) : bronchectasie bilatérale sub-segmentateplie de mucus. (e) apres traitement : la bronelsézpersiste mais le

mucus a disparu. (d'aprés [75])

4.2.2.2.2. Asthme aspergillaire
L’asthme aspergillaire est un asthme provoqué suige d’'une exposition prolongée aux
spores aspergillairg$3,50]. Les symptébmes nasaux observés ressemblent auone rsuivi
d’une toux et d'une respiration sifflante.
On observe souvent des signes d’hypersensibiliédiate avec la présence d’IgE

spécifiques et des tests cutanés positifs.
4.2.2.2.3. Alvéolite allergique extrinseque

L'alvéolite allergique extrinseque, ou pneumopathiig/persensibilité, peut étre d'origine

professionnelle ou non. Trois formes cliniquesé&tBtdécrites :
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- la forme aiglie avec un syndrome pseudo-grippat, toux seche, une dyspnée et des
rales crépitants bilatéraux apparaissant 4 a 8ésdjgxposition. Cette forme semble liée a
I'exposition intermittente a des antigénes asgdangb. Les symptdmes persistent environ
12 h et sont spontanément réversibles.

- la forme subaiglie avec une asthénie, un amaggnisst, une toux chronique, une
dyspnée et un syndrome interstitiel.

- la forme chronique, liée a la répétition des esfpans, qui est une forme évoluant vers

I'insuffisance respiratoire chronique par fibrosénponaire[51,52].

Cette entité n'a pas été prise en compte dans gaige car elle constitue une forme

clinique particuliére et concerne un faible nomibegoatients.

4.2.2.2.4. Autres formes allergiques

» Sinusite aspergillaire allergique

La sinusite aspergillaire allergique se développgénéral chez I'hdte immunocompétent
atopique ou ayant des antécédents d’asthme oulggegmasaux chroniques. Il s'agit du
développement ASpergillus spp. dans le(s) sinus de fagon chronique, sanssimow
tissulaire[85]. On retrouve, comme dans I’ABPA, du mucus conteias €osinophiles,
des cristaux de Charcot-Leyden et des filamentgifues, mais I'atteinte est sinusienne.
Les principaux signes cliniques sont des céphatéesniques, une obstruction nasale et
une rhinite[13]. Le traitement repose principalement sur le dgendes sinus qui suffit

dans la plupart des cas.

» Bronchite aspergillaire

Il s'agit d'une infection rare, locale et supedi@. Les patients présentent des
prélevements positifs poulspergillus spp. (culture ou sérologie) mais sans atteinte
pulmonaire parenchymateuga]. Les manifestations cliniques observées lors dadhite
aspergillaire sont non spécifiques. La muqueusendiiique est inflammatoire et les
patients présentent une hyperthermie, une dyspdés, douleurs thoraciques, des
hémoptysies avec ou non une altération de I'éta¢érgé La bronchite aspergillaire peut

étre responsable de la persistance de symptonmesteses.
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4.2.3. Autres formes non pulmonaires

Aspergillusspp. peut également étre responsable d’aspergiliose pulmonaires comme

par exemple :

» des sinusites aspergillaires non allergiques "agisd'une atteinte locale du sinus
avec production de balle fongique [13].

» des otomycoses : il s'agit d'une atteinte aurigelaifavorisée par des lésions
préexistantes du conduit auditif externe et I'usémml de corticoides. L'agent
étiologique le plus souvent impliqué éstniger.

» des atteintes oculaires : il s’agit le plus souveatkératites aspergillaires post-
traumatiques, a la suite de projection d’objetsIEsudans les yeux.

» des atteintes cutanées, le plus souvent retrowresles grands bralés.

4 .3 Classification

Smith et Denning ont catégorisé en 2011 les diffia®formes cliniques d'AP[&,10]. Les

criteres de classification établis reposent sunséenble des arguments cliniques,

radiologiques et biologiques.

>

L'aspergillome simple est défini comme la présesicmiltanée (a I'imagerie ou en
histologie), d'une balle fongique a l'intérieurrsiucavité unique et d'une preuve
sérologique et/ou microbiologique de l'implicatidAspergillusspp. Il n'existe pas

d'altération de I'état général et aucune progressil'aspergillome n'est observée

sur au moins 3 mois.

L'APCC est décrite comme la présence d'une ou aultsicavités, contenant ou
non, une balle fongique, associée a une preuvdogéyoe et/ou microbiologique
de [limplication dAspergillus spp. L'APCC s'observe chez les patients
immunocompétents présentant des symptomes pulnesnair systémiques ainsi
gu'une progression radiologique sur une période mMains 3 mois. Si une biopsie
est réalisée, elle met en évidence des hyphes ghtgiers sur un tissu

inflammatoire, mais ne montre pas d'invasion teselpar le champignon.

41



» L'APCF est déterminée comme la fibrose séveregat@it au minimum 2 lobes
pulmonaires. Elle est consécutive de I'APCC eta@ém&r une diminution des

fonctions respiratoires.

» L'APCN est considérée comme l'aspergillose invasigs patients modérément
immunodéprimés. Elle progresse sur une période @3l mois entrainant des
lésions tissulaires et des anomalies a l'imagendyles, consolidations, etc.). Des
arguments seérologiques (y compris la détection tigames sériques) et/ou

microbiologiques en faveur de la présence du chgmapi sont détectés.

Les arguments seérologiques et microbiologiques @niscompte dans le diagnostic des
CPA sont respectivement la présence de précipimesAspergillusdans le sérum et

l'isolement dAspergillusspp. dans un prélevement respiratoire ou plgLoal

Les critéeres diagnostiques des formes d'hypersétésilbbeposent sur des arguments
cliniques, radiologiques, immunologiques et biofpgis[12,47,83] a savoir la fonction
respiratoire et les EFR, l'imagerie (radiologiearster), les IgG et IgE antispergillus
fumigatus les IgE totales et la réactivité cutanée auxgents dispergillusspp. La
culture des prélevements respiratoires ne faitpaase des criteres diagnostiques car ces
patients sont souvent colonisés par le champigbemlétail des criteres diagnostiques est
précisé plus haut dans ce mémoire.

Baxteret al. a recemment décrit 3 nouvelles classes d'aspegilichez le patient atteint
de mucoviscidose (ABPA, sensibilisation aspergi#laet bronchite aspergillaire) en
utilisant comme marqueurs biologiques la séroldly& et IgE antiAspergillug, la PCR
aspergillaire et l'antigéne galactomannane dans ciegxhats [12]; la culture des
prélevements respiratoires n'étant pas prise erpteomlans les critéres diagnostiques.
Publiée apres le début de notre étude, cette fitagigin n'a pas été utilisée. D'autre part,
une étude dans différents pays, compare la pré&saléméorique d’ABPA (d'aprés une
prévalence de 17% estimée sur une population dzergfe avec les nouveaux criteres
proposés par Baxteet al. [12]), avec les cas réellement recensés dans les resgist
nationaux d'aprés les criteres propres a chaque [dayLe diagnostic d'ABPA en France
semble bien réalisé puisque les cas d'’ABPA recetm#sspondent parfaitement aux cas
théoriques (101.2%), ce qui signifie que les cesédiagnostiques utilisés en France (et

donc dans notre étude) semblent corrects. [1].
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5. Diagnostic biologique des aspergilloses chroniques formes

d'hypersensibilité

Le diagnostic d'aspergillose est difficile et repaur I'ensemble des éléments cliniques,
radiologiques, biologiques et histologiques.

Le diagnostic d’APC repose sur les antécédents gndimes et comorbidités du patient,

I'imagerie, la détection des précipitines (IgGAsdpergillusspp. dans le sérum et/ou la

mise en évidence du champignon en culture darmzdésvements respiratoires.

Il faut éliminer d’autres causes, infectieuses €tohlose, histoplasmose, etc.) ou non

(cancer pulmonaire, sarcoidose, etc.), avant delw@na une APC.

5.1 Criteres mycologiques

5.1.1. Prélevements
L’isolement dAspergillusspp. d’'un site non stérile et potentiellement cmén(tractus
respiratoire, etc.) est d’interprétation délicate deit prendre en compte le contexte
clinique, 'immunodépression et les autres argusbémdlogiques.
Ainsi, pour les prélevements respiratoires, ilpsférable de privilégier des prélevements
protégés comme la broncho-aspiration ou le lavagedhio-alvéolaire. Ces prélevements
font I'objet d’'une recherche mycologique conventielle (examen direct et culture) mais
récemment la recherche d’antigéne galactomannasedue la PCRAspergillusspp. ont
été évoqués comme criteres diagnostigues d’ABPAz che patient atteint de
mucoviscidosé12].
Pour la sérologie (détection des anticorps), lehesthe d’antigénes ou la PCR, des

préléevements sanguins (sérum) sont réalisés.

5.1.2. Examen direct
Une coloration, permettant de mettre en évidensefilaments mycéliens, comme le
Gomori-Grocott, est réalisé¢rigure 13) Les filaments aspergillaires sont hyalins,
cloisonnés (a la différence des mucorales), ramifigec des angles aigus. Les tétes
aspergillaires sont exceptionnellement observéésxamen direct et témoignent d’'une
croissance du champignam vivo au sein d’'une cavité bien aérée (aspergillomesgnu

ou otite externe).
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Figure 13 : Coloration de Grocott mettant en évideoe une masse d’hyphes dspergillus fumigatus (aspergillome).
(d'aprés [86])

5.1.3. Culture
La culture dAspergillusspp. dans un prélevement respiratoire est un examemanque
de sensibilité. Elle est notamment inférieure a Si2#s le liquide bronchiolo-alvéolaire au
cours des aspergilloses chroniqyes,87] La sensibilité de la culture de la broncho-
aspiration est supérieure a celle du lavage brofalailvéolaire[88]. D'autre part, elle ne
permet pas de faire la différence entre une cadiois et une infectiofb7].
Dans les nouveaux critéres proposés pour les adpeeg allergiques chez le sujet atteint
de mucoviscidose, Baxtest al. ne prend plus en compte la culture dans les estér
diagnostiqueq12]. Cependant, la culture est I'élément qui permietentifier I'espéce
d'’Aspergillussp et qui permet de tester la sensibilité auXa@rdgiques (antifongigramme).
Le développement des résistancessgergillusspp. aux antifongiques azolés rend le suivi

des sensibilités de plus en plus nécessaire.

5.2 Détection d'antigenes

Aspergillus spp. possede de nombreux antigenes, qu'ils soient geesen la paroi du
champignon, sécrétés dans le milieu extérieurkmrdis lors de la rupture du champignon.
Les antigénes galactomannane et (BX)-glucane sont isolés de la paroi fongique et
utiles notamment dans le diagnostic des aspergglasvasives. L'Ag galactomannane est
assez spécifique' Alspergillusspp. alors que I'Ag (1-3-D-glucane est un marqueur pan-
fongique : il ne détecte pas uniqueméspergillusspp. mais égalemeandida spp,
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Pneumocystis jiroveciet les autres champignons pathogénes en dehdEsygéococcus
spp. et des mucoralég9,90]

5.3.Sérodiagnostic : détection des anticorps I1gG

La détection d’anticorps type IgG dirigés confrefumigatusdans le sérum est utile dans
le diagnostic des APC et des formes d’hyperseitgbi[10,13] les patients
immunodéprimés développant une réponse humoraefaible. Les 1gG sont utiles au
diagnostic de toutes les formes chroniques etgadjees alors que les IgE artspergillus
ne sont détectées que dans les formes d'hypergeagit?,47] et seront développées plus
loin dans ce mémoire. On s'intéresse uniquemenaaticorps dirigés contr&. fumigatus
car il est I'agent le plus souvent impliqué dassagpergillosel 3,18].

Actuellement en France, la nomenclature des actediologie médicale impose aux
laboratoires la réalisation de 2 techniques poudeétaction des anticorps awti-fumigatus
une technique de dépistage suivie d'une technigueomfirmation si la premiére est
positive [91]. En effet, I'objectif de la technique de dépistagé d'avoir une excellente
sensibilité, afin de détecter tous les maladesji i la technique de confirmation est
d'avoir une excellente spécificité afin de confirnkes vrais positifs et d'éliminer les
eventuels faux positifs du dépistage. La stratatisée en France est donc de coupler une
technique de dépistage (sensible) avec une teahigonfirmation (spécifique).

Les techniques actuellement recommandées pourpistdge des IgG anfi- fumigatus
sont I'hémagglutination indirecte, I'ELISA, l''mmuofiffusion double et I'electrosynérese
[91]. La technique de confirmation réalisée doit étme parmi I'immunoélectrophorése, le
Western-Blot ou la coélectrosynérése avec utibsatil'un sérum de référence positif
[91,92]

Pour une méme technique (ELISA, immunoprécipitgtidrexiste une grande variabilité, a
la fois dans la composition des antigénes utilipésr la détection des IgG ami-
fumigatusy compris pour les techniques commerciales, e tBiméthodes elles-mémes.
De nombreux laboratoires utilisent encore des nuhc« maisons » développées a partir
d’antigenes commerciaux ou a partir d’antigeneproeuction également « maison ». Les
antigenes présentent des différences qualitatitegjuantitatives qui entrainent une

variabilité inter-laboratoire importante. Ceci ebautant plus vrai que la qualité des

45



antigénes "maison" issus de broyat et/ou de fitteatulture tAspergillusspp. dépend de

la durée de la culture du champignon mais égaled®t#a souche 4. fumigatusitilisée.

Les différents antigénes utilisés peuvent étre sigoes, métaboliques ou recombinants.
Les antigenes somatiquesAspergillus spp. proviennent d'un broyat du mycélium du
champignon alors que les antigénes métaboliqudéobtenus par filtrat de cultufe4,93].

Les précipitines, dont la détection est recommarmbde la confirmation d’'un dépistage
positif, sont des anticorps mis en évidence parraaetion de précipitation lorsqu'ils sont
mis en contact avec l'antigéne correspondani. De nombreuses précipitines anti-
aspergillaires ont été mises en évidence dontliesfpequentes sont les arcs C, F, J et M
[14]. Ces précipitines peuvent étre des enzymemclLC est un arc chymotrypsique,
correspondant a la dipeptidylpeptidase V, spéadfigifh. fumigatus.L'arc J porte une
activité catalasique, non spécifigueAd’ fumigatuset retrouvée dans la majorité des
Aspergillusspp. La catalase est une enzyme qui protége lagigaon du stress oxydant
et des dérivés réactifs de I'oxygeAe.fumigatuspossede des catalases liées aux conidies
et d'autres liées aux filamerjst]. La détection de l'activité catalasique seraiticattice

de l'action immunomodulatrice du champignon et ddiune virulence accrue. Une autre
activité enzymatique mise en évidence est la riblgrase, ribonucléotoxine ou mitogilline.
Cette activité s'observe lors d'infections aspligiéls actives. Des protéines recombinantes
de ces enzymes ont été produites et sont utild#@es certaines méthodes commercialisées
[14,94-96].

Au-dela de la variabilité des antigenes utiliséss Iméthodes de détection des
immunoprécipitines ne sont pas standardisées sayels utilisés varient d'un laboratoire a
un autre (gel commercial ou gel "maison”); les dgpi@s antigenes et du sérum dans le gel
different également selon les techniques. De pdgs;riteres d'interprétation sont propres a
chaque laboratoire. La détection des activités matigues permet d'augmenter la

spécificité des tests.

Dans le cadre de l'accréditation des laboratodespombreuses techniques "maison”, de
dépistage ou de confirmation, sont abandonnéesdditl gie kits commerciaux, permettant
ainsi d'améliorer la standardisation de la sér@agpergillaire. Les différentes techniques
utilisées dans le sérodiagnostic aspergillaire détdillées ensuite.
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5.3.1. Méthodes de dépistage

5.3.1.1. Immunodiffusion (Double diffusion en gel d'agar)
L'immunodiffusion (ID) consiste a mettre en évidemdes arcs de précipitines en gel
d'agar[97]. Les antigenes &. fumigatusutilisés sont extraits de filtration de culture ou
de mycéliun9s].
Sur une lame recouverte d’agarose dans laquellguies ont été préformeés, on dépose
dans un puits central le sérum du patient et danguits périphérique les antigenes\d’
fumigatus On laisse incuber plusieurs jours (jusqu'a uneasee) dans une chambre
humide, ce qui permet aux antigénes et aux ansicdg migrer dans le gel. Lorsque
I'anticorps rencontre l'antigene correspondant, lilason antigéne-anticorps induit la
précipitation des complexes immuns, les précimgprésentent alors sous la forme d’arcs
de précipitation. Aprés incubation, les lames sontées puis colorées au bleu de
Coomassie afin de révéler les arcs de précipitation
L'immunodiffusion manque de sensibilité et ne dopas d’information quantitative, mais

est une technique bien reproductifgie,98]. Elle tend a étre remplacée par la CIE.

5.3.1.2. Electrosynérese ou contre-immunoélectrophorese)(CIE
Le principe de I'électrosynérése, ou contre-immlaotephorese, est comparable a celui
de limmunodiffusion. Il s'agit d'une double difiois en gélose, accélérée par une
migration électrophorétique. Sur un gel d'agardes, antigénes Aspergillus sp sont
déposés dans un puits du c6té de la cathode é@tumsiu patient a tester dans un puits du
c6té de l'anode. Apres application d'un champ mdpd, les antigénes (chargés
négativement sur l'agarose) migrent vers I'anodes @ue les anticorps soumis au courant
d'électroendosmose (phase mobile chargée positivgnmeigrent en sens inverse, c'est-a-
dire en direction de la cathodeidure 14. Les complexes antigenes-anticorps formés sont
révélés par la formation de précipitines coloréasle Bleu de Coomassie.
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Figure 14 : Principe de la contre-immunoélectrophogse ou électrosynérese.
(d'aprés [99])

L'électrosynérese a rapidement remplacé limmufwidn car les performances sont
comparables mais la technique est plus rajsglé00]

L'électrosynérése est une technique non standergisiéque les laboratoires ont le choix
des antigénes ASpergillusspp. utilisés : antigénes "maison” ou antigenesngerciaux
d'’A. fumigatus(Bencard, Munchen, Allemagne ou Microgen Bioprodut€amberley,
Surrey, UK)[15,100} Les arcs de précipitation sont détectés par rectisuelle et les
résultats sont exprimés en titre, en considéradetaiére dilution du sérum pour laquelle
des précipitines sont visibles. Un titrdl est considéré posifit5].

L'électrosynérese présente les avantages d'étreednieique rapide et simple a mettre en
oeuvre méme si elle nécessite un équipement siéciales inconvénients de
I'électrosynérése est sa faible sensibilité (coatgara I'immunodiffusion) et des résultats
qualitatifs subjectif$15,92].

5.3.1.3. ELIEDA (Enzyme-Linked-Immuno-Electro-Diffusion-Assay)

La technique ELIEDA (Enzyme-Linked-Immuno-ElectrafDsion-Assay) repose sur le
principe de I'électrosynérése couplée a un margaaggmatique des complexes immuns
formés, permettant ainsi d'augmenter la sensibgdé rapport a I'électrosynérese. Les
complexes antigénes-anticorps formés en électrosyaésont révélés par un anticorps
anti-immunoglobulines conjugué a la peroxydase.

Cette technique permet d'obtenir une sensibilitéclpe de celle obtenue avec les
techniques RIA. De plus, la technique enzymatigfiee da possibilité de déterminer la

nature des immunoglobulines présentes dans le séearpatientgl01].
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5.3.1.4. Immunofluorescence indirecte

La technique d'immunofluorescence indirecte (IFBté& développée apres les techniques
d'immunodiffusion, présentant ainsi une meilleleesibilité. Les antigenes sont obtenus a
partir de mycélium apres cultureAdfumigatussur lame (méthode de culture préservant
I'intégrité des structures du champign@®2,96] Les complexes antigénes-anticorps sont
révélés par addition d'un anticorps anti-lgG humdinorescent. L'immunofluorescence
est lue au microscope, les filaments mycéliens ragsant vert fluorescent. Les résultats
semi-quantitatifs sont rendus en taux de dilution.

L'immunofluorescence présente linconvénient d'ueeture subjective, opérateur-

dépendant et nécessite un matériel spécifiqueléeor.

5.3.1.5. Immunogold assay
L'immunogold assay (IGA) est une technique singld@rl'immunofluorescence indirecte,
mais plus sensiblfi3]. Des cultures sur lame Apergillussp sont préparées et ensuite
fixées au méthanol. Puis, elles sont mises en coatec différentes dilutions du sérum du
patient. Des anticorps IgG (ou IgE) caprins antkhin sont ajoutés, puis des IgG de lapin
anti-chévre, conjugués avec de l'or colloifta]. Les lames ainsi préparées sont lues sous
la lumiére et au microscope a contraste de phase.ddloration marron a la surface des
filaments indique une réaction positive, due adsdn des particules d’or.
Les avantages de I'lGA sont la détection simultathé® IgG et des IgE amispergillus
C’est une technique simple, rapide, semi-quanigagit qui ne nécessite pas d’équipement
particulier. La sensibilité de I'lGA est inférieuaiecelle de BALISA et RIA.
Les particules d'or étant éloignées, dans l'espdes, filaments qu'elles mettent en
évidence, cela induit une imprécision lors de tauee. D'autre part, un autre inconvénient
réside dans la préparation des cultures sur lamspdrgillussp, délicates a réaliser car

elles doivent étre trés fines, afin de facilitetdeture.
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Figure 15 : Résultats positifs en IGA
A gauche : Culture sur lame dA. fumigatus montrant une réaction positive en IGA (x400).
A droite : Culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction positive en IGA sous un miarscope a contraste
de phase (x125) (d'apres[97])

Figure 16 : Résultats négatifs en IGA.
A gauche : Culture sur lame dA. fumigatus montrant une réaction négative en IGA (x125).
A droite : culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction négative en IGA sous un mi@scope a contraste
de phase (x125) (d'apres [97])

5.3.1.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

L'ELISA est une technique immuno-enzymatique, larget utilisée en immunologie pour
la détection d'anticorps ou d'antigénes. Pour fectién des anticorps antispergillus son
principe repose sur celui de I'ELISA indirect, taglire que des antigénes\spergillus

sp sont coatés au fond des puits d'une plague deotitriation. Les anticorps anti-
Aspergilluscontenus dans le sérum des patients se lient mtigeaes de la plaque. Ces
complexes immuns sont révélés par addition d'uit@mpls secondaire, une antiglobuline
humaine, couplé a un marquage enzymatique. L'additu substrat de I'enzyme entraine
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I'émission d'un signal chromogénique ou fluoresc@igure 173. La lecture se fait
habituellement par spectrophotométrie.

Immaobilised Labeled Signal Detection
Antigen Primary Antibody  Secondary Antibody and Quantification
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Figure 17 : Principe de I'ELISA indirect.
(d'apres [102])

Les résultats rendus sont qualitatifs et/ou qtetifs, alors exprimés en densité optique
(DO) ou unité de fluorescence, selon une valeuit sawne courbe d'étalonnage.

Les différentes étapes de la technique peuvent a&itematisées, permettant ainsi de
calibrer parfaitement les temps d'incubation estdadardiser les étapes de rincage.
D'autre part, I'étape de lecture peut étre aut@d@atpar un spectrophotométre, permettant
de calibrer les densités optiques ou les intensigdfluorescence, et donc de rendre des
résultats quantitatifs.

Ce sont des techniques sensibles, mais les perficesaarient selon les kits et dépendent
principalement de la nature des antigén@sprgillusspp. utilisés.

Les antigénes initialement utilisés, soit des amésg dans leur totalité, soit des fractions,
étaient issus de filtrat de culture et/ou de myrelidA. fumigatug13,96] Des antigenes
d’A. fumigatusssus de filtrat de culture et de mycélium paemlent purifiés ont ensuite
été utilisés. Des antigénes métaboliqués filimigatusont également été utilisés.

Des antigenes recombinantAdfumigatus,possédant des activités enzymatiques, ont

ensuite été produits pour le sérodiagnostic adfergi permettant ainsi d'augmenter les
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performances des kits ELIS)A6]; les plus importants étant la ribonucléase (miliog)),

la catalase et la dipeptidylpeptidase V (chymotirygq94,95]

Afin d'augmenter la sensibilité des kits ELISA, kEsides ont montré qu'il est intéressant
d'associer plusieurs antigenes différents, caséesms des patients ne réagissent pas de la
méme facgon vis -a-vis des antigenés @imigatug94].

Dans la stratégie en deux temps utilisant une tgqabrde dépistage et une de confirmation
en cas de dépistage positif, les méthodes ELISA Issrplus fréquemment utilisées pour
le dépistage. Elles présentent les avantages @&lites et rapides a réaliser, d'avoir une
lecture automatisée (évitant la variation interrapgur), de pouvoir traiter de grandes
séries de prélevements, de pouvoir déterminer dasel d'immunoglobulines détectées
(principalement IgG et IgE) et peuvent étre autasahtes.

De nombreux laboratoires utilisent une techniquaison”, mais parmi les kits ELISA

commercialisés, on trouve :

> le kit ELISA Classic™ A. fumigatus IgG (Serion/Virion, Wirzburg,
Allemagne)[103]

Les antigénes A. fumigatusutilisés dans ce kit sont des antigenes somatigies
métaboliques obtenus a partir d'un extrait globdhen filtrat du champignon.
La sensibilité et la spécificité de ce kit évaluékess I'étude de Guitardt al. varient
respectivement entre 90.6-85.9% et 75.7-84.4%nsgle les résultats équivoques sont
considérés comme positifs ou négatifs, respectingfnhe].
Un des inconvénients majeurs de ce kit est le draegt des valeurs de cut-off, négatif et
positif, a chaque lot. Cela entraine donc des nuetipns supplémentaires pour les

techniciens et surtout un risque d'erreur d'intggiron si les seuils ne sont pas modifiés.

> le kit Platelia™ Aspergillus IgG EIA (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)
Ce kit utilise un antigene recombinanAdfumigatugnon précisé par le fabricarigy,104]
et présente des performances supérieures au test\8Berion dans I'étude précédente les
ayant comparg¢l6]. La sensibilité de ce test est estimée entre 93.8% et la spécificité
entre 87.3-89.6%, selon que les résultats équivvgoat considérés comme positifs ou
négatifs, respectivemeft6]. Une autre étude a évalué la sensibilité de ca 8B%15].
Un des inconvénients de ce kit est sa faible reptildilité (coefficient de variation (CV)
inter-séries estimé a 33945] et un seuil de saturation des DO peu élevé impaias

dilutions fréquentes. En effet, si la concentragomanticorps est supérieure a 80 UA/ml, le
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résultat qualitatif est positif, mais pour obtemir résultat quantitatif précis, le sérum doit
étre retesté dilué, dilution dépendant de la dénsjitique obtenue initialement avec
I'échantillon pur[104]. Ces 2 limites diminuent la fiabilité de ce tesind le suivi des
patients et dans l'interprétation des variations tikees d’anticorps pour le monitoring du
patient. Baxteet al a montré que 78% des résultats obtenus avec &ibsRnt corrélés
avec la CIE (si l'on exclut les résultats > 80 UA/fil5]. Cependant, sa faible
reproductibilité inter-essai et sa limite de lin&afont que ce kit est difficile a utiliser pour

le suivi des patients.

» le kit ELISA Aspergillus fumigatus IgG (Bordier Affinity Products, Crissier,
Suisse)

Ce kit, développé réecemment, combine des antigemrestiques et métaboliques avec des
antigénes recombinants. Les antigénes somatiquesétboliques sont des antigenes
"maison" produits par le laboratoire de Parasit@ddycologie du CHU de Grenoble
depuis plus de 20 ans. lIs ont été mis au pointepBr. Claudine Pinel, qui est l'inventrice
de cette méthode. Ces antigénes ont été utilisegi’u janvier 2014 dans une meéthode
ELISA « maison » qui constituait la méthode de sigge du CHU de Grenoble. Le
partenariat établi entre le laboratoire de Parlagjie-Mycologie du CHU de Grenoble et
I'entreprise Bordier affinity products a abouti développement et a la commercialisation
de ce nouveau kit, grace essentiellement au tralailClaudine Pinel. Les antigénes
recombinants associent la dipeptidylpeptidase Wrfairypsine) et la ribonucléase
(mitogilline) [94,95]. Ces antigénes recombinants ont été sélectioraréls @nt montré les
meilleures performances pour la détection des @mpiscantiAspergillusparmi 8 protéines
recombinantes et l'antigene galactomannane t¢84¢sL'association de ces différents
antigenes semble améliorer les performances det deLkSA, comparativement a ceux

déja commercialisés. C’est ce kit qui est évaluisdatude présentée dans ce mémoire.

> le kit Phadia™ ImmunoCap fluorenzymoimmunoassay (FEIA) (Uppsala,
Suede)
Ce kit recemment développé utilise des antigeneasaté d'un extrait total de conidies et
de mycélium dA. fumigatug15]. Les concentrations en anticorps apergillusigG sont
exprimées en mg/l. Une concentration > 40 mg/tessidérée comme positive. Si le titre

d'anticorps est > 200 mg/l, le sérum du patient &oe redilué (1:200) et le test répété.
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Baxteret al. rapporte une sensibilité équivalente a celle duBki-Rad mais des études
complémentaires sont nécessaires pour confirmea [d&]. I présente néanmoins
l'avantage d'avoir une trés bonne reproductib{lt¥= 5%), ce qui est intéressant pour le
suivi de I'évolution des patien{d5,105} Dans cette étude, les taux d'anticorps anti-
Aspergillusobtenus avec ce kit sont corrélés (92%) avec mdtads de CIE [15]. De par
sa reproductibilité inter-essai et sa corrélatimecala CIE, le kit Phadia ImmunoCap
semble adapté pour le suivi et le monitoring des tdanticorps aspergillaires chez les
patients atteints d'APC ou d'ABPA.

5.3.1.7. Hémagglutination indirecte
L'hémagglutination indirecte a été l'une des pressietechniques commercialisées
(Fumouzé&, Serbib, Paris, Francg)os].
Les antigenes 4. fumigatusutilisés sont des antigenes solubles obtenusta garbroyat
de champignon et/ou surnageant de culfuse107] Les hématies sensibilisées sont des
hématies animales recouvertes avec les antigeAeduthigatus.Lorsque les anticorps
anti-Aspergillussont présents dans le sérum du patient, ils stagght sur les hématies
sensibilisées formant ainsi un voile rouge/marransdla cupule. Une réaction négative se
traduit par la sédimentation des hématies en unt @oi fond de la cupuldigure 1. La
lecture des agglutinations est visuelle. Les rasilsemi-quantitatifs sont rendus en taux

de dilution.

POOGOOO 0O

1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Témoin Témoin

; Sactif
% Sérum positif au 1/1280 serum react

Figure 18 : Résultats de sérologie aspergillaire ténus en hémagglutination indirecte.
(d'apres [106])

La sensibilité de cette technique varie de 32%0msirespecte le seuil fournisseur, a 76% si
I'on abaisse le seuil de positivité, et la spéitifiest estimée a 93 pa08].
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5.3.2. Méthodes de confirmation

5.3.2.1. Immunoélectrophorese
Le principe de I'immunoélectrophorése (IEP), tegliei d'immunoprécipitation, repose sur
la migration électrophorétique des antigénésplergillusspp. dans un gel d'agarose et sur
la double diffusion des antigenes et des anticéopsant ainsi des arcs de précipitation

révélés par coloratiorFigure 19. Il s'agit d'une technique qualitative.
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Figure 19 : Principe de l'immunoélectrophorese.
(d'apres [99])

L'immunoélectrophorése est considérée comme laniggod de référenc§l4,15] bien
gu'elle présente des inconvénients. Elle manqustathelardisation et varie d'un laboratoire
a un autre, selon les antigenes utilisés, le mpeeatoire de la technique et les seuils de
positivité. C'est une technique longue a réalisda éecture des arcs de précipitation est
visuelle, nécessitant du personnel expérimenténflefs seuils de positivité, fonction du
nombre d'arcs observés et des activites enzymatiquee sont pas clairement établis.
Certains considerent I'lEP positive>si3 arcs protéiques de précipitation sont observés

[14,92], d’autres sk 2[16].

5.3.2.2. Co-électrosynérese
La co-électrosynérese reprend le principe de ltédsgnéerese en intégrant la migration
concomitante d’'un sérum témoin et permet d’obteleis arcs en continuité de ceux du

sérum témoin.
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5.3.3. Méthodes "inclassables"

5.3.3.1. Radioimmunoassay (RIA)
Les antigenes A fumigatuautilisés avec les techniques radioimmunologiqudé)Ront
obtenus a partir de filtrat de culture. Les antegisont purifiés par précipitation puis
radiomarqué§o3].
Ces technigues radioimmunologiques ont rapidem@énalgandonnées car elles présentent
de nombreux inconvénients tels que la courte #&alles radioisotopes, la nécessité d'un
équipement spécifique pour la détection de la edioité, I'élimination des déchets
radioactifs et les potentiels risques d'expositiea techniciens aux radiatiois].

5.3.3.2. BALISA=Biotin-Avidin-Linked-Enzyme ImmunoSorbent Aay
BALISA est une technique reposant sur les princigie$ELISA et associant les capacités
de forte liaison de la biotine et de la streptawadiLes puits d’une microplaque sont coatés
avec des antigenesAl’ fumigatusissus d’un filtrat de culture. Le sérum du patiest
ajouté dans les plaques, puis des IgG ou IgE caprinhumain, puis des IgG de lapin
biotinylés anti-chévre et de la streptavidine pgdase. Des lavages sont réalisés entre
chaque étape. Enfin, le substrat chromogéniqua geroxydase est ajouté et lI'absorbance
est lue a 490 nij97,109]
BALISA a l'avantage de détecter simultanément g5 &t les IgE. Les antigenesAd’
fumigatusutilisés sont caractérisés par différentes méthadesinochimiques comparés a
un standard permettant ainsi leur reproductibilit@d]. La sensibilit¢ de BALISA est
équivalente a celle de la RIA mais supérieure & adds techniques conventionnelles
ELISA grace a l'utilisation de la forte capacitéaéinité de liaison de la streptavidine a la
biotine (une molécule de streptavidine peut sedidrmolécules de biotine et cette liaison

est stable et non affectée par les variationsmedeature, pH, solvants organiques).

5.3.3.3. Western-Blot
Le Western-Blot" (WB) AspergillusigG est un test qualitatif de diagnostic sérolagigle
I'aspergillose. Méme s'il ne détecte pas les piiéings et que sa spécificité n'a pas été
suffisamment évaluée, il est utilisé actuellememnme test de confirmation, au méme
titre que I'IEP, aprés obtention d’'un résultat pibsiu douteux avec les techniques de

dépistage.
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Le principe du Western-Blot est celui d’un immuraiblLes antigenes A’ fumigatus
apres séparation électrophorétique, sont fixéssatface de bandelettes de nitrocellulose
[13,110] Un kit a été récemment commercialisé et les Hattde sont prétes a I'emploi
(LDBIO, Lyon, France]111].

Le sérum du patient est incubé en présence d’'umgelette. Les anticorps amspergillus
éventuellement présents se fixent sur les antigéleesa bandelette. Le conjugué, la
phosphatase alcaline couplé a des anti-IgG humaestsajouté et se lie aux anticorps
fixés. Enfin, le substrat de la phosphatase aleast ajouté dans le milieu réactionnel et se
lie aux complexes immuns formés (antigeneA. dumigatusanticorps antiAspergillus-
IgG anti-humaine couplée a la phosphatase alcalibe} lavages entre chaque étape
permettent d’éliminer les éléments non fixés. Léspnce d'anticorps 1gG artspergillus
est révélée par la présence de bandes transvevsallettes. La réaction de coloration est
stoppée par un ringcage a 'eau distillée.

Le Western-Blot est considéré positif si I'on obsesimultanément la présence de 2
bandes au minimum parmi P16, P18-20, P22 et FAg0ré 20Q[111].

Le Western-Blot présente une sensibilité qui vdee92.3 a 96.5% et une spécificité de

94% évaluée sur des donneurs de $a6,312]
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Figure 20 : Exemples de résultats de sérologie aspilaire en Western-Blot.
(d'apres [111])
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La technique du Western-Blot nécessite environeledhnique, est standardisée, facile a
utiliser et interpréter.

Les études de Grenouillet al, Brunet al. et Ranqueet al. ont comparé les performances
du Western-Blot a celles de l'immunoélectrophords@s des études rétrospectives
[56,112,113] Dans ces études les méthodes d’IEP sont treablesi Les 3 équipes ont
montré que les résultats du Western-Blot sont besment concordants a ceux obtenus
avec limmunoélectrophorese (respectivement 91.8%odcordance, un coefficient kappa
a 0.77, et 76 a 86% de concordance) et que lesrpahces de ces deux tests sont
comparables. Ces résultats sont a confirmer dassétieles prospectives sur de plus
grands échantillons de patients.

5.3.4. Suivi sérologique des patients avec une APC ouABfeA
Les taux danticorps IgG amiispergillus chez les patients atteints d/APC ou d'ABPA
semblent intéressants a suivre au cours du temys rponitorer ces patients [15]. Les
variations des taux d'anticorps aspergillaires rf@gation, décroissance, stabilité)
semblent évoluer parrallelement a la pathologie eagiaire. Comme évoqué
précédemment dans ce mémoire, Baeteal. a étudié les variations de 2 EIAs (ELISA
Bio-Rad et Phadia ImmunoCap fluorenzymoimmunoassary) les comparant aux
variations de CIE [15]; cependant aucun argumeniocie ni thérapeutique n'a été pris en

compte.

5.4 Autres marqueurs d'asperqilloses allergiques

Dans le cas des aspergilloses allergiques, ilmepbitant de rechercher des marqueurs,
bien que non spécifiques, évocateurs d’hypersdiéjtiels qu'une hyperéosinophilie, une

élévation du taux des IgE totales ou encore laamtte d’IgE spécifiques antispergillus

5.4.1. IgE totales
Le taux d’IgE totales dans le sérum est un testutde pour le diagnostic et le suivi des
ABPA,; le taux d'IgE totales figurant parmi les erés diagnostiques de I'ABFA2,47]
Les patients en exacerbation d'’ABPA présententtales élevés d'IgE totalgga14]. Un

traitement par corticoides peut toutefois normalisetaux d’IgE totales chez un patient
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avec ABPA. Lorsque le taux d’IgE totales doublezcha patient, cela marque la rechute
de '’ABPA [48].

5.4.2. IgE spécifiques anthspergillus fumigatus
Les patients atteints d'ABPA présentent des sigitegersensibilité, avec notamment la
présence d'IgE spécifiques aAtifumigatug114].
Chez les patients atteints de mucoviscidose, lgndistic d'’ABPA reste difficile, compte
tenu de la détérioration des fonctions respirasoifdéanmoins, on observe chez ces
patients une élévation des taux d'IgE totales Eddpécifiques ant. fumigatuset d'lgG
anti-A. fumigatug115].
Les IgE spécifiques A. fumigatusretrouvées chez les patients avec une ABPA sont

dirigées contre les protéines Asp f2, Asp f4 et #539,116]

5.4.3. Tests cutanés
Pour détecter la sensibilisatiomAapergillusspp., les tests utilisés peuvent étre soit un kit
commercial ou « maison » utilisant des antigenéspkrgillus fumigatyssoit un prick-
test cutané, soit une injection intradermique.
Le délai des réactions cutanées, 1 a 20 min veshissde 6 h, permet de classer les
réponses respectivement en type | ou type lll.daction d’hypersensibilité immédiate de
type | est caractéristique de 'ABPA et signe lagence d’anticorps IgE amspergillus
[48].

5.5 Anatomopathologie

La démonstration histologique de filaments mycélieseptés dans des prélevements
respiratoires ou des prélevements normalementestérouve l'infection paAspergillus
spp. D’autre part, la mise en évidencAspergillusspp. ou de truffe aspergillaire dans des
biopsies pulmonaires est également un argumerdvauif d'une APC, bien que rarement
réalisées Higure 2). Les filaments mycéliens, observés apres colmmatrgentique,
Giemsa ou PAS, mesurent de 3 a 5 um de diamese eichotomisent en angles aigus;

des tétes aspergillaires peuvent également éteraies.
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Figure 21 : Image d'aspergillome montrant une balldongique a l'intérieur d'une cavité.
(d'aprés [75])

Figure 22 : Coloration de Giemsa mettant en évider; dans une coupe de tissu pulmonaire, des hypheptes
d'A. fumigatus ramifiés de fagon dichotomique.
(d'aprés [86])
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6. Traitement des APC et formes d'hypersensibilité deaspergilloses

Les objectifs du traitement curatif des APC soatdliorer les symptémes du patient, de
prévenir ou limiter les hémoptysies et de prévienformation de fibrose pulmonaire.
Plusieurs classes de médicaments antifongiquest dga mécanismes d’action différents,
existent actuellement sur le marché :
» les antifongiques azolés :
0 Fluconazole (TRIFLUCAN®)
o lItraconazole (SPORANOX®)
0 Posaconazole (NOXAFIL®)
o Voriconazole (VFEND®)
0 IsavuconazoleGRESEMBAR)
» les polyénes :
o Amphotéricine B (FUNGIZONE®)
o Amphotéricine B complexe lipidique (ABELCET®)
o Amphotéricine B liposomale (AMBISOME®)
» les échinocandines :
0 Caspofungine (CANCIDAS®)
0 Anidulafungine (ECALTA®)
o Micafungine (MYCAMINE®)

6.1 Asperqillome

L'exérese chirurgicale reste le traitement de eéfée de I'aspergillon@2,117]

Dans la plupart des cas d’aspergillome unique hieumie est indiquée avec possibilité
d'un traitement antifongique préopératoire et puitatoire par itraconazole ou
voriconazole. L'objectif de cette thérapeutiqueifangique est de limiter la charge
fongique et de prévenir la diffusion du champigmtams la cavité pleurale lors du geste,
qui pourrait aboutir a un empyeme aspergillairaurRes cas complexes ou chroniques, un
traitement antifongique est souvent nécessaire.

En cas de contre-indication a la chirurgie, sidignt est asymptomatigue, on proposera

une abstention thérapeutique et une surveillancde $atient est symptomatique, un
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traitement antifongique peut étre proposé : soits dejections intra-cavitaires
d'amphotéricine B soit un traitement systémiqueitparonazole ou voriconazo€l7].

6.2APCC

Les essais de résection d’APCC ont conduit & ume fmorbidité et mortalité, avec

d’'importantes complications post-opératoires teltpse des hémorragies, des fistules
broncho-pleurales, des pleurésies aspergillairestecommandant ainsi pas la chirurgie
dans la prise en charge de 'APCC.

Les recommandations IDSA (Société Américaine dekadles Infectieuses) pour la prise
en charge de I'APCC proposent un traitement argifjure oral systémique par azolés

(itraconazole ou voriconazole) sur une périodeqmoég117].

6.3APCF

L'APCF est un stade avancé des APC. Des traitenanifongiques systémiques sont
recommandés (amphotéricine B ou azolés) selon détpatient ; cependant il est parfois

difficile d'apprécier une amélioration de I'imageaipres traitemeifit0].

6.4APCN

Un traitement antifongique (amphotéricine B ou gonazole ou itraconazole) est
nécessaire dans I'APCN afin d'obtenir une éradicafiongique et de prévenir la
destruction progressive du tissu pulmongi8,78,117] L’amphotéricine B peut étre
administrée en intraveineuse ou en intracavitagependant l'itraconazole est préféré a
I'amphotéricine B pour son efficacité, sa formelerat sa toxicité moindrgr8,117] La
durée et les doses du traitement antifongique aoatlapter en fonction de I'évolution
clinique. Une surveillance radiologique et mycotpg est nécessaire.

En cas d'échec thérapeutique, une exérése chamlegieut étre envisagée, mais est a
discuter selon la fonction pulmonaire du patieneetprenant en compte les possibles

complications post-opératives.
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En ce qui concerne les nouveaux antifongiques szd¢ktude de Feltoet al. [118] a
montré que le posaconazole semble étre aussi adfiqae les autres azolés dans le

traitement des APC et avoir une bonne tolérance.

6.5ABPA

Les patients atteints d'’ABPA sont souvent colonggéspergillusspp.

Le traitement de 'ABPA dépend du stade : les phdserémission ne nécessitent pas de
traitement alors que les phases aiglies d'exacammbatdnt traitées par corticoides
systémiques. L'objectif du traitement est de retaidthpparition d'une bronchectasie et
I'évolution vers la fibrose.

Le traitement repose donc sur l'utilisation de iooides systémiques associés ou non a un

antifongique117].

Les corticoides sont utilisés au long cours paewmiale afin de contrbler la réponse
immunitaire et d’avoir une action anti-inflammatjr4], ce qui aboutit a une diminution
du taux sérique des IgE totales et de I'éosinaplfili9]. L'utilisation de corticoides
systémigues permet également de diminuer la primgtudtexpectorations.

Les corticoides inhalés n'ont pas montré de bé&gfians le traitement de 'ABPA et ne
sont donc pas recommand@s9,120} Ills peuvent étre éventuellement utilisés pour
contrdler un asthme lorsque les doses de cortisotdlaux ont été diminuées mais ne

préviennent pas des exacerbations.

Un antifongique par voie orale (itraconazole) p&wé associé permettant ainsi une action
synergique avec les corticoidg1] et une atténuation de la colonisation fongique des
voies respiratoires, sans augmenter la toxicitéracbnazole permettrait de diminuer les
doses de corticoides administrés, d'atténuer lesptéynes, d'améliorer la fonction
pulmonaire et de diminuer les concentrations dttg&les[121].

La conférence de Consensus de 2068 a émis des recommandations concernant le
traitement de I'ABPA chez les patients atteintsrmieoviscidose, selon le stade d'ABPA,
les symptdmes cliniques et les concentrations sésiq'IgE totales.

Enfin I'omalizumab, anticorps monoclonal anti-IgEété utilisé chez les patients atteints

de mucoviscidose et d’ABPA22,123] Il permettrait de diminuer les doses de cortiesid
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systémigues mais également de réduire le nombreaddedations et d'améliorer la
fonction pulmonairg122,123]

L’éviction de l'allergéne est également une fodeammandation pour ces patients, avec
notamment une faible contamination fongique deblta et de I'environnement intérieur
[53].

Enfin, afin de détecter d'éventuelles rechutes bases d'exacerbation d'ABPA, ces

patients doivent étre suivis régulierempsg.
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INTRODUCTION DE LA PUBLICATION ISSUE
DU TRAVAIL DE THESE :

EVALUATION PROSPECTIVE D'UN NOUVEAU
KIT ELISA POUR LA DETECTION DES IgG
ANTI-ASPERGILLUS DANS LE DIAGNOSTIC
DES ASPERGILLOSES PULMONAIRES
CHRONIQUES ET ALLERGIQUES

Le diagnostic des aspergilloses non invasivesstdlige les aspergilloses pulmonaires
chroniques (APC) et les aspergilloses broncho-pnames allergiqgues chez les patients
immunocompétents pose toujours des problémes. pbsee essentiellement sur une
combinaison d'arguments cliniques, radiologiquesjogiques et mycologiques. Les
anticorps IgG antAspergillus sont d'importants biomarqueurg,2,4,9,12-16] et la
détection des immunoprécipitines est considérée ntwnia méthode de référence.
Cependant, a cause de son manque de praticité etaddardisation et de sa faible
sensibilité, la détection des immunoprécipitines aetuellement réalisée comme test de
confirmation [14,16]. Les méthodes immunoenzymagimsont plus adaptées au dépistage.
Cette étude a évalué les performances d'un noukigacommercial ELISA pour la
détection des IgG anfispergillus (Aspergillus fumigatudgG ELISA, Bordier affinity
products). Ce test associe 2 antigenes recombiragis des antigenes somatiques et
métaboliques Aspergillus fumigatus

Une étude prospective multicentrique a été condliates 5 hopitaux francgais universitaires
(Grenoble, Rennes, Dijon, Lyon, Besancon) entrgigar2013 et avril 2015. Un total de
436 sérums provenant de 352 patients, incluantA36, 94 ABPA et 206 contréles ont
été testés. Les contrbles ont été sélectionnési piasrpatients suspects d'aspergillose non
invasive, ayant eu une prescription de sérologipemgdlaire, mais ne présentant
finalement aucun critere d'’APC ni d'aspergillodergique. Le kit ELISA Bordier a été
comparé avec deux autres kits ELISA (Bio-Rad HiatspergillusigG et Virion\Serion
ELISA Classic Aspergillus fumigatus IgG) et avec une technique "maison"
d'immunoélectrophorése (IEP) pour la détectionih@sunopreécipitines [17].
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Les sensibilités et spécificités des kits sont #,990.3%; 91.7%, 91.3% et 86.1%, 81.5%
pour Bordier, Bio-Rad et Virion\Serion respectivemndJne analyse McNemar a confirmé
que la sensibilité du kit Bordier est significativent supérieure a celle du kit Bio-Rad
(p<0.01) qui est également significativement suguég a celle du kit Virion\Serion
(p=0.04). Les kits Bordier et Bio-Rad montrent degcificités comparables (p=0.8), qui
sont supérieures a la spécificité du kit VirioniBer(p=0.02 pour les 2 tests). L'analyse
des aires sous la courbe ROC a confirmé la sujitéridu kit Bordier comparativement au
kit Bio-Rad (AUC = 0.979; 95% CI: [0.967-0.991]) €0.945 [0.922-0.968])
respectivement, p<0.01). Une analyse secondairgmarant un sous-échantillon de 279
sérums comparant les kits Bordier et Bio-Rad aadedhnique d'immunoélectrophorése a
montré que la sensibilité du test Bordier resteégepre a celle du kit Bio-Rad et celle de
I'EP (97.7% [95.8-99.7], 93.2% [89.8-96.5] et 8%.185.0-93.2], respectivement, p=0.03
and p<0.01). La technique d'immunoélectrophorésmoatré une excellente spécificité
(96.6% [92.0-100]) qui n'est pas significativemenipérieure a celle du test Bio-Rad
(86.4% [77.7-95.2]; p=0.07) mais supérieure a cdliekit Bordier (81.4% [71.4-91.3];
p=0.03). L'Index de Youden, qui analyse la comlsioai sensibilité spécificité, est de
0.768, 0.705, et 0.739 pour Bordier, Bio-Rad &R'| respectivement.

L'association d'antigénes recombinants avec ddgéaes somatiques et métaboliques
dans un méme test ELISA (Bordier) permet d'amélides performances de cette
technique de dépistage des IgG a@sdpergillus fumigatysaboutissant a un excellent test
pouvant étre utilisé dans le diagnostic des asi@sgs pulmonaires chroniques et

allergiques.
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ABSTRACT

Anti-AspergilluslgG are important biomarkers for the diagnosis lfoaic pulmonary
aspergillosis (CPA) and allergic broncho-pulmonaspergillosis (ABPA). This study
aimed to compare a new commercial EIA kit, whicimbines recombinant, somatic and
metabolic antigen@Bordier affinity products), to the Bio-Rad and t¥gion\Serion EIAs.
Through a multicentric prospective study, 436 $evmn 352 patients including 136 CPA,
94 ABPA and 206 controls, were tested. The seiisitsvand specificities were 97%,
90.3%; 91.7%, 91.3%; and 86.1%, 81.5% for BordBip-Rad and Virion\Serion,
respectively. The sensitivity of Bordier was highiean the one of Bio-Rad (p <0.01)
which was higher than the one of Virion\Serion (84). The specificities of Bordier and
Bio-Rad were comparable (p=0.8) but higher thandhe of Virion\Serion (p=0.02 for
both assay). The areas under the ROC curve analysfsmed the superiority of Bordier
over Bio-Rad (0.979 and 0.945, respectively; p<p.0d a subset analysis of 279 sera
comparing the Bordier and Bio-Rad EIAs to an honaglenimmunoprecipitin (IPD) assay,
Bordier preserved the highest sensitivity (97.7%2% and 89.1%, respectively; p=0.03
and p<0.01) but the IPD presented the highest Bpeci(81.4%, 86.4% and 96.6%,
respectively; p=0.03 and p=0.07). The Youden indeXmlancing sensitivity and
specificity were 0.768, 0.705, and 0.739 for Bordigio-Rad and IPD, respectively.

The association of recombinant with somatic andabyaic antigens in a same EIA
resulted in an improved compromise between seitgitand specificity, leading to a
highly suitable assay for the diagnosis of chra@md allergic aspergillosis.
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INTRODUCTION

A. fumigatuss the commonest species implicated in pulmonapesgillosis [1,2].
Aspergillosis clinical forms vary according to thmatients' immune status and their
underlying conditions [3,4]. Chronic pulmonary (CP#nd allergic aspergillosis occur in
the immunocompetent host [4-9]. CPA usually affegtdients with underlying lung
disease such as mycobacterial infections, chrostroctive pulmonary disease (COPD),
allergic broncho-pulmonary aspergillosis (ABPA) ammphysema [4,10]. Patients
suffering from asthma or cystic fibrosis (CF) deyekensitization té\spergillusantigens
resulting in ABPA Aspergillusrelated bronchitis or severe asthma [1,11].

The diagnosis of CPA and ABPA is still challengangd relies on a combination of
clinical, radiological, biological and mycologicatiteria. Anti-AspergillusigG antibody
detection is considered as an important criteri@r®,f#,8,11-15]. Several serological
methods are available [13] and those allowing imopuecipitin detection (IPD) are
considered as the gold-standard because of thecifggty. However, they are mostly
performed as a confirmatory test because of thaok |of standardization and of
practicability [13-15]. A screening test using mdit hemagglutination, indirect
immunofluorescence, immunodiffusion or ELISA (alsnbamed Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) is often preferred. In addijtikclAs facilitate quantitative
evaluation of the antibody response and automdéading to a rapid and easy routine
screening [13-15].

We conducted a prospective multicenter study tduew@ the performances of a new
commercial antAspergillusigG kit, namedAspergillus fumigatuggG ELISA kit (Bordier
affinity products). The novelty of this assay isséd on its antigen composition. It
associates two recombinant and some somatic areboiiet antigens oA. fumigatusWe
compared it to two other commercial ElAs: the Riat¥ AspergillusigG (Bio-Rad), and
the ELISA Classit” AspergillusigG (Virion\Serion) and to an home-made IPD method
[16]. The new Bordier EIA showed excellent perfonoes in this cohort and it may be

reliably used as screening test in the diagnosthianic or allergic aspergillosis.

MATERIALS AND METHODS

Study design, patients and sera

This prospective study was conducted in the fivéaiey French University hospitals of
Grenoble, Rennes, Lyon, Dijon, and Besancon. Imrmoompetent patients were included

between January 2013 and April 2015 on the basia gluspicion of a noninvasive
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aspergillosis and a request for affipergillusantibody detection. Patients were classified
into six groups according to clinical, radiologieald biological data (Table 1). CF patients
were excluded from the group of colonized patidgt®up 2) because the definition of
Aspergillus colonization remains uncertain. Additionally, iash been suggested that
persistent colonization may induce IgG respons€mnpatients [3,11,17]. Patients with
CPA were classified into groups 3, 4 or 5 as pnesip defined [4,9]. Finally, group 6
gathered patients with ABPA defined as previou$B;19].

Immunocompromised patients at risk of invasive egifjesis were excluded.

Some patients (groups 3 to 6) were monitored wii Bordier EIA within the study
period. The clinical features and pulmonary functiassessments were analysed to

categorize the patient’s condition as worsenedbjlstad or improved.

Laboratory methods

All sera were stored at -20°C until process. Earhra was tested with the three EIA tests:
Platelid" Aspergillus IgG (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), ELISAasgid™
AspergilluslgG (Virion\Serion, Wirzburg, Germany) and ELIS¥spergillus fumigatus
IgG (Bordier affinity products, Crissier, Switzemt#), according to the manufacturers'
recommendations. If the result of at least onevest positive or equivocal, the serum was
subjected to an home-made IPD confirmatory methdudchv was centralized in the

Grenoble hospital to ensure more standardizatiorgws assay previously described [16].

ELISA Aspergillus fumigatusgG. The two recombinant antigens dipeptidylpetidases typ
V (chymotrypsine) and ribonuclease (mitogillin) asdme home-made somatic and
metabolic antigens are coated in the wells. BriefBS-Tween was incubated in the wells,
and then 100ul of the serum (diluted 1:200) waseddaind incubated. After a washing
step, the conjugate was added and incubated. Afi@her washing step, the substrate was
added and 30 min later the reaction was stoppee.abisorbance (OD) was measured at
405 nm using an EL808 (BioTek, USA). An index cédted as the OD of the sample/ OD
of the cut-off. The cut-off corresponded to a weakitive that discriminated CPA patients
from controls. The result was positive, equivoaadl @egative if the index wasl, 0.8-1,

and <0.8, respectively.
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PlateliaAspergillusigG. An UA titer < 5 UA/ml was considered as negativelGUA/mI
as equivocal and10 UA/mI as positive. As recommended by the marufac, samples >
80 UA/mI had been diluted.

ELISA ClassicA. fumigatudgG. The OD measured was interpreted as negative, ecplivo
and positive according to the OD cut-off rangesrasef for each lot provided in the quality

control certificate.

Immunoprecipitin detectianA double-diffusion gel-electrophoretic techniquengssome
home-made metabolic and somatic antigens was peetbf16]. Briefly, 10ul of antigens
were distributed into the agarose wells (1%) (AgarblA, Amersham Biosciences). After
a 90 min migration, the troughs were filled withOR0 of serum and incubated for 24h, and
then each slide was incubated in citrate 5%. Adtevashing steps, slides were wrapped
into Whatman paper (GE Healthcare Life SciencesA)UEatalase activity was detected
after addition of hydrogen peroxide 20%. The prgiciplines were stained with
Amidoschwarz (Merck, USA). Sera were consideredtjp@sand equivocal wher 2 and

1 precipitin lines were detected respectively [16the catalase activity was detected, the
result was considered positive whatever the nurabprecipitin lines.

Statistical analysis

The baseline characteristics of patient groups werapared using the Fisher exact and
Wilcoxon tests for qualitative and quantitativeajatspectively.

We used the Cochran Q test followed by the McNepwst-hoc tests using a Holm
correction for multiple comparisons to compare ghasitivities and the specificities of the
assays. A sample size of 223 diseased and 192otomtas computed to be sufficient to
show a significant difference with a power of 0.99he Youden index
(Sensitivity+Specificity -1) was computed. To avaner estimation, a sensitivity analysis
was performed after exclusion of the patients whvelne diagnosed on the sole criterion of
the presence of anfispergillusspecificlgG. The two best EIAs were compared by using
area under ROC curve (ROC AUC). The inter-assayodeibility (coefficient of
variation (CV) and standard deviation (SD)) of Berdier test was evaluated using 39
measures of the same sample used as internalygo@aititrol. A variation of +2 SD of the
Bordier index was considered as significant andveded into categorical values

(decrease, increase or stabilization). The Cohg&ajgpa coefficient and an ordinal
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univariate logistic regression were calculated $seas the correlation between clinical
evolution (improvement, stabilization or worseniagy Bordier EIA variations.

A p value<0.05 was considered as significant. WetdUBAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) to compute the statistical analysis.

RESULTS

Patients and sera

The repartition of the 436 sera is detailed in Fegli. They were collected in the five
hospitals of Grenoble, Rennes, Lyon, Dijon, andadesn (N= 239, 74, 70, 31 and 22,
respectively). The patients' median age was 58&@sy@47.0-71.5], 5% were children
(age<18), and 55% were male. Among diseased psitifre commonest underlying lung
conditions were cystic fibrosis (CF) (35.3%), pmsAspergillusrelated disease (34.1%),
ABPA (29.4%), COPD (22.4%), asthma (10.6%) and rbgcterial infection (10.6%).
The control patients presented COPD (26.9%), astl®ia6%), bacterial pulmonary
infections (15.6%), emphysema (13.8%) and respiyateficiency (10.8%), assessment of
respiratory symptoms (12%), 18% had no underlyurgyldisease and 10% were subjected

to a pre-transplant examination.

Test performances

The performances of the three EIAs are showmalle 2A. Regardless equivocal results
were considered positive or negative, the senitov the Bordier assay (97% or 94.8%)
was significantly higher than the one of Bio-Rad.{®%6 or 83%) which in turn was higher
than the one of Virion\Serion (86.1% or 74.3%) (Mehar p<0.05).

When equivocal results were considered positive stiecificities of the Bordier and Bio-
Rad tests were comparable (90.3% and 91.3%, resplgctMcNemar p=0.8) and were
significantly higher than the one of the Virion\ber assay (81.5%; McNemar p=0.02 for
both assay). When equivocal results were consideegphtive and after correction for
multiple tests, the specificity of the three EIAasasimilar.

The Youden IndexesTéble ) showed that Bordier presented the best balarteden
sensitivity and specificity irrespectively of thaterpretation of the equivocal results. This
result was confirmed by the area under the ROCecanalysis which showed excellent
performances for both Bordier and Bio-Rad assays AMUCs higher than 0.9. The AUC
of Bordier assay (0.979) was even higher than tieead Bio-Rad (0.945) (p<0.01) (Figure
2).
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Owing to the above results, we decided to compaltg the top two EIAs (Bordier and
Bio-Rad) to the IPD assayrdble B). Again, the best sensitivity was obtained with
Bordier, whatever the classification of equivocasults (McNemar p<0.05). The
sensitivity of the Bio-Rad assay was higher thandhe of the IPD only when equivocal
results were considered as negative (McNemar p8).0ze specificity of the IPD was
excellent (96.6%) when equivocal results were a®rsid negative, and comparable to the
one of Bio-Rad (86.4%) (McNemar p=0.07) but higtirean the one of Bordier (81.4%)
(McNemar p=0.03). Overall, the Youden Index wadawor of the IPD or the Bordier
assay when equivocal results are considered asveosnd negative, respectively.

In the confirmatory analysis performed after thelesion of the 20 patients which were
diagnosed on the sole criterion of the presenantfAspergillusspecificlgG, the results
of the comparison of the three EIAs and the AUCengnchanged and showed the same
differences (data not shown). For the comparisothefIPD with the top two EIAs, we
noticed a change only when the equivocal resulte wensidered as positive. In this case,
the Bordier and the Bio-Rad assays showed simdasitvities (McNemar p=0.06) and
both were more sensitive than the IPD (McNemar @k@nd p=0.01, respectively).

The results of the assays are detailedTable 3 Bordier provided significantly less
equivocal results (2.8%) than Bio-Rad (6.7%), \hkBerion (10.1%) and the IPD (11.8%)
(p<0.01 for each comparison with Bordier). The [8danegative Bordier results were from
patients with ABPA (4), CCPA (2) and 1 aspergilloam two of them received antifungal
drugs. Among the 13 patients with false positivedser results, 3 were colonized and an
Aspergillusrelated disease was ruled out, 6 presented pulmanizctions not related to
Aspergillusspp. and 2 were subjected to a pre-transplant iegdiion. No information was

available for the two remaining patients.

Clinical correlation

The inter-assay CV of the Bordier EIA was 20% (SB68). Seventy-five sera from 29
patients who were sequentially sampled during theyswere tested with Bordier. Cohen's
kappa coefficient equalled to 0.29 [0.12-0.46] megra weak agreement between clinical
and Bordier EIA evolutions. However, using an oadlilogistic regression, we noticed a
significant association between both evolution(p%). An increase in the Bordier index
was significantly associated to the worsening @& patient's clinical status (OR: 4.88
[1.45; 16.43]).
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DISCUSSION

In the present study we showed that the new comaidttA Bordier developed to
detect AspergillusIgG antibodies, is suitable for the diagnosis ofAC&hd ABPA in
immunocompetent patients. In this large prospectiudticentric cohort of 352 patients, it
showed high sensitivity (97%) and specificity (90%6)d the AUC value of 0.979 was
excellent. As compared to two other EIAs used utir@ clinical practice and to the IPD,
considered as the reference method, this new atsayed higher sensitivity than all the
Bio-Rad, the Virion\Seriomnd the home-made IPD assays. Its specificity wagparable
and higher than the one of the Bio-Rad and theowiBerion assays, respectively, but
lower than the one of the IPD. Overall, the bestiden Index that balances the contrary
effects of sensitivity and specificity was obtainedth the Bordier assay. The
Virion\Serion was clearly less reliable than the wthers EIAs.

Bio-Rad and Virion\Serion EIAs have been previouslympared in a large
retrospective study [15]. The sensitivities andcdpmities were 90.6%-93.8% and 87.3%-
89.6% for Bio-Rad and 85.9%-90.6% and 75.7%-84.4%Mirion\Serion, respectively.
We confirmed the superiority of the Bio-Rad assaycampared to the Virion\Serion.
Another recent study compared two EIAs, including Bio-Rad one, and an IPD method
using commercial antigens in a prospective cohit}.[Again, the Bio-Rad assay showed
a good sensitivity (93%), but a weak reproducipiitith an inter-assay CV of 33% which,
according to the authors, precluded its use fomptiteent’'s monitoring. Another drawback
of this test is the necessity to dilute and retdisthe samples with a titer higher than 80
UA/mL.

In our study, we showed that the performances@®htw Bordier EIA were higher
than the ones of the Bio-Rad EIA. This may be drpld by the association of two
selected recombinant proteins and metabolic ané&8omome-made antigens. The chosen
recombinants showed the best performances amongogins, and the purified
galactomannan antigen [20]. Preliminary resultsaimietd during the development of the
assay through the distinct analysis of the two afeintigens, recombinant versus the
metabolic and somatic home-made antigens, suggdstedthe association was beneficial
in terms of both sensitivity and specificity (datat shown). Indeed, the recombinant
antigens seem to detedspergillusspp. and not onhA. fumigatus[20]. This gain in
sensitivity and the parallel lost in specificity c®@unterbalanced by the metabolic and

somatic antigens oA. fumigatusused in this kit. This could also explain the highe
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discriminant property of the Bordier test which yded less equivocal results than the
others (Table 3).

Our study confirms the high specificity (96.6%)tbé IPD using some home-made
antigens that we have been using for more thane2@sy[16]. The specificity of the IPD
was significantly higher than the one of Bordiet did not reach significativity towards
Bio-Rad. This is probably due to a loss of statédtpower in a smaller sample. A recent
study evaluated a commercial Western-Blot for tetection of antiAspergillusigG that
may be also used as a confirmatory method [21].altikors reported sensitivity between
90.0%-93.8% in CPA or ABPA patients. The specijicitas estimated at 94% using
healthy blood donors as controls. We describe @m éngher specificity of the IPD using
the targeted population as controls.

Our results suggest that, in the situation of a-$tép strategy for the detection of
the antiAspergilluslgG, the EIA Bordier is suitable for the screeniagd to enhance
sensitivity, equivocal results would preferablydmmsidered as positive. Our study showed
that the IPD is an appropriate confirmatory method may be used to elude Bordier false
positive results. In this case, equivocal resuithe IPD should be considered as negative
to enhance specificity. In another context wherg arone-step strategy could be used, the
best choice we could propose is the Bordier EIAclvhshowed in our cohort the best
balance between sensitivity and specificity whemiveapal results are considered as
negative (Youden Index = 0.88Bable 7).

When we matched the evolutions of the indexes pbtawith the Bordier EIA with
the patients' clinical outcome, an increase in Bwedier EIA index appeared to be
correlated to the clinical worsening. We could rioinly confirm such correlations
because the data were not formatted for longitudinalysis. The trends described here
should be confirmed in another larger study takig account repeated datas for a same
patient.

The classification of the colonized patients remmathallenging. We decided to
consider them as controls as in our patients thgndisis of infection had been ruled out by
the clinicians. This led to false positive EIA Bmdresults in 3 patients. Conversely,
Aspergillusspp. colonization may be considered as a prernégukan infection and may
explain why others associated them to the diseas¢i@nts [21]. Our concern in this
situation is that a positive detection of the agpergilluslgG may lead to over treatment

in these colonized patients.
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In conclusion, owing to its high balance betweensg#ivity and specificity, this
new Bordier EIA is suitable for the detection otiaispergillusigG for the diagnosis of
chronic and allergic pulmonary aspergillosis. Fartstudies are required to confirm its use
for monitoring patients’ clinical status. Finallye confirmed that the detection of
Immunoprecipitin is appropriate as a confirmatorgthod to support the results of the
EIA.
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Table 1 : Classification of the patients (adaptedrém [4,9,18])

Inclusion criteria

Group 1 Patients with respiratory symptoms in whomAapergillusrelated disease had been ruled out
Control
groups Group 2 Colonization defined as the recoveryAspergillusspp. from respiratory specimens at least twice iwithperiod from 10 days to
Colonized patients one year and who did not match the criteria for GPABPA diagnosis
Radiological criteria Clinical manifestation Aspergillus sp. evidence
Group 3 One “fungus ball" : mass within a No alteration of the general Aspergillussp isolated from a respiratory sample
(simple lung cavity surrounded by the "air condition and no haemoptysis AND/OR
aspergilloma) crescent" in CT scan or Histological evidence oAspergillussp hypha
radiography with no progression AND/OR
over> 3 months Serum precipitins antspergilluspositive
CPA Group 4 At least one cavitary lesion Alteration of the general condition Aspergillussp isolated from a respiratory sample
(CCPAOor CFPA) (CCPA) in the lung, with or (fever, weight loss, asthenia), AND/OR
without a “fungus ball", with  chronic cough and/or haemoptysis Histological evidence oAspergillussp hypha

progression over 3 months.
CFPA = Fibrotic destruction after
CCPA

progressing for 3 months

AND/OR

Serum precipitins anthspergilluspositive
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Group 5 Expanding  cauvities, nodules, Mild immunodeficiency (diabetes, Aspergillussp isolated from a respiratory sample
(CNPA) consolidations with progression alcoholism, immunosuppressive AND/OR
over> 1 month. drugs) Alteration of the general Histological evidence of a biopsy or surgical
condition (fever, weight loss, resection showingspergillussp hypha
asthenia), chronic cough and/or AND/OR
haemoptysis progressignl month. Serum precipitins anthspergilluspositive and/or

positive Aspergillusantigen in serum

Inclusion criteria

ABPA Group 6 triad of acute or subacute alteration respiratancfions, presence of amispergillusspecific IgE (RAST>0.70 kU/l) and elevated
total serum IgE (> 1000 Ul/ml) (children : totaBg twice the normal value depending on the age)
or
association of acute or subacute alteration respyrafunctions, presence of amspergillus specific Igg (RAST>0.70 kU/),
elevated total serum IgE (> 500 Ul/ml) and recaribqonary lesions/worsening of existing lesionsAgpergillussp isolated from a

respiratory sample and/or serum precipitins Asfpergilluspositive within 3 months

CPA. Chronic Pulmonary Aspergillosis

CCPA. Chronic Cavitary Pulmonary Aspergillosis
CFPA. Chronic Fibrosing Pulmonary Aspergillosis
CNPA. Chronic Necrotizing Pulmonary Aspergillosis
ABPA. Allergic Broncho-Pulmonary Aspergillosis
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Table 2 : Sensitivity and specificity (%) of (A) three antiAspergillus antibody ELISA for the detection of

Aspergillus-related diseases (N=436 sera) and of (B) two amtspergillus antibody ELISA compared with the
reference method IPD (N=279 sera).

(A) Equivocal Bordier Bio-Rad Virion\Serion pvaiti

Se [95% CI] Positive 97.0 [94.7 ; 99.2] 91.7[88.2 ; 95.3] 86.1[81.6 ; 90.1] <.01
Negativé 94.8 [91.9 : 97.7] 83.0[78.2 ; 87.9] 74.3[68.7 ; 80.0] <.01

Sp [95% CI] Positive 90.3 [86.2 ; 94.3] 91.3[87.4 ; 95.1] 81.5[76.3 ; 86.9] <.01
Negativé 93.7 [90.4 ; 97.0] 95.6[92.8 ; 98.4] 89.8[85.7 ; 93.9] 0.03

Youden Positivd ~ 0.873 0.830 0.676

Index Negativé  0.885 0.786 0.641

(B) Equivocal Bordier Bio-Rad IPD pvalue*

Se [95% CI] Positive  97.7 [95.8;99.7] 93.2 [89.8;96.5] 89.1 [85%B;2] <.01
Negativé 954 [92.7:98.2] 84.1 [79.3;88.9] 77.3  [7182.8] <.01

Sp [95% CI] Positive 71.2 [59.6;82.7] 76.3 [65.4;87.1] 84.7 [75%3;9] 0.14
Negativé 81.4 [71.4:;91.3] 86.4 [77.7;95.2] 96.6 [92100.0] 0.02

Youden Positivd ~ 0.689 0.695 0.738

index Negativé  0.768 0.705 0.739

Se: Sensitivity Sp: specificity
"Cochran Q test

"Equivocal results were considered as positive
SEquivocal results were considered as negative

'Youden Index = Sensitivity + Specificity - 1



Table 3 : Qualitative results for the different methods used.

Tests Sera from Sera from All sera
Results control patients diseased patients (n=436)
(n=206) (n=230)
Bio-Rad
No. negative (%) 188 (90.8) 19 (9.2) 207
No. equivocal (%) 9 (31) 20 (69) 29
No. positive (%) 9 (4.5) 191 (95.5) 200
Bordier
No. negative (%) 186 (96.4) 7 (3.6) 193
No. equivocal (%) 7 (58.3) 541.7) 12
No. positive (%) 13 (5.6) 218 (94.4) 231
Virion\Serion
No. negative (%) 168 (84) 32 (16) 200
No. equivocal (%) 17 (38.6) 27 (61.4) 44
No. positive (%) 21 (10.9) 171 (89.1) 192
IPD*
No. negative (%) 50 (67.6) 24 (32.4) 74
No. equivocal (%) 7(21.2) 26 (78.8) 33
No. positive (%) 2(1.2) 170 (98.8) 172

*157 sera for which IPD was not performed (negatasults for both ELISA test or sera in
insufficient quantity).
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Figure 1: Repartition of sera according to determined clasfication.
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Figure 2 : Receiver operating characteristic (ROChnalysis.
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Thése soutenue par : Carine DUMOLLARD

TITRE
EVALUATION PROSPECTIVE D'UN NOUVEAU KIT ELISA POUR LA DETECTION
DES IgG ANTI-ASPERGILLUS DANS LE DIAGNOSTIC DES ASPERGILLOSES
PULMONAIRES CHRONIQUES ET ALLERGIQUES

CONCLUSION

Les aspergilloses pulmonaires chroniques (APC) et les aspergilloses allergiques sont les
formes pulmonaires d'aspergitlose les plus fréquentes chez I'héte immunocompétent. Leur
diagnostic est difficile et repose sur une combinaison d'arguments cliniques, radiologiques,
biologiques, mycologiques et histologiques. La détection des anticorps IgG anti-
Aspergillus est considérée comme un critére majeur dans le diagnostic des aspergilloses
pulmonaires chez I'héte immunocompétent. Plusieurs méthodes biologiques ont éit¢
utilisées au fil des années pour détecter les IgG anti-Aspergillus. Les techniques permettant
la détection des immunoprécipitines sont considérées comme les méthodes de référence
grice a leur spécificité, mais elles manquent de standardisation et de sensibilité. Par
conséquent, un test de screening choisi parmi l'hémagglutination indirecte,
I'immunofluorescence indirecte, 'immunodiffusion et les techniques immunoenzymatiques
(ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est souvent pratiqué en premiére
intention. La tendance actuelle est d'utiliser pour ce dépistage des tests ELISA car ils
permettent une évaluation quantitative des anticorps et une réalisation d'autant plus rapide
et facile qu'ils sont automatisables. L'étude présentée dans cec mémoire a évalué les
performances d'un nouveau kit ELISA : Bordier affinity products (dspergillus fumigatus
IgG) en le comparant & deux kits commerciaux : Bio-Rad (Platelia™ Aspergillus 1gG) et
Virion\Serion (ELISA Classic™ Aspergillus 1gG) et & une technique maison
d'immunoélectrophorése (IEP) permettant la détection des immunoprécipitines. Le kit
ELISA Bordier associe deux antigénes recombinants avec des antigénecs somatiques et
métaboliques d'A. fumigartus. Ces derniers ont été mis au point dans le laboratoire de
Parasitologie-Mycologie du CHU de Grenoble il y a une vingtaine d'années. Le partenariat
établi entre ce laboratoire et la société Bordier a permis ensuite d’associer ces antigénes
somatiques et métaboliques avec des protéines recombinantes et d’aboutir a Ia

commercialisation de ce kit. Toutes les étapes de mise au point, de production des
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antigénes et de développement du kit ont été réalisées grace au travail et a I'expertise du
Dr. Claudine Pinel, pharmacien et biologiste au laboratoire de Parasitologie-Mycologie du
CHU de Grenoble. L'étude prospective et multicentrique conduite dans 5 hopitaux francais
universitaires (Grenoble, Rennes, Dijon, Lyon, Besangon) entre janvier 2013 et avril 2015,
a permis de tester 436 sérums provenant de 352 patients, incluant 136 APC, 94
aspergilloses broncho-pulmonaires allergiques (ABPA) et 206 contréles.

Les sensibilités et spécificités des kits sont de 97%, 90.3%; 91.7%, 91.3% et 86.1%, 81.5%
pour Bordier, Bio-Rad et Virion\Serion respectivement. Une analyse McNemar a confirm¢
que la sensibilité du kit Bordier est significativement supérieure a celle du kit Bio-Rad
(p<0.01) qui est également significativement supéricure a celle du kit Virion\Serion
(p=0.04). Les kits Bordier et Bio-Rad montrent des spécificités comparables (p=0.8), qui
sont supérieures a la spécificité du kit Virion\Serion (p=0.02 pour les 2 tests). Une analyse
sccondaire comprenant un sous-échantillon de 279 sérums comparant les kits Bordier et
Bio-Rad avec la technique d'IEP a montré que la sensibilité du test Bordier reste supéricure
a celle du kit Bio-Rad et a celle de I'TEP (97.7%, 93.2% ct 89.1%, respectivement, p=0.03
and p<0.01). La technique d'IEP a montré une excellente spécificité (96.6%) qui n'est pas
significativement supéricure a celle du test Bio-Rad (86.4%; p=0.07) mais supérieure a
celle du kit Bordier (81.4%: p=0.03), validant ainsi l'utilisation de I'lEP comme technique
de confirmation et méthode de référence en sérologie aspergillaire.

L'association d'antigénes recombinants avec des antigénes somatiques et métaboliques
dans un méme test ELISA (Bordier) permet d'améliorer les performances de cette
technique de dépistage des IgG anti-Aspergillus fumigatus, aboutissant a un excellent test
pouvant étre utilis¢ dans le diagnostic des aspergilloses pulmonaires chroniques ct

allergiques.

Vu et permis d'imprimer
Grenoble, le  2(/© K(ZO{ 5
LE DOYEN LA PRESIDENTE DE LA THESE

Pr. Muriel CORNET
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Evaluation prospective d'un nouveau kit ELISA pourla détection des 1gG antiAspergillus
dans le diagnostic des aspergilloses pulmonairesrohiques et allergiques

Les IgG antiAspergillus sont d'importants biomarqueurs pour le diagnosés dspergilloses
pulmonaires chroniques (APC) et des aspergillosesicho-pulmonaires allergiques (ABPA).
Cette étude compare un nouveau kit ELISA (Bordiffinity products) aux kits Bio-Rad et
Virion\Serion. Avec cette étude prospective et ioalitrique, 436 sérums provenant de 352
patients, incluant 136 APC, 94 ABPA et 206 congptnt été testés. Les sensibilités et spécificités
sont de 97%, 90.3%; 91.7%, 91.3% et 86.1%, 81.5%r @@ordier, Bio-Rad et Serion
respectivement. Une analyse de McNemar confirnseteibilité supérieure de Bordier par rapport
a Bio-Rad (p<0.01) et Serion (p=0.04). Les ELISAd@er et Bio-Rad ont montré des spécificités
comparables (p=0.8), qui sont supérieures a cellS8eation (p=0.02 pour chaque test). Dans une
analyse secondaire incluant 279 sérums et compBoadier et Bio-Rad a lI'immunoélectrophorese
(IEP) maison, la sensibilité de Bordier reste sigpe a celle de Bio-Rad et de I'EP (97.7%,
93.2% et 89.1% respectivement, p=0.03 et p<0.01&EPLa montré une spécificité de 96.6% qui
n'est pas significativement supérieure a celle ideRRAd (86.4%; p=0.07) mais supérieure a celle
de Bordier (81.4%; p=0.03). L'association de redoanits avec des antigenes somatiques et
métaboliques dans un méme ELISA (Bordier) aboutih &xcellent compromis entre sensibilité et
spécificité, conduisant & un test performant paudiagnostic des aspergilloses chroniques et
allergiques.

Mots-clés: sérologie, ELISA Bordier, aspergillose pulmoeahronique, ABPA

Filiere : Biologie médicale

Prospective evaluation of a nevAspergillus IgG EIA for the diagnosis of chronic and allergic
pulmonary aspergillosis

Anti-AspergilluslgG are important biomarkers for the diagnosistobaic pulmonary aspergillosis
(CPA) and allergic broncho-pulmonary aspergilldgiBPA). This study aimed to compare a new
EIA kit (Bordier affinity products) to the Bio-Rad and thrion\Serion EIAs. Through a
multicentric prospective study, 436 sera from 3&8qmts, including 136 CPA, 94 ABPA and 206
controls, were tested. The sensitivities and sjpéeifs were 97%, 90.3%; 91.7%, 91.3; and 86.1%,
81.5% for Bordier, Bio-Rad and Virion\Serion, resipeely. A McNemar analysis confirmed the
higher sensitivity of Bordier as compared to BicdRa <0.01) and of the latter as compared to
Virion\Serion (p=0.04). The Bordier and Bio-Rad El&howed comparable specificities (p=0.8),
which were higher than the specificity of the Vimi8erion one (p=0.02 for both assay). In a subset
analysis of 279 sera comparing the Bordier andR&d-EIAs to an home-made immunoprecipitin
(IPD) assay, the sensitivity of Bordier remaineghler than the ones of Bio-Rad and IPD (97.7%,
93.2% and 89.1%, respectively, p=0.03 and p<0TX8.IPD showed a specificity of 96.6% which
was nhot significantly higher than the one of BicdR@®6.4%; p=0.07) but higher than Bordier
(81.4%; p=0.03). The association of recombinanhwidtmatic and metabolic antigens in a same
EIA (Bordier) resulted in an improved balance betweensitivity and specificity, leading to a test
that is highly suitable for the diagnosis of chmand allergic aspergillosis.

Keywords : serology, ELISA Bordier, chronic pulmonary agpkosis, ABPA

Subject: Medical biology
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