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INTRODUCTION 

Les champignons du genre Aspergillus spp. sont des champignons filamenteux ubiquitaires 

et opportunistes à l'origine de nombreuses pathologies chez l'homme. Aspergillus 

fumigatus est l'espèce la plus souvent impliquée dans les aspergilloses pulmonaires [1,2]. 

Les formes cliniques d'aspergilloses, habituellement décrites comme invasives, chroniques 

ou allergiques, varient selon le statut immunitaire des patients et leurs pathologies sous-

jacentes [3,4]. D'un côté, l'aspergillose invasive se développe le plus souvent chez les 

patients immunodéprimés tels que les patients neutropéniques, les patients avec une 

pathologie hématologique, les transplantés d'organes ou de cellules souches et les patients 

traités par immunosuppresseurs [5,6]. D'un autre côté, les aspergilloses pulmonaires 

chroniques (APC) et les aspergilloses allergiques sont les manifestations pulmonaires les 

plus courantes chez l'hôte immunocompétent [4,7–10]. Les APC affectent surtout les 

patients avec des pathologies pulmonaires sous-jacentes telles que la tuberculose ou une 

infection à mycobactérie atypique, la broncho-pneumopathie chronique obstructive 

(BPCO), les antécédents de cancer pulmonaire, l'aspergillose broncho-pulmonaire 

allergique (ABPA) et l'emphysème [4,11]. Les patients souffrant d'asthme ou de 

mucoviscidose développent plutôt une hypersensibilité aux antigènes d'Aspergillus spp. 

aboutissant à une ABPA, une bronchite aspergillaire ou un asthme sévère avec 

sensibilisation fongique [1,12]. 

Le diagnostic d'APC et d'ABPA est toujours 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 critère majeur dans 

le diagnostic des aspergilloses pulmonaires chez l'hôte non-imunodéprimé [1,2,4,9,12–16]. 

Plusieurs méthodes biologiques ont été utilisées au fil des années pour détecter les IgG 

anti-Aspergillus [14]. Les techniques permettant la détection des immunoprécipitines sont 

considérées comme les méthodes de référence grâce à leur spécificité, mais elles manquent 

de standardisation et sont longues à réaliser [14–16]. Par conséquent, un test de screening 

choisi parmi l'hémagglutination indirecte, l'immunofluorescence indirecte, 

l'immunodiffusion et les techniques immunoenzymatiques (ELISA : Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) est souvent pratiqué en première intention. La tendance actuelle 

est d'utiliser pour ce dépistage des tests ELISA car ils permettent une évaluation 

quantitative des anticorps et une réalisation rapide et facile par leur possibilité 

d'automatisation [14–16]. 
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Nous avons réalisé dans ce travail de thèse de pharmacie et mémoire de DES de biologie 

médicale, une étude prospective multicentrique, ayant pour but d'évaluer les performances 

d'un nouveau kit ELISA pour la détection des anticorps anti-Aspergillus. Cette étude a été 

conduite dans 5 hôpitaux français universitaires (Grenoble, Rennes, Dijon, Lyon, 

Besançon). Ce kit ELISA (Aspergillus fumigatus IgG, Bordier affinity products, Crissier, 

Suisse) est innovant par sa composition antigènique. En effet, il associe deux antigènes 

recombinants avec des antigènes somatiques et métaboliques d'A. fumigatus. Nous l'avons 

comparé à deux autres kits ELISA commerciaux : PlateliaTM Aspergillus IgG (Bio-Rad, 

Marnes-la-Coquette, France) et ELISA ClassicTM Aspergillus IgG (Virion\Serion, 

Würzburg, Allemagne) ainsi qu'à une technique "maison" d'immunoélectrophorèse 

permettant la détection des immunoprécipitines [17]. 

Après quelques rappels bibliographiques sur Aspergillus spp. et les aspergilloses, sur le 

diagnostic des aspergilloses chroniques et allergiques et sur les méthodes de détection des 

anticorps anti-Aspergillus, ce mémoire présente le travail d’évaluation du kit ELISA 

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

1. Agent pathogène : Aspergillus spp. 

 

1.1. Généralités 

 

Les Aspergillus spp. sont des champignons filamenteux, cosmopolites, ubiquitaires, 

pathogènes et opportunistes. Moisissures de l'environnement, elles se développent dans le 

sol, les débris organiques, les végétaux, les terreaux, les foins car elles se nourrissent en 

recyclant le carbone et l'azote de ces substrats [18]. A partir de ces réservoirs, ces 

champignons sporulent et disséminent des spores aspergillaires (éléments de reproduction 

asexuée) en suspension. L'homme peut alors se contaminer via ces spores contenues dans 

l'air, l'eau, l'alimentation, la poussière, les climatiseurs. 

Les Aspergillus spp. appartiennent à la classe des ascomycètes ou des hyphomycètes, selon 

que, respectivement, on leur connaît ou pas une reproduction sexuée. Leur mycélium est 

septé et hyalin. Les spores asexuées sont des exospores ou conidies qui se forment à partir 

de la tête aspergillaire, élément caractéristique du genre Aspergillus spp.  

Environ 300 espèces composent ce genre, mais seulement une vingtaine sont impliquées en 

pathologie humaine. Aspergillus fumigatus est l'espèce la plus souvent isolée [17,19,20]. 

L’étude française du réseau SAIF rapporte que A. fumigatus est retrouvé seul dans 80% des 

aspergilloses invasives (AI) lorsque le champignon est isolé en culture [5]. D'autres 

espèces, telles que A. niger, A. terreus, A. flavus, A. nidulans, A. versicolor sont moins 

fréquemment retrouvées [21–24]. 

 

1.2.  Historique 

 

Aspergillus spp. a été décrit pour la première fois en 1729 [25] et le premier cas humain 

d'aspergillome, en 1842 [26] (Tableau 1). C’est uniquement en 1952 qu’a été rapporté le 

premier cas d’aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) [27]. 
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Tableau 1 : Descriptions historiques et rapports des pathologies causées par Aspergillus spp. 

(d'après [28]). 

 

1.3. Caractéristiques mycologiques et facteurs de virulence 

 

1.3.1. Caractéristiques mycologiques 

Aspergillus spp. est un champignon cultivable sur les milieux mycologiques standards tel 

que le milieu Sabouraud. La plupart des espèces sont inhibées par la présence du 

cycloheximide. Le milieu de Czapek favorise la fructification.  

Après 24 à 48h d’incubation à 27°C, on voit apparaître des colonies blanches spiculées qui 

deviennent poudreuses et dont la couleur évolue avec le temps et varie selon l’espèce. 

L'aspect macroscopique du recto et du verso de la colonie permet une orientation rapide du 

diagnostic d'espèce. Le recto des colonies est gris-vert pour A. fumigatus (Figure 1D), vert-
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jaune pour A. flavus (Figure 1C), noires pour A. niger (Figure 1E), brun-cannelle pour A. 

terreus (Figure 1M), vert foncé pour A. nidulans, beige clair, jaunes et roses pour A. 

versicolor (Figure 1O). Le verso de la colonie est habituellement incolore à jaune mais peut 

brunir ou rougir avec l'âge de la culture. 

 
Figure 1 : Colonies d'Aspergillus sp après 7 jours d'incubation à 25°C sur milieu de Czapek (I et J sur gélose avec 

extrait de Malt + 20% de sucrose pendant 14 jours).  

A. A. candidus, B. A. clavatus, C. A. flavus, D. A. fumigatus, E. A. niger, F. A. ochraceus, G. A. 
oryzae, H. A. parasiticus, I. A. penicillioides, J. A. restrictus, K. A. sydowii, L. A tamari, M. A. 
terreus, N. A. ustus, O. A. versicolor, P. A. wentii. (d'après [29]).  

 

L’examen microscopique des cultures d’Aspergillus spp. permet de mettre en évidence les 

caractéristiques de ce genre : des filaments mycéliens hyalins cloisonnés et ramifiés, une 

tête aspergillaire composée d'une vésicule avec des phialides, parfois des métules, et des 
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conidies (Figure 2). On parle de tête bisériée s'il y a la présence de métules et de phialides; 

de tête unisériée lorsque seules les phialides sont présentes. La disposition des phialides sur 

la tête aspergillaire constitue une aide à l'identification des différentes espèces 

d’Aspergillus spp. 

 

 
Figure 2 : Appareil reproducteur des Aspergillus spp. 

(d'après [30]) 

 

1.3.2. Facteurs de virulence 

Les Aspergillus spp. ne sont pas majoritaires parmi les champignons de l'environnement et 

A. fumigatus n'est pas l'espèce prédominante parmi les Aspergillus spp. [31,32]. Leur 

pathogénicité s'explique par une virulence spécifique des Aspergillus spp. et plus 

particulièrement d'A. fumigatus qui est multifactorielle. 

 

Les espèces d’Aspergillus spp. impliquées en pathologie humaine sont thermotolérantes, 

c'est-à-dire qu'elles sont capables de se développer à 37°C, voire plus pour A. fumigatus, 

qui survit à des températures supérieures à 50°C [30].  

 

La taille des spores d’A. fumigatus constitue un facteur de virulence du champignon. En 

effet, les spores sont de très petite taille (2 - 3 µm), ce qui leur permet de pénétrer 

profondément dans les voies aériennes respiratoires et d’atteindre les alvéoles pulmonaires, 
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à la différence d'autres espèces d'Aspergillus spp. qui possèdent des conidies plus grosses 

comme A. flavus et A. niger [33]. Les spores ont la capacité de germer et vont former de 

vrais filaments, ce qui leur permet d'échapper à la phagocytose par les macrophages. En 

effet, les spores phagocytées vont germer dans le cytoplasme des cellules de l'immunité 

innée; les filaments ainsi formés vont pouvoir se développer et envahir le parenchyme 

pulmonaire pour ensuite disséminer dans l'organisme [34]. 

 

1.3.2.1. La structure de la paroi 

La rigidité de la paroi des Aspergillus spp., essentiellement constituée d'un réseau de 

polysaccharides, notamment de glucanes et de chitine, constitue à la fois une protection 

pour le champignon, mais joue aussi un rôle dans la virulence. L'allongement du filament 

participe à la perforation des tissus et des épithéliums et la plupart des molécules toxiques 

et d'invasion transitent par cette paroi [35]. La paroi des conidies présente une couche 

hydrophobe, composée d'hydrophobines, qui leur permet de résister aux réponses 

immunitaires innées et adaptatives [34,36] et facilite leur dissémination dans l'air [18,37]. 

 

1.3.2.2. Les adhésines 

Les Aspergillus spp. possèdent des protéines d'adhésion, les adhésines, qui leur permettent 

d'adhérer aux tissus de l'hôte, facilitant ainsi leur persistance et leur croissance pour le 

développement d'une pathologie aspergillaire. Les adhésines ou lectines se lient aux 

récepteurs de l'hôte, les ligands [38], tels que le fibrinogène, la laminine, l'albumine, etc.  

 

1.3.2.3. La production de toxines 

Un autre facteur de virulence d'A. fumigatus est la production de métabolites toxiques, dont 

le plus connu est la gliotoxine, reconnue également actuellement comme possible 

marqueur diagnostique [39]. Cette toxine est capable d'induire une immunodépression en 

inhibant la phagocytose des macrophages et des polynucléaires [40]. Deux autres 

molécules, ayant une activité toxique, ont été décrites chez A. fumigatus : une RNase (18 

kDa) et une hémolysine (30 kDa) entraînant respectivement la destruction des cellules de 

l'hôte et une lyse des érythrocytes [18]. 

Certaines souches d'A. flavus ont également la capacité de produire une toxine, l'aflatoxine, 

dont la plus importante est l'aflatoxine B1 par sa toxicité et son potentiel carcinogène [41]. 
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1.3.2.4. La production d'enzymes 

A. fumigatus est capable de sécréter de nombreuses enzymes, notamment des protéases, 

des élastases, des phospholipases, etc. qui participent à la pathogénicité du champignon via 

divers mécanismes [18,28,38]. La catalase (350 kDa) possède des propriétés antioxydantes 

et inactive les espèces réactives de l'oxygène (ROS) produites par les cellules de 

l'immunité. A. fumigatus produit également d'autres molécules capables d'inhiber les effets 

des ROS, comme les superoxydes dismutases. 

 

1.3.2.5. La production de pigments 

A. fumigatus produit un pigment, la dihydroxynaphtalène mélanine, responsable de la 

coloration verte des conidies, qui intervient dans la pathogénicité du champignon en 

protégeant les conidies des défenses immunitaires de l'homme, notamment des 

macrophages alvéolaires mais également en inhibant les ROS [18,36]. Ces effets 

immunomodulateurs de la mélanine fongique ont été décrits également chez Cryptococcus 

neoformans [37]. 

 

1.3.2.6. La capacité d'angioinvasion 

Comme la plupart des champignons filamenteux, A. fumigatus possède une croissance 

polaire, lui permettant d'explorer son environnement à la recherche de nutriments. Il 

possède également la caractéristique d'être un champignon angiotrophique, c'est-à-dire 

qu'après avoir pénétré dans les tissus en dissociant les épithéliums grâce aux enzymes 

protéolytiques sécrétées, il entre en contact avec les endothéliums vasculaires puis les 

traverse [8] : il s'agit du caractère d'angioinvasion du mycélium aspergillaire expliquant la 

dissémination, les complications thrombotiques et hémorragiques au cours de l'aspergillose 

invasive. 

 

1.3.2.7. La formation de biofilms 

A. fumigatus possède la capacité de former des biofilms, limitant encore plus l'action des 

antifongiques [42]. Ces biofilms sont constitués par la croissance de mycélium à l'intérieur 

d'une matrice extracellulaire hydrophobe composée de polysaccharides, hydrophobine, 

mélanine, etc. [43]. Ils participent à la virulence du champignon car ils constituent des 

foyers de dissémination secondaire par essaimage de fragments mycéliens. Ils permettent 

également la persistance d'autres microorganismes au sein de structures mixtes, fongiques 

et bactériennes. 
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1.3.2.8. Le caractère allergisant 

A. fumigatus produit également de nombreux allergènes (nommés Asp f1 à Asp f34) qui 

interviennent dans la physiopathologie des aspergilloses allergiques telles que l'ABPA, en 

déclenchant une réaction d'hypersensibilité de type I, III et IV avec la production d'IgG et 

d'IgE spécifiques [44].  

 

2. Physiopathologie des aspergilloses 

 

La contamination par Aspergillus spp. se fait essentiellement par les voies aériennes 

(tractus respiratoire) après inhalation quotidienne de plusieurs douzaines ou centaines de 

spores d’Aspergillus spp. en suspension, la concentration de spores aspergillaires dans l'air 

variant entre 0-85 cfu/m3 selon les saisons [45]. Elles sont bloquées mécaniquement, puis 

éliminées par les cils mucociliaires avec la production de mucus s'opposant au 

développement du champignon : il s'agit de la clairance mucociliaire. Le système 

immunitaire, via les macrophages alvéolaires et les polynucléaires neutrophiles, détruit les 

conidies résiduelles. En effet, les macrophages constituent la première ligne de défense de 

l’hôte en éradiquant les spores inhalées ; tandis que les polynucléaires neutrophiles 

détruisent les filaments mycéliens par production superoxide d'entités oxygénées toxiques 

pour le champignon [46]. Via l'inhalation de spores, les poumons ainsi que les voies 

aériennes supérieures (bronches, sinus) sont les principales localisations d'atteinte 

aspergillaire. 

 

2.1. Aspergillose invasive (AI) 

 

Chez les patients immunodéprimés ayant un déficit fonctionnel ou quantitatif des 

macrophages ou des polynucléaires, les spores aspergillaires inhalées s'installent dans les 

alvéoles pulmonaires pour se développer (bourgeonner) et émettre des filaments [7,8,33]. 

Chez l'hôte immunodéprimé, Aspergillus spp. exprime son tropisme vasculaire, aboutissant 

à l'invasion des vaisseaux sanguins par les filaments mycéliens, puis à une thrombose 

vasculaire et une hypoxie tissulaire, et dans certains cas une dissémination par voie 

hématogène à tous les organes et tissus (cerveau, rein, foie, peau,etc.) (Figure 3). Il en 

résulte des localisations secondaires de l'infection depuis le compartiment sanguin. La 
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prise en charge des aspergilloses invasives doit être la plus précoce possible compte tenu 

de la sévérité de la maladie.  

 

 
 

Figure 3 : Cycle infectieux d'A. fumigatus.  

Aspergillus est ubiquitaire dans l'environnement, sa reproduction asexuée conduit à la production 
de conidies en suspension dans l'air. L'inhalation des conidies par certains groupes de patients 

immunodéprimés entraîne leur installation dans le tissu pulmonaire, leur germination et soit leur 
contrôle par les polynucléaires neutrophiles avec des signes d'inflammation (chez les patients 

traités par corticothérapie) soit une croissance incontrôlée des hyphes avec un défaut de 
polynucléaires neutrophiles et, dans certains cas, une dissémination (neutropénie). (d'après [33]) 

 

 

La contamination peut également se faire par l’alimentation (en prévention chez les 

patients à risques, il est recommandé d'avoir une alimentation stérile, c'est-à-dire sans 
spore).  
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2.2. Aspergilloses Pulmonaires Chroniques (APC) et formes 

d'hypersensibilité 

 

Les différentes manifestations cliniques décrites chez l’homme sont souvent liées à la 

réponse immunologique de l’hôte contre les antigènes d’Aspergillus spp. 

 

2.2.1. APC 

Les formes d'APC sont liées à la persistance des spores d'Aspergillus spp. qui, via les 

filaments mycéliens, colonisent et infectent le tissu pulmonaire préalablement endommagé 

par une pathologie pulmonaire. Une fois installé dans le tissu pulmonaire, le champignon 

se développe et peut soit former une simple balle fongique, soit envahir le parenchyme 

pulmonaire et créer des cavités et expansions [4]. 

Les manifestations cliniques des APC varient selon les pathologies sous-jacentes de l'hôte 

et son statut immunitaire. 

 

2.2.2. Formes d'hypersensibilité 

Les formes d'hypersensibilité se développent suite à une réponse immunitaire exacerbée 

secondaire à un inoculum important de spores aspergillaires inhalées. L'accumulation des 

spores dans l'appareil broncho-pulmonaire est souvent liée à un défaut de clairance 

mucociliaire d'ordre génétique (mucoviscidose) ou liée à une pathologie pulmonaire. 

L'ABPA, entité la plus importante des formes d'hypersensibilité, apparaît suite à un défaut 

de clairance mucociliaire (liée principalement à un asthme ou une mucoviscidose, mais 

aussi à une BPCO). Les spores aspergillaires persistant dans l'arbre bronchique se 

transforment alors en filaments qui altèrent la barrière épithéliale et produisent des 

protéines et allergènes d'A. fumigatus (Asp f1 à Asp f34). Ceux-ci induisent une réponse 

Th2 par les cellules CD4, avec la synthèse et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(IL-4, IL-5, IL-13) mais également la synthèse d'IgG et d'IgE spécifiques d'A. fumigatus, la 

dégranulation des mastocytes et une hyperéosinophilie, responsables des symptômes de 

l'ABPA (Figure 4) [47–49].  
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Figure 4 : Schéma représentant la physiopathologie de l'ABPA. 

(d'après [48]) 
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D'autres formes d'hypersensibilité liées à Aspergillus spp., moins communes que l'ABPA, 

ont été décrites : il s'agit de l'asthme aspergillaire allergique, l'alvéolite allergique 

extrinsèque, la sinusite aspergillaire allergique ou encore la bronchite aspergillaire. La 

physiopathologie de ces formes d'hypersensibilité est complexe et n'est pas totalement 

élucidée. 

Brièvement, l'asthme aspergillaire allergique est une réaction d'hypersensibilité de type I, 

médiée par les IgE [50].  

L'alvéolite allergique extrinsèque est, quant à elle, une manifestation clinique liée à 

l'exposition répétée à des concentrations importantes d'Aspergillus spp. [13]. L'existence 

d'un facteur génétique impliqué dans cette pathologie est probable puisque seulement une 

partie de la population exposée est touchée. La physiopathologie implique à la fois une 

réponse cellulaire et une réponse humorale avec une hypersensibilité de type III et IV à 

Aspergillus spp. [51,52]. 

 

2.3. Autres formes chroniques 

 

Dans certaines situations, on peut observer des infections locales par Aspergillus spp., 

telles que des infections cutanées par contamination exogène (plaies, brûlures), des 

atteintes auriculaires (otomycoses) ou encore des atteintes ophtalmiques (kératites), 

manifestations qui apparaissent souvent après une lésion traumatique.  
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3. Pathologies sous-jacentes, facteurs favorisants et épidémiologie 

 

Aspergillus spp. est à l’origine de nombreuses pathologies chez l’homme. Le système 

immunitaire de l’hôte est souvent un déterminant de la pathologie développée (Figure 5). 

 

 
HSP = Hypersensitivity pneumonitis ou alvéolite allergique extrinsèque 

 

Figure 5 : Formes cliniques des infections bronchopulmonaires à Aspergillus spp., selon le statut immunitaire de 

l'hôte. 

(d'après [3]) 

 

3.1. Pathologies sous-jacentes et facteurs favorisants 

 

Les facteurs favorisant une aspergillose sont environnementaux, locaux ou généraux liés à 

l'hôte. 

Lorsqu'on observe une augmentation des spores aspergillaires dans un environnement, le 

risque de colonisation ou de développement d'une pathologie aspergillaire chez l'hôte 

évoluant dans cet environnement est augmenté.  

Les facteurs locaux liés à l'hôte rassemblent l'ensemble des affections, pathologies sous-

jacentes ou antécédents d'infections pulmonaires qui peuvent altérer les défenses locales de 

l'hôte, à savoir l'altération des cellules épithéliales ou des cils mucociliaires.  
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Les facteurs généraux liés à l'hôte sont surtout retrouvés dans les cas d'aspergillose 

invasive puisque ceux-ci altèrent le système immunitaire de l'hôte.  

Des prédispositions génétiques seraient décrites dans les formes d'ABPA et les formes 

d'hypersensibilité mais nécessitent d'être confirmées [53]. 

 

3.1.1. AI  

L'augmentation des spores aspergillaires dans l'environnement a été décrite comme facteur 

favorisant une AI notamment dans les services d'hématologie avant qu'ils ne soient 

contrôlés sur le plan de la contamination aérienne par des champignons ou encore lorsque 

des travaux sont effectués à proximité d'un hôpital [54].  

Les facteurs généraux favorisant une AI sont liés à l'altération sévère du système 

immunitaire de l'hôte. Il s'agit de la neutropénie profonde, de la corticothérapie prolongée, 

du déficit en NADPH-oxydase, des traitements par chimiothérapie, des transplantations 

d'organes solides et greffes de cellules souches, des thérapeutiques immunosuppressives 

[33,55]. L'AI a également été rapportée récemment chez les personnes atteintes de BPCO et 

traitées par corticothérapie [11]. 

 

3.1.2. APC et formes d'hypersensibilité 

La colonisation bronchique des patients immunocompétents, dont la définition n'est pas 

consensuelle, a été rapportée comme pouvant être un pré-requis au développement d'une 

pathologie aspergillaire; certains auteurs considérant même ces patients comme des 

malades [56]. Il est en effet difficile de faire la distinction entre une colonisation et une 

réelle infection; il faut pour cela s'appuyer sur un faisceau d'arguments prenant en compte 

l'ensemble des facteurs prédisposants, résultats biologiques et mycologiques [57].  

Les facteurs locaux jouant un rôle dans le développement d'aspergillose chez 

l'immunocompétent sont nombreux et varient selon le type d'aspergillose. 

Si l'on considère les cas d'aspergillomes, d'APCC et d'APCF, les principales pathologies 

sous-jacentes ou antécédents pulmonaires rapportés sont la tuberculose, les infections à 

mycobactéries atypiques, l'ABPA, la BPCO et l'emphysème, la sarcoïdose pulmonaire, un 

antécédent de cancer pulmonaire, etc. [3,4]. 

Les formes d'APCN sont décrites chez des patients présentant une immunodépression 

modérée ou localisée; les pathologies sous-jacentes rapportées sont essentiellement la 
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cirrhose, le diabète, la sarcoïdose, les pathologies auto-immunes, une corticothérapie à 

faible dose prolongée mais également la dénutrition [58]. 

 

Dans les formes d'hypersensibilité telles que l'ABPA, les facteurs favorisants décrits sont 

principalement l'asthme et la mucoviscidose, conditions qui permettent la persistance des 

conidies dans les voies respiratoires et donc leur développement en filaments. Dans de 

rares cas, la BPCO a été rapportée comme pathologie sous-jacente de l'ABPA [50]. 

Des facteurs génétiques semblent prédisposer à une ABPA ou à une aspergillose 

allergique, tels que certaines mutations du gène CFTR ou encore certaines molécules du 

complexe majeur d'histocompatibilité de type II (notamment HLA-DR). Cependant, 

l'implication de ces prédispositions génétiques dans la survenue d'une ABPA ou autre 

forme d'hypersensibilité n'est pas certaine et nécessite d'être confirmée [48,49,53]. 

 

3.2. Epidémiologie 

 

3.2.1. AI  

Les AI sont décrites chez des patients sévèrement immunodéprimés. Les données 

concernant l’épidémiologie de ces infections ont souvent étés rapportées chez les patients 

traités pour une leucémie aigüe myéloïde avec une incidence des AI de 4,4% à 8% [59–

61]. Chez les patients allogreffés de cellules souches hématopoïétiques, une incidence des 

AI de 2,5% à 12% a été rapportée [5,60]. Chez les greffés d’organes solides, on retrouve 

une incidence des AI entre 0,3 et 4,8% [5].  

La létalité des AI est parmi les plus importantes des infections fongiques invasives et 

atteint 28.5% dans les données françaises recueillies entre 2001 et 2010 [62]. 

 

3.2.2. APC et formes d'hypersensibilité 

 

3.2.2.1. APC 

La prévalence des différentes formes d'APC n'est pas rapportée précisément dans la 

littérature. Des études récentes ont estimé que la prévalence sur 5 ans des APC après une 

tuberculose pulmonaire varie entre <1/100 000 en Europe de l'Ouest et aux Etats-Unis et 

42.9/100 000 au Nigéria et en République Démocratique du Congo [63,64]. 
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La tuberculose et autres infections à mycobactéries atypiques, antécédents pulmonaires les 

plus souvent décrits, sont retrouvées dans 30% des APC et jusqu'à 93% en Corée [4].  

L'ABPA est une pathologie sous-jacente décrite dans 14% des APC [4]. 

 

3.2.2.2. ABPA 

La prévalence de l’ABPA varie de 1 à 15% chez les patients atteints de mucoviscidose et 

de 1 à 2% chez les adultes asthmatiques [1,20,48,49,65–67]. Deux études européennes ont 

montré que la prévalence de l'ABPA diffère considérablement selon le pays considéré 

[1,66], les méthodes et critères diagnostiques étant différents. En France, une prévalence de 

7.4% à 17.7% a été rapportée chez les patients atteints de mucoviscidose [1,66]. Les 

critères utilisés en France pour le diagnostic de l'ABPA au cours de la mucoviscidose 

semblent efficients puisque le taux d'ABPA déclaré est très proche du taux d'ABPA 

théorique estimé dans une population de référence [1]. 

 

4. Clinique et classification 

 

4.1. Patient immunodéprimé 

 

La principale porte d'entrée des spores aspergillaires étant les poumons, le patient 

immunodéprimé développe une aspergillose pulmonaire invasive (API) dans 80-90% des 

cas [28]. 

Les symptômes de l’API sont non spécifiques mais comprennent une toux, une dyspnée, de 

la fièvre, des douleurs thoraciques et des hémoptysies [28]. 

Le caractère angioinvasif de l'AI s’observe principalement chez le patient neutropénique 

(PNN<100/mm3) [68], qui se traduit par une hémoptysie, conséquence de la thrombose 

vasculaire et de l'hémorragie péri-lésionnelle. La fièvre prolongée peut être le seul signe 

clinique chez le patient neutropénique. 

La forme bronchoinvasive se retrouve surtout chez le patient non neutropénique allogreffé 

sous traitement immunosuppresseur pour une réaction du greffon contre l'hôte [68]. Elle est 

caractérisée par un développement fongique limité, un infiltrat granulomateux, une nécrose 

tissulaire et une réponse inflammatoire excessive. Cette forme aboutit à une destruction de 

la paroi bronchiolaire [68]. 
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Il faut penser à évoquer une aspergillose invasive chez un patient très immunodéprimé qui 

présente une fièvre persistante sous antibiothérapie à large spectre depuis plus de 48h. Tout 

patient chez qui une aspergillose invasive est suspectée doit alors bénéficier le plus 

rapidement possible d’un scanner thoracique, à la recherche de signes évocateurs tels que 

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

 

  

Figure 6 : Scanner pulmonaire montrant un nodule avec signe du halo révélant une aspergillose angioinvasive 

chez un patient atteint de leucémie aigüe. 

(d'après [68]) 

 

D'autres formes d'AI sont décrites chez le patient immunodéprimé comme l'aspergillose 

trachéobronchique ou la sinusite aspergillaire invasive. 

A partir de ces sites primitifs, l'AI peut disséminer et former des localisations secondaires 

dont les principales sont le cerveau et la peau [28]. 

L’aspergillose invasive chez les patients sévèrement immunodéprimés ne fait pas l’objet 

d’un développement dans ce travail qui concerne le diagnostic des formes chroniques et 

allergiques de l’immunocompétent. 

 

4.2. Patient immunocompétent 

 

4.2.1. Colonisation bronchique 

Il s’agit de la présence du champignon dans les voies respiratoires sans dommages 

apparents sur le tissu pulmonaire ni signe clinique spécifique. Les facteurs prédisposant à 

la colonisation aspergillaire des voies respiratoires sont la BPCO, l’asthme, la 

bronchectasie, la bronchite chronique, la mucoviscidose, l’utilisation prolongée 

d’antibiotiques à large spectre et la malnutrition [13]. 
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La définition de la colonisation aspergillaire est controversée et aucun consensus n'a été 

établi. Elle est définie par certains auteurs comme la simple présence d'Aspergillus spp. 

dans les prélèvements respiratoires [57]. D'autres équipes la définissent plus 

rigoureusement avec l'isolement répété d'Aspergillus spp. dans un prélèvement respiratoire 

(≥ 2 prélèvements positifs) [53,69,70]. Il n'existe pas de recommandation concernant 

l'indication d'un traitement antifongique chez ces patients colonisés. 

Le risque de développer une pathologie aspergillaire suite à une colonisation dépend 

essentiellement du statut immunitaire de l'hôte.  

 

4.2.2. APC et formes d'hypersensibilité 

Nous nous intéressons dans ce mémoire aux aspergilloses pulmonaires chez 

l'immunocompétent ainsi qu’à leur diagnostic. 

 

4.2.2.1. APC 

L’hôte non immunodéprimé peut développer une APC qui peut prendre différentes formes 

[10,71] : 

� Aspergillome simple 

� Aspergillose pulmonaire chronique cavitaire (APCC) 

� Aspergillose pulmonaire chronique fibrosante (APCF) 

� Aspergillose pulmonaire chronique nécrosante (APCN) = AI subaigüe ou semi-

invasive  

 

A noter que les aspergilloses pulmonaires sont des entités cliniques proches les unes des 

autres et un patient peut évoluer d'une forme à une autre, ou encore présenter plusieurs 

formes intriquées. Les formes chroniques évoluent pendant plusieurs mois, voire années. 

Les manifestations cliniques observées ne sont pas spécifiques de l'aspergillose. Selon la 

localisation de l'aspergillose et le stade d'avancement de la maladie, on peut retrouver des 

manifestations cliniques telles que altération de l'état général, fièvre, toux, dyspnée, 

douleur thoracique, hémoptysies [4,10].  

 

Les images radiologiques observées sont non pathognomoniques mais permettent 

d'évoquer l'aspergillose. La tomodensitométrie reflète les images observées sur la 

radiographie mais permet de mieux apprécier les anomalies pulmonaires décrites (par une 

meilleure résolution de contraste mais également l'absence de superposition anatomique) et 
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constitue un élément clé dans le diagnostic des aspergilloses. Elle permet en effet 

d'observer l'aspect pseudo-tumoral, l'épaississement des parois des cavités, des images 

hydro-aériques, des bronchectasies, des infiltrats, des aspects d'emphysème ou de fibrose, 

etc. mais également d'autres signes évocateurs d'aspergillose tels que des consolidations, 

des cavités ou des nodules périphériques. 

La TDM est également intéressante pour suivre l'évolution des patients. 

 

4.2.2.1.1. Aspergillome simple 

 

L'aspergillome se forme en général sur une cavité existante (séquelles de tuberculose, 

cancer, sarcoïdose pulmonaire chronique, spondylodiscite ankylosante, emphysème, etc.) 

[4,10,72]. Aspergillus spp. colonise la cavité pour former une "truffe aspergillaire", 

constituée d'une masse de mycélium fongique, de cellules inflammatoires, de fibrine, de 

mucus et de débris cellulaires [73,74]. A. fumigatus est l'espèce la plus souvent impliquée 

dans les aspergillomes. L'aspergillome peut se localiser à différents niveaux (selon la 

cavité préexistante) : sinusien, pulmonaire ou pleural. Lorsque la cavité est aérée, on peut 

observer une sporulation asexuée, avec des conidiophores se développant sur le mycélium, 

des têtes et conidies aspergillaires. 

 

L'aspergillome simple est stable, sans progression pendant plus de 3 mois, sans signes 

cliniques majeurs généraux. La symptomatologie de l’aspergillome n’est pas spécifique, 

les patients sont généralement asymptomatiques sans altération majeur de l’état général; 

cependant, des hémoptysies sont souvent décrites chez ces patients [4,10,72]. On peut 

également observer une toux chronique productive.  

L’aspergillome est souvent caractéristique à l’imagerie, l'aspect "en grelot" est retrouvé 

dans la majorité des cas. On observe une opacité occupant une cavité qui est souvent 

entourée d’un "croissant gazeux" (Figure 7). 
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Figure 7 : Scanners de patients présentant un aspergillome  

(image du grelot aspergillaire et du croissant gazeux) 

(d'après [73,75]) 

 

L’aspergillome simple est unique. Les formes multiples et bilatérales sont regroupées sous 

le terme d’APCC [10,76]. 

 

4.2.2.1.2. APCC 

 

Anciennement appelée aspergillome complexe, il s’agit de formations et expansions de 

multiples cavités, dont certaines peuvent contenir des balles aspergillaires évoluant depuis 

plus de 3 mois [4,10,77]. Le patient présente une altération de l'état général avec une perte 

de poids, une asthénie, de la toux des hémoptysies et de la fièvre [4]. 

La physiopathologie de l'APCC débute avec une réaction granulomateuse et une nécrose 

tissulaire entraînant une destruction du tissu pulmonaire et la formation de cavités. 

L'APCC est caractérisée par une bronchectasie localisée, la présence de multiples cavités, 

une réaction inflammatoire et une fibrose. Si elles ne sont pas traitées, ces cavités 

s’étendent pour se rejoindre et des balles fongiques peuvent apparaître. 

 

L'APCC montre à l'imagerie de multiples cavités, entourées d’un liseré inflammatoire et 

d'infiltrats péri-cavitaires. Ces cavités peuvent contenir ou non une balle aspergillaire 

(Figure 8). Elles progressent pour ensuite former une seule grande cavité ou évoluent vers 

la fibrose [4,10,77]. Cette progression est généralement observée sur une période supérieure 

à 3 mois. 
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(A) (B)  

 (C)  

Figure 8 : Imagerie d'APCC 

A et B : Radiographie et scanner d'un patient présentant une APCC avec des antécédents de tuberculose pulmonaire. On 

observe de multiple cavités avec un aspergillome au niveau du lobe supérieur droit. (d'après [77]). C : Scanner d'un 

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

 

4.2.2.1.3. APCF 

 

L'APCC peut évoluer vers une fibrose pulmonaire extensive : on parle alors d'APCF. La 

fibrose peut être limitée à un lobe supérieur ou alors s’étendre à toute l’aire pulmonaire 

entraînant une altération de la fonction pulmonaire [4,10]. Les principales manifestations 

cliniques comprennent une altération de l'état général avec une toux productive, un 

amaigrissement, des hémoptysies et une dyspnée [4,10]. 

L'APCF est caractérisée par une fibrose majeure, qui peut être limitée à un lobe ou alors 

s'étendre à tout l'hémithorax (Figure 9, Figure 10). 
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Figure 9 : Scanner d'un patient présentant une APCF.  

(d'après [73]) 

 

(A) (B)  

Figure 10 : Radiographies d'un patient présentant une APCC (A) (Juin 1994) qui a évolué en APCF (B) 

(Septembre 1997).  

(d'après [10]) 

(A) : Mise en évidence d'un aspergillome au minimum avec une balle fongique entourée du signe du halo. Le patient n'a 

pas reçu de traitement antifongique. 

(B) : Détérioration avec élargissement des cavités, extension de la fibrose du lobe inférieur et présence d'un épanchement 

pleural. Possibilité de la persistance d'une balle fongique avec le signe du halo dans la zone moyenne gauche. Le patient 

n'a pas reçu de traitement antifongique. 
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4.2.2.1.4. APCN 

 

Le développement de l'APCC en APCN est liée à l’expansion des cavités préexistantes et 

est retrouvée chez les patients avec un système immunitaire légèrement affaibli, tels que 

ceux traités par faible doses immunosuppressives de corticoïdes, ceux ayant une pathologie 

pulmonaire sous-jacente ou ceux ayant des co-morbidités telles que diabète, alcoolisme ou 

cirrhose hépatique [4,10,78]. Du fait de cette immunodépression modérée, l'APCN évolue 

sur un mode subaigu, plus rapidement que les autres formes d'APC, en quelques semaines, 

généralement entre 1 et 3 mois : on parle alors de forme semi-invasive ou d'aspergillose 

invasive subaigüe [4,10]. On considère cette entité clinique comme un intermédiaire entre 

APC et AI. Les premiers cas d'APCN ont été décrits par Binder en 1982 [58] et Gefter en 

1981 [79]. 

Le début est insidieux et progressif, marqué par l'apparition de signes évocateurs tels que la 

fièvre, la toux chronique productive, des hémoptysies, une dyspnée, un amaigrissement et 

une altération de l'état général [10,77,78]. Contrairement à l'aspergillome, le parenchyme 

pulmonaire est envahi localement par le champignon, les filaments aspergillaires entraînant 

des lésions inflammatoires. La présence de cavité préexistante n'est pas nécessaire (même 

si une cavité avec une balle fongique peut se développer secondairement à la destruction 

du tissu pulmonaire par le champignon). L'invasion vasculaire par Aspergillus spp. n'est 

pas retrouvée dans l'APCN, à la différence de l'AI. 

La tomodensitométrie permet de mettre en évidence des infiltrats plus ou moins excavés 

avec apparition de nouvelles cavités ou extension des cavités préexistantes.  

L'évolution de l'APCN dépend de la précocité du traitement, de l'immunité de l'hôte et de 

l'extension des lésions [80]. 

Lors d'APCN, on observe initialement sur l'imagerie des infiltrats et consolidations dans le 

lobe supérieur ou sur le segment supérieur du lobe inférieur associés à une bronchectasie 

(Figure 11) [10,75,77]. Les consolidations évoluent pour former des cavités après plusieurs 

semaines ou mois [81]. On peut également voir une balle fongique, mais cela dépend du 

stade d'évolution de la maladie. L'épaississement de la paroi pleurale adjacente est souvent 

décrit. 
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(A) (B)  

Figure 11 : Images d'APCN. 

(A) : Consolidation du lobe supérieur droit avec bronchectasie. (B) : Même patient 7 mois plus tard : la consolidation 

initiale évolue progressivement vers la formation d'une cavité. 

(d'après [75]) 

 

4.2.2.2. Formes d'hypersensibilité 

 

Lorsque le patient présente des facteurs favorisants comme un asthme, une BPCO ou une 

mucoviscidose, etc., il peut développer des formes dites d’hypersensibilité qui se 

manifestent par : 

 - un asthme allergique,  

 - une aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA),  

 - une alvéolite allergique extrinsèque. 

 

Les aspergilloses allergiques résultent de l'exposition aux protéines et allergènes 

d'Aspergillus spp. entraînant chez l'hôte une réponse d'hypersensibilité.  

 

4.2.2.2.1. ABPA 

Aussi appelée maladie de Hinson-Pepys [27,82], elle touche principalement les patients 

avec un terrain propice (asthme, mucoviscidose, dilatation des bronches, BPCO). Il s’agit 

d’une pathologie pulmonaire allergique causée par une hypersensibilité aux antigènes 

aspergillaires. Le diagnostic, chez ces patients prédisposés, reste difficile et est souvent 

évoqué lors d’exacerbation des signes cliniques associée à des signes biologiques 

d’hypersensibilité immédiate (type I) et semi-retardée, réaction Ag-Ac (type III). 
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Chez les patients asthmatiques, les exacerbations d'ABPA se manifestent par une dyspnée 

fébrile, des douleurs thoraciques, une toux productive et une altération de l'état général 

[47]. Les patients asthmatiques sont souvent asymptomatiques à distance des exacerbations 

car ils sont contrôlés par leurs thérapeutiques au long cours. 

L’ABPA débute, en phase aigüe, avec des manifestations asthmatiformes sévères avec des 

sifflements, des épisodes de malaise, une fièvre, une perte de poids, des douleurs 

thoraciques ainsi qu’une toux productive, parfois associée à des hémoptysies. Lorsque 

l’ABPA devient chronique, le patient développe une bronchectasie, une fibrose et la 

production d’expectorations purulentes, contenant parfois des éosinophiles, des cristaux de 

Charcot-Leyden ou encore des éléments fongiques [27]. Une ABPA non prise en charge 

peut causer des dommages pulmonaires irréversibles (bronchectasies, fibrose). 

 

Les critères diagnostiques d'ABPA chez les patients non atteints de mucoviscidose ont été 

largement décrits [83] et réactualisés en 2013 [47], les critères essentiels incluent : 

• un asthme 

• une réactivité cutanée immédiate à Aspergillus spp. ou des taux sériques 

élevés d'IgE spécifiques anti-A. fumigatus 

• des taux sériques d'IgE totales > 1000 UI/ml 

associés à 2 critères parmi les 3 suivants : 

• la présence de précipitines ou d'IgG anti- A. fumigatus dans le sérum 

• des anomalies radiologiques concordantes avec une ABPA (consolidation, 

nodules, opacités, bronchectasie centrale, etc.) 

• un taux d'éosinophiles > 500/mm3, chez les patients non traités par 

corticoïdes. 

 

Cinq stades d’ABPA ont été décrits par Patterson [84] chez les patients atteints d'asthme et 

d'ABPA [49,84] et ont récemment été repris et précisés par Agarwal et al. en 6 stades [47] : 

� stade 0 : phase asymptomatique : le patient présente un asthme contrôlé et n'a 

jamais eu de diagnostic d'ABPA, mais remplit les critères diagnostiques d'ABPA 

(ci-dessus). 

� stade I : phase aigüe, caractérisée par un asthme incontrôlé et des symptômes 

pulmonaires. Le patient n'a jamais eu de diagnostic d'ABPA, mais remplit les 

critères diagnostiques, 
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� stade II : phase de réponse : amélioration de l'état clinique (résolution des 

symptômes et contrôle de l'asthme), amélioration des images radiologiques, le taux 

d'IgE totales chute (≥ 25% en 8 semaines), 

� stade III : phase d'exacerbation : détérioration clinique ou radiologique avec une 

augmentation des IgE totales ≥ 50%, 

� stade IV : phase de rémission : amélioration prolongée de la clinique et de 

l'imagerie associée à un taux d'IgE totales égal ou inférieur au taux initial sur une 

période ≥ 6 mois (en l'absence de traitement par corticoïdes), 

� stade V : phase de cortico-dépendance : le patient est dépendant aux corticoïdes 

pour contrôler sa pathologie. 

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

� stade VI : phase avancée de l'ABPA: phase terminale de la pathologie pulmonaire 

avec une insuffisance respiratoire et/ou un cœur pulmonaire associée à des images 

radiologiques de fibrose. Peu de patients évoluent vers ce stade.  

 

L'ABPA est également une complication retrouvée chez les patients mucoviscidosiques et 

y est associée à une détérioration des fonctions pulmonaires, un fort taux de colonisation 

bactérienne, des pneumothorax, des hémoptysies massives et un statut nutritionnel altéré 

[48]. 

L’élément important qui intervient dans la pathogénicité de l’ABPA chez ces patients est la 

forte exposition aux allergènes d’Aspergillus spp. en raison d’une sécrétion importante de 

mucus stagnant dans les voies respiratoires. Le diagnostic d’ABPA chez ces patients est 

difficile puisque les manifestations cliniques sont similaires à celles liées à la 

mucoviscidose.  

 

Les recommandations de la Conférence de Consensus de 2003 [49] définit l'ABPA chez les 

patients atteints de mucoviscidose par les 5 critères majeurs suivants : 

• détérioration aiguë ou subaigüe des fonctions respiratoires, non attribuable à 

une autre cause 

• taux d'IgE totales sériques > 1000 UI/ml 

• réactivité cutanée immédiate à Aspergillus spp. mise en évidence soit par un 

prick-test positif aux antigènes d'Aspergillus spp. soit par la présence d'IgE 

spécifiques anti-A. fumigatus 
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• présence de précipitines d'A. fumigatus ou d'IgG anti-A. fumigatus dans le 

sérum 

• présence d'anomalies récentes ou nouvelles à l'imagerie : infiltrats 

pulmonaires, bronchectasie centrale, stagnation de mucus, etc. sans 

amélioration après traitement antibiotique. 

 

L'isolement d'Aspergillus spp. dans des prélèvements respiratoires fait partie des critères 

mineurs pour le diagnostic d'ABPA [48,49]. 

Les signes radiologiques sont souvent absents lors d'une ABPA. On peut cependant 

observer des infiltrats transitoires, des nodules, des consolidations, des accumulations de 

mucus et une bronchectasie centrale [47,75]. 

 

  
Figure 12 : Images d'ABPA. 

(b,c) : bronchectasie bilatérale sub-segmentale, remplie de mucus. (e) après traitement : la bronchectasie persiste mais le 

mucus a disparu. (d'après [75]) 

 

4.2.2.2.2. Asthme aspergillaire 

L’asthme aspergillaire est un asthme provoqué à la suite d’une exposition prolongée aux 

spores aspergillaires [13,50]. Les symptômes nasaux observés ressemblent à un rhume suivi 

d’une toux et d’une respiration sifflante. 

On observe souvent des signes d’hypersensibilité immédiate avec la présence d’IgE 

spécifiques et des tests cutanés positifs. 

 

4.2.2.2.3. Alvéolite allergique extrinsèque 

L'alvéolite allergique extrinsèque, ou pneumopathie d’hypersensibilité, peut être d'origine 

professionnelle ou non. Trois formes cliniques ont été décrites :  
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- la forme aigüe avec un syndrome pseudo-grippal, une toux sèche, une dyspnée et des 

râles crépitants bilatéraux apparaissant 4 à 8 h après l'exposition. Cette forme semble liée à 

l'exposition intermittente à des antigènes aspergillaires. Les symptômes persistent environ 

12 h et sont spontanément réversibles. 

- la forme subaigüe avec une asthénie, un amaigrissement, une toux chronique, une 

dyspnée et un syndrome interstitiel. 

- la forme chronique, liée à la répétition des expositions, qui est une forme évoluant vers 

l'insuffisance respiratoire chronique par fibrose pulmonaire [51,52]. 

 

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

clinique particulière et concerne un faible nombre de patients. 

 

4.2.2.2.4. Autres formes allergiques 

 

� Sinusite aspergillaire allergique 

La sinusite aspergillaire allergique se développe en général chez l’hôte immunocompétent 

atopique ou ayant des antécédents d’asthme ou de polypes nasaux chroniques. Il s'agit du 

développement d'Aspergillus spp. dans le(s) sinus de façon chronique, sans invasion 

tissulaire [85]. On retrouve, comme dans l’ABPA, du mucus contenant des éosinophiles, 

des cristaux de Charcot-Leyden et des filaments fongiques, mais l’atteinte est sinusienne. 

Les principaux signes cliniques sont des céphalées chroniques, une obstruction nasale et 

une rhinite [13]. Le traitement repose principalement sur le drainage des sinus qui suffit 

dans la plupart des cas. 

 

� Bronchite aspergillaire 

Il s'agit d'une infection rare, locale et superficielle. Les patients présentent des 

prélèvements positifs pour Aspergillus spp. (culture ou sérologie) mais sans atteinte 

pulmonaire parenchymateuse [73]. Les manifestations cliniques observées lors de bronchite 

aspergillaire sont non spécifiques. La muqueuse bronchique est inflammatoire et les 

patients présentent une hyperthermie, une dyspnée, des douleurs thoraciques, des 

hémoptysies avec ou non une altération de l'état général. La bronchite aspergillaire peut 

être responsable de la persistance de symptômes respiratoires. 
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4.2.3. Autres formes non pulmonaires 

Aspergillus spp. peut également être responsable d’aspergilloses non pulmonaires comme 

par exemple : 

� des sinusites aspergillaires non allergiques : il s'agit d'une atteinte locale du sinus 

avec production de balle fongique [13]. 

� des otomycoses : il s’agit d’une atteinte auriculaire, favorisée par des lésions 

préexistantes du conduit auditif externe et l’usage local de corticoïdes. L’agent 

étiologique le plus souvent impliqué est A. niger. 

� des atteintes oculaires : il s’agit le plus souvent de kératites aspergillaires post-

traumatiques, à la suite de projection d’objets souillés dans les yeux. 

� des atteintes cutanées, le plus souvent retrouvées chez les grands brûlés. 

 

4.3. Classification  

 

Smith et Denning ont catégorisé en 2011 les différentes formes cliniques d'APC [4,10]. Les 

critères de classification établis reposent sur l'ensemble des arguments cliniques, 

radiologiques et biologiques. 

 

� L'aspergillome simple est défini comme la présence simultanée (à l'imagerie ou en 

histologie), d'une balle fongique à l'intérieur d'une cavité unique et d'une preuve 

sérologique et/ou microbiologique de l'implication d'Aspergillus spp. Il n'existe pas 

d'altération de l'état général et aucune progression de l'aspergillome n'est observée 

sur au moins 3 mois. 

 

� L'APCC est décrite comme la présence d'une ou plusieurs cavités, contenant ou 

non, une balle fongique, associée à une preuve sérologique et/ou microbiologique 

de l'implication d'Aspergillus spp. L'APCC s'observe chez les patients 

immunocompétents présentant des symptômes pulmonaires ou systémiques ainsi 

qu'une progression radiologique sur une période d'au moins 3 mois. Si une biopsie 

est réalisée, elle met en évidence des hyphes aspergillaires sur un tissu 

inflammatoire, mais ne montre pas d'invasion tissulaire par le champignon. 
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� L'APCF est déterminée comme la fibrose sévère atteignant au minimum 2 lobes 

pulmonaires. Elle est consécutive de l'APCC et entraîne une diminution des 

fonctions respiratoires.  

 

� L'APCN est considérée comme l'aspergillose invasive des patients modérément 

immunodéprimés. Elle progresse sur une période de 1 à 3 mois entraînant des 

lésions tissulaires et des anomalies à l'imagerie (nodules, consolidations, etc.). Des 

arguments sérologiques (y compris la détection d'antigènes sériques) et/ou 

microbiologiques en faveur de la présence du champignon sont détectés. 

 

Les arguments sérologiques et microbiologiques pris en compte dans le diagnostic des 

CPA sont respectivement la présence de précipitines anti-Aspergillus dans le sérum et 

l'isolement d'Aspergillus spp. dans un prélèvement respiratoire ou pleural [10]. 

 

Les critères diagnostiques des formes d'hypersensibilité reposent sur des arguments 

cliniques, radiologiques, immunologiques et biologiques [12,47,83], à savoir la fonction 

respiratoire et les EFR, l'imagerie (radiologie, scanner), les IgG et IgE anti-Aspergillus 

fumigatus, les IgE totales et la réactivité cutanée aux antigènes d'Aspergillus spp. La 

culture des prélèvements respiratoires ne fait pas partie des critères diagnostiques car ces 

patients sont souvent colonisés par le champignon. Le détail des critères diagnostiques est 

précisé plus haut dans ce mémoire. 

Baxter et al. a récemment décrit 3 nouvelles classes d'aspergilloses chez le patient atteint 

de mucoviscidose (ABPA, sensibilisation aspergillaire et bronchite aspergillaire) en 

utilisant comme marqueurs biologiques la sérologie (IgG et IgE anti-Aspergillus), la PCR 

aspergillaire et l'antigène galactomannane dans les crachats [12]; la culture des 

prélèvements respiratoires n'étant pas prise en compte dans les critères diagnostiques. 

Publiée après le début de notre étude, cette classification n'a pas été utilisée. D'autre part, 

une étude dans différents pays, compare la prévalence théorique d'ABPA (d'après une 

prévalence de 17% estimée sur une population de référence avec les nouveaux critères 

proposés par Baxter et al. [12]), avec les cas réellement recensés dans les registres 

nationaux d'après les critères propres à chaque pays [1]. Le diagnostic d'ABPA en France 

semble bien réalisé puisque les cas d'ABPA recensés correspondent parfaitement aux cas 

théoriques (101.2%), ce qui signifie que les critères diagnostiques utilisés en France (et 

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

d'hypersensibilité 

 

Le diagnostic d'aspergillose est difficile et repose sur l'ensemble des éléments cliniques, 

radiologiques, biologiques et histologiques. 

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

l’imagerie, la détection des précipitines (IgG) d’Aspergillus spp. dans le sérum et/ou la 

mise en évidence du champignon en culture dans les prélèvements respiratoires.  

Il faut éliminer d’autres causes, infectieuses (tuberculose, histoplasmose, etc.) ou non 

(cancer pulmonaire, sarcoïdose, etc.), avant de conclure à une APC. 

 

5.1. Critères mycologiques 

 

5.1.1. Prélèvements 

L’isolement d’Aspergillus spp. d’un site non stérile et potentiellement colonisé (tractus 

respiratoire, etc.) est d’interprétation délicate et doit prendre en compte le contexte 

clinique, l’immunodépression et les autres arguments biologiques. 

Ainsi, pour les prélèvements respiratoires, il est préférable de privilégier des prélèvements 

protégés comme la broncho-aspiration ou le lavage bronchio-alvéolaire. Ces prélèvements 

font l’objet d’une recherche mycologique conventionnelle (examen direct et culture) mais 

récemment la recherche d’antigène galactomannane ainsi que la PCR Aspergillus spp. ont 

été évoqués comme critères diagnostiques d’ABPA chez le patient atteint de 

mucoviscidose [12]. 

Pour la sérologie (détection des anticorps), la recherche d’antigènes ou la PCR, des 

prélèvements sanguins (sérum) sont réalisés.   

 

5.1.2. Examen direct 

Une coloration, permettant de mettre en évidence les filaments mycéliens, comme le 

Gomori-Grocott, est réalisée (Figure 13). Les filaments aspergillaires sont hyalins, 

cloisonnés (à la différence des mucorales), ramifiés avec des angles aigus. Les têtes 

aspergillaires sont exceptionnellement observées à l’examen direct et témoignent d’une 

croissance du champignon in vivo au sein d’une cavité bien aérée (aspergillome sinusien 

ou otite externe).  
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Figure 13 : Coloration de Grocott mettant en évidence une masse d’hyphes d’Aspergillus fumigatus (aspergillome). 

(d'après [86]) 

 

5.1.3. Culture 

La culture d'Aspergillus spp. dans un prélèvement respiratoire est un examen qui manque 

de sensibilité. Elle est notamment inférieure à 50% dans le liquide bronchiolo-alvéolaire au 

cours des aspergilloses chroniques [65,87]. La sensibilité de la culture de la broncho-

aspiration est supérieure à celle du lavage bronchiolo-alvéolaire [88]. D'autre part, elle ne 

permet pas de faire la différence entre une colonisation et une infection [57]. 

Dans les nouveaux critères proposés pour les aspergilloses allergiques chez le sujet atteint 

de mucoviscidose, Baxter et al. ne prend plus en compte la culture dans les critères 

diagnostiques [12]. Cependant, la culture est l'élément qui permet d'identifier l’espèce 

d'Aspergillus sp et qui permet de tester la sensibilité aux antifongiques (antifongigramme). 

Le développement des résistances d’Aspergillus spp. aux antifongiques azolés rend le suivi 

des sensibilités de plus en plus nécessaire. 

 

5.2. Détection d'antigènes 

 

Aspergillus spp. possède de nombreux antigènes, qu'ils soient présents sur la paroi du 

champignon, sécrétés dans le milieu extérieur ou libérés lors de la rupture du champignon. 

Les antigènes galactomannane et (1-3) β-D-glucane sont isolés de la paroi fongique et 

utiles notamment dans le diagnostic des aspergilloses invasives. L'Ag galactomannane est 

assez spécifique d'Aspergillus spp. alors que l'Ag (1-3) β-D-glucane est un marqueur pan-

fongique : il ne détecte pas uniquement Aspergillus spp. mais également Candida spp., 
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Pneumocystis jirovecii et les autres champignons pathogènes en dehors de Cryptococcus 

spp. et des mucorales [89,90]. 

 

5.3. Sérodiagnostic : détection des anticorps IgG 

 

La détection d’anticorps type IgG dirigés contre A. fumigatus dans le sérum est utile dans 

le diagnostic des APC et des formes d’hypersensibilité [10,13]; les patients 

immunodéprimés développant une réponse humorale très faible. Les IgG sont utiles au 

diagnostic de toutes les formes chroniques et allergiques alors que les IgE anti-Aspergillus 

ne sont détectées que dans les formes d'hypersensibilité [12,47] et seront développées plus 

loin dans ce mémoire. On s'intéresse uniquement aux anticorps dirigés contre A. fumigatus 

car il est l'agent le plus souvent impliqué dans les aspergilloses [13,18]. 

Actuellement en France, la nomenclature des actes de biologie médicale impose aux 

laboratoires la réalisation de 2 techniques pour la détection des anticorps anti-A. fumigatus: 

une technique de dépistage suivie d'une technique de confirmation si la première est 

positive [91]. En effet, l'objectif de la technique de dépistage est d'avoir une excellente 

sensibilité, afin de détecter tous les malades; celui de la technique de confirmation est 

d'avoir une excellente spécificité afin de confirmer les vrais positifs et d'éliminer les 

éventuels faux positifs du dépistage. La stratégie utilisée en France est donc de coupler une 

technique de dépistage (sensible) avec une technique de confirmation (spécifique). 

Les techniques actuellement recommandées pour le dépistage des IgG anti-A. fumigatus 

sont l'hémagglutination indirecte, l'ELISA, l'immunodiffusion double et l'electrosynérèse 

[91]. La technique de confirmation réalisée doit être une parmi l'immunoélectrophorèse, le 

Western-Blot ou la coélectrosynérèse avec utilisation d'un sérum de référence positif 

[91,92]. 

Pour une même technique (ELISA, immunoprécipitation), il existe une grande variabilité, à 

la fois dans la composition des antigènes utilisés pour la détection des IgG anti-A. 

fumigatus y compris pour les techniques commerciales, et dans les méthodes elles-mêmes. 

De nombreux laboratoires utilisent encore des méthodes « maisons » développées à partir 

d’antigènes commerciaux ou à partir d’antigènes de production également « maison ». Les 

antigènes présentent des différences qualitatives et quantitatives qui entraînent une 

variabilité inter-laboratoire importante. Ceci est d'autant plus vrai que la qualité des 
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antigènes "maison" issus de broyat et/ou de filtrat de culture d'Aspergillus spp. dépend de 

la durée de la culture du champignon mais également de la souche d'A. fumigatus utilisée. 

Les différents antigènes utilisés peuvent être somatiques, métaboliques ou recombinants. 

Les antigènes somatiques d'Aspergillus spp. proviennent d'un broyat du mycélium du 

champignon alors que les antigènes métaboliques sont obtenus par filtrat de culture [14,93]. 

Les précipitines, dont la détection est recommandée pour la confirmation d’un dépistage 

positif, sont des anticorps mis en évidence par une réaction de précipitation lorsqu'ils sont 

mis en contact avec l'antigène correspondant [10]. De nombreuses précipitines anti-

aspergillaires ont été mises en évidence dont les plus fréquentes sont les arcs C, F, J et M 

[14]. Ces précipitines peuvent être des enzymes. L'arc C est un arc chymotrypsique, 

correspondant à la dipeptidylpeptidase V, spécifique d'A. fumigatus. L'arc J porte une 

activité catalasique, non spécifique d’A. fumigatus et retrouvée dans la majorité des 

Aspergillus spp. La catalase est une enzyme qui protège le champignon du stress oxydant 

et des dérivés réactifs de l'oxygène. A. fumigatus possède des catalases liées aux conidies 

et d'autres liées aux filaments [44]. La détection de l’activité catalasique serait indicatrice 

de l’action immunomodulatrice du champignon et donc d’une virulence accrue. Une autre 

activité enzymatique mise en évidence est la ribonucléase, ribonucléotoxine ou mitogilline. 

Cette activité s'observe lors d'infections aspergillaires actives. Des protéines recombinantes 

de ces enzymes ont été produites et sont utilisées dans certaines méthodes commercialisées 

[14,94–96]. 

Au-delà de la variabilité des antigènes utilisés, les méthodes de détection des 

immunoprécipitines ne sont pas standardisées car les gels utilisés varient d'un laboratoire à 

un autre (gel commercial ou gel "maison"); les dépôts des antigènes et du sérum dans le gel 

diffèrent également selon les techniques. De plus, les critères d'interprétation sont propres à 

chaque laboratoire. La détection des activités enzymatiques permet d'augmenter la 

spécificité des tests. 

 

Dans le cadre de l'accréditation des laboratoires, de nombreuses techniques "maison", de 

dépistage ou de confirmation, sont abandonnées au profit de kits commerciaux, permettant 

ainsi d’améliorer la standardisation de la sérologie aspergillaire. Les différentes techniques 

utilisées dans le sérodiagnostic aspergillaire sont détaillées 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 à mettre en évidence des arcs de précipitines en gel 

d’agar [97]. Les antigènes d’A. fumigatus utilisés sont extraits de filtration de culture ou 

de mycélium [98]. 

Sur une lame recouverte d’agarose dans laquelle des puits ont été préformés, on dépose 

dans un puits central le sérum du patient et dans un puits périphérique les antigènes d’A. 

fumigatus. On laisse incuber plusieurs jours (jusqu'à une semaine) dans une chambre 

humide, ce qui permet aux antigènes et aux anticorps de migrer dans le gel. Lorsque 

l’anticorps rencontre l’antigène correspondant, la liaison antigène-anticorps induit la 

précipitation des complexes immuns, les précipités se présentent alors sous la forme d’arcs 

de précipitation. Après incubation, les lames sont rincées puis colorées au bleu de 

Coomassie afin de révéler les arcs de précipitation.  

L'immunodiffusion manque de sensibilité et ne donne pas d’information quantitative, mais 

est une technique bien reproductible [97,98]. Elle tend à être remplacée par la CIE.  

 

5.3.1.2. Electrosynérèse ou contre-immunoélectrophorèse (CIE) 

Le principe de l'électrosynérèse, ou contre-immunoélectrophorèse, est comparable à celui 

de l'immunodiffusion. Il s'agit d'une double diffusion en gélose, accélérée par une 

migration électrophorétique. Sur un gel d'agarose, les antigènes d'Aspergillus sp sont 

déposés dans un puits du côté de la cathode et le sérum du patient à tester dans un puits du 

côté de l'anode. Après application d'un champ électrique, les antigènes (chargés 

négativement sur l'agarose) migrent vers l'anode alors que les anticorps soumis au courant 

d'électroendosmose (phase mobile chargée positivement), migrent en sens inverse, c'est-à-

dire en direction de la cathode (Figure 14). Les complexes antigènes-anticorps formés sont 

révélés par la formation de précipitines colorées par le Bleu de Coomassie. 
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Figure 14 : Principe de la contre-immunoélectrophorèse ou électrosynérèse. 

(d'après [99]) 

 

L'électrosynérèse a rapidement remplacé l'immunodiffusion car les performances sont 

comparables mais la technique est plus rapide [98,100]. 

L'électrosynérèse est une technique non standardisée puisque les laboratoires ont le choix 

des antigènes d'Aspergillus spp. utilisés : antigènes "maison" ou antigènes commerciaux 

d'A. fumigatus (Bencard, München, Allemagne ou Microgen Bioprodutcs, Camberley, 

Surrey, UK) [15,100]. Les arcs de précipitation sont détectés par lecture visuelle et les 

résultats sont exprimés en titre, en considérant la dernière dilution du sérum pour laquelle 

des précipitines sont visibles. Un titre ≥ 1 est considéré positif [15]. 

L'électrosynérèse présente les avantages d'être une technique rapide et simple à mettre en 

oeuvre même si elle nécessite un équipement spécialisé. Les inconvénients de 

l'électrosynérèse est sa faible sensibilité (comparable à l'immunodiffusion) et des résultats 

qualitatifs subjectifs [15,92]. 

 

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

La technique ELIEDA (Enzyme-Linked-Immuno-Electro-Diffusion-Assay) repose sur le 

principe de l'électrosynérèse couplée à un marquage enzymatique des complexes immuns 

formés, permettant ainsi d'augmenter la sensibilité par rapport à l'électrosynérèse. Les 

complexes antigènes-anticorps formés en électrosynérèse sont révélés par un anticorps 

anti-immunoglobulines conjugué à la peroxydase.  

Cette technique permet d'obtenir une sensibilité proche de celle obtenue avec les 

techniques RIA. De plus, la technique enzymatique offre la possibilité de déterminer la 

nature des immunoglobulines présentes dans le sérum des patients [101]. 

 

2 
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5.3.1.4. Immunofluorescence indirecte 

La technique d'immunofluorescence indirecte (IFI) a été développée après les techniques 

d'immunodiffusion, présentant ainsi une meilleure sensibilité. Les antigènes sont obtenus à 

partir de mycélium après culture d'A. fumigatus sur lame (méthode de culture préservant 

l’intégrité des structures du champignon) [92,96]. Les complexes antigènes-anticorps sont 

révélés par addition d'un anticorps anti-IgG humaine fluorescent. L'immunofluorescence 

est lue au microscope, les filaments mycéliens apparaissant vert fluorescent. Les résultats 

semi-quantitatifs sont rendus en taux de dilution. 

L'immunofluorescence présente l'inconvénient d'une lecture subjective, opérateur-

dépendant et nécessite un matériel spécifique et coûteux. 

 

5.3.1.5. Immunogold assay 

L'immunogold assay (IGA) est une technique similaire à l'immunofluorescence indirecte, 

mais plus sensible [13]. Des cultures sur lame d’Aspergillus sp sont préparées et ensuite 

fixées au méthanol. Puis, elles sont mises en contact avec différentes dilutions du sérum du 

patient. Des anticorps IgG (ou IgE) caprins anti-humain sont ajoutés, puis des IgG de lapin 

anti-chèvre, conjugués avec de l’or colloïdal [97]. Les lames ainsi préparées sont lues sous 

la lumière et au microscope à contraste de phase. Une coloration marron à la surface des 

filaments indique une réaction positive, due à la liaison des particules d’or. 

Les avantages de l’IGA sont la détection simultanée des IgG et des IgE anti-Aspergillus. 

C’est une technique simple, rapide, semi-quantitative et qui ne nécessite pas d’équipement 

particulier. La sensibilité de l'IGA est inférieure à celle de BALISA et RIA. 

Les particules d'or étant éloignées, dans l'espace, des filaments qu'elles mettent en 

évidence, cela induit une imprécision lors de la lecture. D'autre part, un autre inconvénient 

réside dans la préparation des cultures sur lame d'Aspergillus sp, délicates à réaliser car 

elles doivent être très fines, afin de faciliter la lecture. 
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Figure 15 : Résultats positifs en IGA 

A gauche : Culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction positive en IGA (x400). 

A droite : Culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction positive en IGA sous un microscope à contraste 

de phase (x125) (d'après[97]) 

 

 
Figure 16 : Résultats négatifs en IGA. 

A gauche : Culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction négative en IGA (x125). 

A droite : culture sur lame d'A. fumigatus montrant une réaction négative en IGA sous un microscope à contraste 

de phase (x125) (d'après [97]) 

 

 

5.3.1.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

L'ELISA est une technique immuno-enzymatique, largement utilisée en immunologie pour 

la détection d'anticorps ou d'antigènes. Pour la détection des anticorps anti-Aspergillus, son 

principe repose sur celui de l'ELISA indirect, c'est-à-dire que des antigènes d'Aspergillus 

sp sont coatés au fond des puits d'une plaque de microtitration. Les anticorps anti-

Aspergillus contenus dans le sérum des patients se lient aux antigènes de la plaque. Ces 

complexes immuns sont révélés par addition d'un anticorps secondaire, une antiglobuline 

humaine, couplé à un marquage enzymatique. L'addition du substrat de l'enzyme entraîne 
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l'émission d'un signal chromogénique ou fluorescent (Figure 17). La lecture se fait 

habituellement par spectrophotométrie. 

 

 
Figure 17 : Principe de l'ELISA indirect. 

(d'après [102]) 

 

 Les résultats rendus sont qualitatifs et/ou quantitatifs, alors exprimés en densité optique 

(DO) ou unité de fluorescence, selon une valeur seuil ou une courbe d'étalonnage. 

Les différentes étapes de la technique peuvent être automatisées, permettant ainsi de 

calibrer parfaitement les temps d'incubation et de standardiser les étapes de rinçage. 

D'autre part, l'étape de lecture peut être automatisée par un spectrophotomètre, permettant 

de calibrer les densités optiques ou les intensités de fluorescence, et donc de rendre des 

résultats quantitatifs.  

Ce sont des techniques sensibles, mais les performances varient selon les kits et dépendent 

principalement de la nature des antigènes d'Aspergillus spp. utilisés. 

Les antigènes initialement utilisés, soit des antigènes dans leur totalité, soit des fractions, 

étaient issus de filtrat de culture et/ou de mycélium d'A. fumigatus [13,96]. Des antigènes 

d'A. fumigatus issus de filtrat de culture et de mycélium partiellement purifiés ont ensuite 

été utilisés. Des antigènes métaboliques d'A. fumigatus ont également été utilisés. 

Des antigènes recombinants d'A. fumigatus, possédant des activités enzymatiques, ont 

ensuite été produits pour le sérodiagnostic aspergillaire permettant ainsi d'augmenter les 
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performances des kits ELISA [16]; les plus importants étant la ribonucléase (mitogilline), 

la catalase et la dipeptidylpeptidase V (chymotrypsine) [94,95]. 

Afin d'augmenter la sensibilité des kits ELISA, les études ont montré qu'il est intéressant 

d'associer plusieurs antigènes différents, car les sérums des patients ne réagissent pas de la 

même façon vis -à-vis des antigènes d'A. fumigatus [94]. 

Dans la stratégie en deux temps utilisant une technique de dépistage et une de confirmation 

en cas de dépistage positif, les méthodes ELISA sont les plus fréquemment utilisées pour 

le dépistage. Elles présentent les avantages d'être faciles et rapides à réaliser, d'avoir une 

lecture automatisée (évitant la variation inter-opérateur), de pouvoir traiter de grandes 

séries de prélèvements, de pouvoir déterminer la classe d'immunoglobulines détectées 

(principalement IgG et IgE) et peuvent être automatisables.  

De nombreux laboratoires utilisent une technique "maison", mais parmi les kits ELISA 

commercialisés, on trouve : 

 

� le kit ELISA ClassicTM  A. fumigatus IgG (Serion/Virion, Würzburg, 

Allemagne) [103] 

Les antigènes d'A. fumigatus utilisés dans ce kit sont des antigènes somatiques et 

métaboliques obtenus à partir d'un extrait global et d'un filtrat du champignon. 

La sensibilité et la spécificité de ce kit évaluées dans l’étude de Guitard et al. varient 

respectivement entre 90.6-85.9% et 75.7-84.4%, selon que les résultats équivoques sont 

considérés comme positifs ou négatifs, respectivement [16]. 

Un des inconvénients majeurs de ce kit est le changement des valeurs de cut-off, négatif et 

positif, à chaque lot. Cela entraîne donc des manipulations supplémentaires pour les 

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

 

� le kit PlateliaTM  Aspergillus IgG EIA (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) 

Ce kit utilise un antigène recombinant d’A. fumigatus (non précisé par le fabricant) [94,104] 

et présente des performances supérieures au test Virion\Serion dans l’étude précédente les 

ayant comparé [16]. La sensibilité de ce test est estimée entre 93.8-90.6% et la spécificité 

entre 87.3-89.6%, selon que les résultats équivoques sont considérés comme positifs ou 

négatifs, respectivement [16]. Une autre étude a évalué la sensibilité de ce kit à 93% [15]. 

Un des inconvénients de ce kit est sa faible reproductibilité (coefficient de variation (CV) 

inter-séries estimé à 33% [15] et un seuil de saturation des DO peu élevé imposant des 

dilutions fréquentes. En effet, si la concentration en anticorps est supérieure à 80 UA/ml, le 
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résultat qualitatif est positif, mais pour obtenir un résultat quantitatif précis, le sérum doit 

être retesté dilué, dilution dépendant de la densité optique obtenue initialement avec 

l'échantillon pur [104]. Ces 2 limites diminuent la fiabilité de ce test dans le suivi des 

patients et dans l’interprétation des variations des titres d’anticorps pour le monitoring du 

patient. Baxter et al. a montré que 78% des résultats obtenus avec Bio-Rad sont corrélés 

avec la CIE (si l'on exclut les résultats > 80 UA/ml) [15]. Cependant, sa faible 

reproductibilité inter-essai et sa limite de linéarité font que ce kit est difficile à utiliser pour 

le suivi des patients. 

 

� le kit ELISA Aspergillus fumigatus IgG (Bordier Affinity Products, Crissier, 

Suisse) 

Ce kit, développé récemment, combine des antigènes somatiques et métaboliques avec des 

antigènes recombinants. Les antigènes somatiques et métaboliques sont des antigènes 

"maison" produits par le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Grenoble 

depuis plus de 20 ans. Ils ont été mis au point par le Dr. Claudine Pinel, qui est l'inventrice 

de cette méthode. Ces antigènes ont été utilisés jusqu’à janvier 2014 dans une méthode 

ELISA « maison » qui constituait la méthode de dépistage du CHU de Grenoble. Le 

partenariat établi entre le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Grenoble et 

l’entreprise Bordier affinity products a abouti au développement et à la commercialisation 

de ce nouveau kit, grâce essentiellement au travail de Claudine Pinel. Les antigènes 

recombinants associent la dipeptidylpeptidase V (chymotrypsine) et la ribonucléase 

(mitogilline) [94,95]. Ces antigènes recombinants ont été sélectionnés car ils ont montré les 

meilleures performances pour la détection des anticorps anti-Aspergillus parmi 8 protéines 

recombinantes et l'antigène galactomannane testés [94]. L'association de ces différents 

antigènes semble améliorer les performances de ce kit ELISA, comparativement à ceux 

déjà commercialisés. C’est ce kit qui est évalué dans l'étude présentée dans ce mémoire. 

 

� le kit PhadiaTM  ImmunoCap fluorenzymoimmunoassay (FEIA) (Uppsala, 

Suède) 

Ce kit récemment développé utilise des antigènes dérivant d'un extrait total de conidies et 

de mycélium d'A. fumigatus [15]. Les concentrations en anticorps anti-Aspergillus IgG sont 

exprimées en mg/l. Une concentration > 40 mg/l est considérée comme positive. Si le titre 

d'anticorps est > 200 mg/l, le sérum du patient doit être redilué (1:200) et le test répété. 
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Baxter et al. rapporte une sensibilité équivalente à celle du kit Bio-Rad mais des études 

complémentaires sont nécessaires pour confirmer cela [15]. Il présente néanmoins 

l'avantage d'avoir une très bonne reproductibilité (CV= 5%), ce qui est intéressant pour le 

suivi de l'évolution des patients [15,105]. Dans cette étude, les taux d'anticorps anti-

Aspergillus obtenus avec ce kit sont corrélés (92%) avec les résultats de CIE [15]. De par 

sa reproductibilité inter-essai et sa corrélation avec la CIE, le kit Phadia ImmunoCap 

semble adapté pour le suivi et le monitoring des taux d'anticorps aspergillaires chez les 

patients atteints d'APC ou d'ABPA. 

 

5.3.1.7. Hémagglutination indirecte 

L'hémagglutination indirecte a été l'une des premières techniques commercialisées 

(FumouzeTM, Serbib, Paris, France) [106]. 

Les antigènes d'A. fumigatus utilisés sont des antigènes solubles obtenus à partir de broyat 

de champignon et/ou surnageant de culture [14,107]. Les hématies sensibilisées sont des 

hématies animales recouvertes avec les antigènes d'A. fumigatus. Lorsque les anticorps 

anti-Aspergillus sont présents dans le sérum du patient, ils s'agglutinent sur les hématies 

sensibilisées formant ainsi un voile rouge/marron dans la cupule. Une réaction négative se 

traduit par la sédimentation des hématies en un point au fond de la cupule (Figure 18). La 

lecture des agglutinations est visuelle. Les résultats semi-quantitatifs sont rendus en taux 

de dilution. 

 

 

Figure 18 : Résultats de sérologie aspergillaire obtenus en hémagglutination indirecte. 

(d'après [106]) 

 

La sensibilité de cette technique varie de 32%, si l'on respecte le seuil fournisseur, à 76% si 

l'on abaisse le seuil de positivité, et la spécificité est estimée à 93 % [108].  
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5.3.2. Méthodes de confirmation 

 

5.3.2.1. Immunoélectrophorèse 

Le principe de l’immunoélectrophorèse (IEP), technique d'immunoprécipitation, repose sur 

la migration électrophorétique des antigènes d'Aspergillus spp. dans un gel d'agarose et sur 

la double diffusion des antigènes et des anticorps formant ainsi des arcs de précipitation 

révélés par coloration (Figure 19). Il s'agit d'une technique qualitative. 

 

Figure 19 : Principe de l'immunoélectrophorèse. 

(d'après [99]) 

 

L'immunoélectrophorèse est considérée comme la technique de référence [14,15] bien 

qu'elle présente des inconvénients. Elle manque de standardisation et varie d'un laboratoire 

à un autre, selon les antigènes utilisés, le mode opératoire de la technique et les seuils de 

positivité. C'est une technique longue à réaliser et la lecture des arcs de précipitation est 

visuelle, nécessitant du personnel expérimenté. Enfin, les seuils de positivité, fonction du 

nombre d'arcs observés et des activités enzymatiques, ne sont pas clairement établis. 

Certains considèrent l'IEP positive si ≥ 3 arcs protéiques de précipitation sont observés 

[14,92], d’autres si ≥ 2 [16]. 

 

5.3.2.2. Co-électrosynérèse 

La co-électrosynérèse reprend le principe de l’électrosynérèse en intégrant la migration 

concomitante d’un sérum témoin et permet d’obtenir des arcs en continuité de ceux du 

sérum témoin. 
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5.3.3. Méthodes "inclassables" 

 

5.3.3.1. Radioimmunoassay (RIA) 

Les antigènes d'A. fumigatus utilisés avec les techniques radioimmunologiques (RIA) sont 

obtenus à partir de filtrat de culture. Les antigènes sont purifiés par précipitation puis 

radiomarqués [93]. 

Ces techniques radioimmunologiques ont rapidement été abandonnées car elles présentent 

de nombreux inconvénients tels que la courte stabilité des radioisotopes, la nécessité d'un 

équipement spécifique pour la détection de la radioactivité, l’élimination des déchets 

radioactifs et les potentiels risques d'exposition des techniciens aux radiations [13]. 

 

5.3.3.2. BALISA=Biotin-Avidin-Linked-Enzyme ImmunoSorbent Assay 

BALISA est une technique reposant sur les principes de l'ELISA et associant les capacités 

de forte liaison de la biotine et de la streptavidine. Les puits d’une microplaque sont coatés 

avec des antigènes d’A. fumigatus issus d’un filtrat de culture. Le sérum du patient est 

ajouté dans les plaques, puis des IgG ou IgE caprin anti-humain, puis des IgG de lapin 

biotinylés anti-chèvre et de la streptavidine peroxydase. Des lavages sont réalisés entre 

chaque étape. Enfin, le substrat chromogénique de la peroxydase est ajouté et l'absorbance 

est lue à 490 nm [97,109]. 

BALISA a l'avantage de détecter simultanément les IgG et les IgE. Les antigènes d'A. 

fumigatus utilisés sont caractérisés par différentes méthodes immunochimiques comparés à 

un standard permettant ainsi leur reproductibilité [109]. La sensibilité de BALISA est 

équivalente à celle de la RIA mais supérieure à celle des techniques conventionnelles 

ELISA grâce à l'utilisation de la forte capacité et affinité de liaison de la streptavidine à la 

biotine (une molécule de streptavidine peut se lier à 4 molécules de biotine et cette liaison 

est stable et non affectée par les variations de température, pH, solvants organiques). 

 

5.3.3.3. Western-Blot 

Le Western-BlotTM (WB) Aspergillus IgG est un test qualitatif de diagnostic sérologique de 

l’aspergillose. Même s’il ne détecte pas les précipitines et que sa spécificité n’a pas été 

suffisamment évaluée, il est utilisé actuellement comme test de confirmation, au même 

titre que l’IEP, après obtention d’un résultat positif ou douteux avec les techniques de 

dépistage.  
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Le principe du Western-Blot est celui d’un immunoblot. Les antigènes d’A. fumigatus, 

après séparation électrophorétique, sont fixés à la surface de bandelettes de nitrocellulose 

[13,110]. Un kit a été récemment commercialisé et les bandelettes sont prêtes à l’emploi 

(LDBIO, Lyon, France) [111]. 

Le sérum du patient est incubé en présence d’une bandelette. Les anticorps anti-Aspergillus 

éventuellement présents se fixent sur les antigènes de la bandelette. Le conjugué, la 

phosphatase alcaline couplé à des anti-IgG humaines, est ajouté et se lie aux anticorps 

fixés. Enfin, le substrat de la phosphatase alcaline est ajouté dans le milieu réactionnel et se 

lie aux complexes immuns formés (antigènes d’A. fumigatus-anticorps anti-Aspergillus-

IgG anti-humaine couplée à la phosphatase alcaline). Des lavages entre chaque étape 

permettent d’éliminer les éléments non fixés. La présence d'anticorps IgG anti-Aspergillus 

est révélée par la présence de bandes transversales violettes. La réaction de coloration est 

stoppée par un rinçage à l’eau distillée. 

Le Western-Blot est considéré positif si l'on observe simultanément la présence de 2 

bandes au minimum parmi P16, P18-20, P22 et P30 (Figure 20)[111]. 

Le Western-Blot présente une sensibilité qui varie de 92.3 à 96.5% et une spécificité de 

94% évaluée sur des donneurs de sang [56,112].  

 
Figure 20 : Exemples de résultats de sérologie aspergillaire en Western-Blot. 

(d'après [111]) 
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La technique du Western-Blot nécessite environ 4h de technique, est standardisée, facile à 

utiliser et interpréter. 

Les études de Grenouillet et al., Brun et al. et Ranque et al. ont comparé les performances 

du Western-Blot à celles de l'immunoélectrophorèse dans des études rétrospectives 

[56,112,113]. Dans ces études les méthodes d’IEP sont très variables. Les 3 équipes ont 

montré que les résultats du Western-Blot sont sensiblement concordants à ceux obtenus 

avec l'immunoélectrophorèse (respectivement 91.3% de concordance, un coefficient kappa 

à 0.77, et 76 à 86% de concordance) et que les performances de ces deux tests sont 

comparables. Ces résultats sont à confirmer dans des études prospectives sur de plus 

grands échantillons de patients. 

 

5.3.4. Suivi sérologique des patients avec une APC ou une ABPA 

Les taux d'anticorps IgG anti-Aspergillus chez les patients atteints d'APC ou d'ABPA 

semblent intéressants à suivre au cours du temps pour monitorer ces patients [15]. Les 

variations des taux d'anticorps aspergillaires (augmentation, décroissance, stabilité) 

semblent évoluer parrallèlement à la pathologie aspergillaire. Comme évoqué 

précédemment dans ce mémoire, Baxter et al. a étudié les variations de 2 EIAs (ELISA 

Bio-Rad et Phadia ImmunoCap fluorenzymoimmunoassay) en les comparant aux 

variations de CIE [15]; cependant aucun argument clinique ni thérapeutique n'a été pris en 

compte. 

 

5.4. Autres marqueurs d'aspergilloses allergiques 

 

Dans le cas des aspergilloses allergiques, il est important de rechercher des marqueurs, 

bien que non spécifiques, évocateurs d’hypersensibilité, tels qu’une hyperéosinophilie, une 

élévation du taux des IgE totales ou encore la recherche d’IgE spécifiques anti-Aspergillus. 

 

5.4.1. IgE totales 

Le taux d’IgE totales dans le sérum est un test très utile pour le diagnostic et le suivi des 

ABPA; le taux d'IgE totales figurant parmi les critères diagnostiques de l'ABPA [12,47]. 

Les patients en exacerbation d'ABPA présentent des taux élevés d'IgE totales [114]. Un 

traitement par corticoïdes peut toutefois normaliser le taux d’IgE totales chez un patient 
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avec ABPA. Lorsque le taux d’IgE totales double chez un patient, cela marque la rechute 

de l’ABPA [48]. 

 

5.4.2. IgE spécifiques anti-Aspergillus fumigatus 

Les patients atteints d'ABPA présentent des signes d'hypersensibilité, avec notamment la 

présence d'IgE spécifiques anti-A. fumigatus [114]. 

Chez les patients atteints de mucoviscidose, le diagnostic d'ABPA reste difficile, compte 

tenu de la détérioration des fonctions respiratoires. Néanmoins, on observe chez ces 

patients une élévation des taux d'IgE totales, d'IgE spécifiques anti-A. fumigatus et d'IgG 

anti-A. fumigatus [115]. 

Les IgE spécifiques d'A. fumigatus retrouvées chez les patients avec une ABPA sont 

dirigées contre les protéines Asp f2, Asp f4 et Asp f6 [49,116]. 

 

5.4.3. Tests cutanés 

Pour détecter la sensibilisation à Aspergillus spp., les tests utilisés peuvent être soit un kit 

commercial ou « maison » utilisant des antigènes d’Aspergillus fumigatus, soit un prick-

test cutané, soit une injection intradermique. 

Le délai des réactions cutanées, 1 à 20 min versus plus de 6 h, permet de classer les 

réponses respectivement en type I ou type III. La réaction d’hypersensibilité immédiate de 

type I est caractéristique de l’ABPA et signe la présence d’anticorps IgE anti-Aspergillus 

[48]. 

 

5.5. Anatomopathologie 

 

La démonstration histologique de filaments mycéliens septés dans des prélèvements 

respiratoires ou des prélèvements normalement stériles prouve l'infection par Aspergillus 

spp. D’autre part, la mise en évidence d’Aspergillus spp. ou de truffe aspergillaire dans des 

biopsies pulmonaires est également un argument en faveur d’une APC, bien que rarement 

réalisées (Figure 21). Les filaments mycéliens, observés après coloration argentique, 

Giemsa ou PAS, mesurent de 3 à 5 µm de diamètre et se dichotomisent en angles aigus; 

des têtes aspergillaires peuvent également être observées. 
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Figure 21 : Image d'aspergillome montrant une balle fongique à l'intérieur d'une cavité. 

(d'après [75]) 

 

 
Figure 22 : Coloration de Giemsa mettant en évidence, dans une coupe de tissu pulmonaire, des hyphes septés  

d'A. fumigatus ramifiés de façon dichotomique. 

(d'après [86]) 
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6. Traitement des APC et formes d'hypersensibilité des aspergilloses 

 

Les objectifs du traitement curatif des APC sont d'améliorer les symptômes du patient, de 

prévenir ou limiter les hémoptysies et de prévenir la formation de fibrose pulmonaire. 

Plusieurs classes de médicaments antifongiques, ayant des mécanismes d’action différents, 

existent actuellement sur le marché : 

� les antifongiques azolés : 

o Fluconazole (TRIFLUCAN®) 

o Itraconazole (SPORANOX®) 

o Posaconazole (NOXAFIL®) 

o Voriconazole (VFEND®) 

o Isavuconazole (CRESEMBA®) 

� les polyènes :  

o Amphotéricine B (FUNGIZONE®) 

o Amphotéricine B complexe lipidique (ABELCET®) 

o Amphotéricine B liposomale (AMBISOME®) 

� les échinocandines :  

o Caspofungine (CANCIDAS®) 

o Anidulafungine (ECALTA®) 

o Micafungine (MYCAMINE®) 

 

6.1. Aspergillome 

 

L'exérèse chirurgicale reste le traitement de référence de l'aspergillome [72,117]. 

Dans la plupart des cas d’aspergillome unique, la chirurgie est indiquée avec possibilité 

d'un traitement antifongique préopératoire et postopératoire par itraconazole ou 

voriconazole. L'objectif de cette thérapeutique antifongique est de limiter la charge 

fongique et de prévenir la diffusion du champignon dans la cavité pleurale lors du geste, 

qui pourrait aboutir à un empyème aspergillaire. Pour les cas complexes ou chroniques, un 

traitement antifongique est souvent nécessaire. 

En cas de contre-indication à la chirurgie, si le patient est asymptomatique, on proposera 

une abstention thérapeutique et une surveillance. Si le patient est symptomatique, un 
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traitement antifongique peut être proposé : soit des injections intra-cavitaires 

d'amphotéricine B soit un traitement systémique par itraconazole ou voriconazole [117]. 

 

6.2. APCC 

 

Les essais de résection d’APCC ont conduit à une forte morbidité et mortalité, avec 

d’importantes complications post-opératoires telles que des hémorragies, des fistules 

broncho-pleurales, des pleurésies aspergillaires; ne recommandant ainsi pas la chirurgie 

dans la prise en charge de l’APCC. 

Les recommandations IDSA (Société Américaine des Maladies Infectieuses) pour la prise 

en charge de l’APCC proposent un traitement antifongique oral systémique par azolés 

(itraconazole ou voriconazole) sur une période prolongée [117].  

 

6.3. APCF 

 

L'APCF est un stade avancé des APC. Des traitements antifongiques systémiques sont 

recommandés (amphotéricine B ou azolés) selon l'état du patient ; cependant il est parfois 

difficile d'apprécier une amélioration de l'imagerie après traitement [10]. 

 

6.4. APCN 

 

Un traitement antifongique (amphotéricine B ou voriconazole ou itraconazole) est 

nécessaire dans l'APCN afin d'obtenir une éradication fongique et de prévenir la 

destruction progressive du tissu pulmonaire [58,78,117]. L’amphotéricine B peut être 

administrée en intraveineuse ou en intracavitaire ; cependant l’itraconazole est préféré à 

l’amphotéricine B pour son efficacité, sa forme orale et sa toxicité moindre [78,117]. La 

durée et les doses du traitement antifongique sont à adapter en fonction de l’évolution 

clinique. Une surveillance radiologique et mycologique est nécessaire.  

En cas d'échec thérapeutique, une exérèse chirurgicale peut être envisagée, mais est à 

discuter selon la fonction pulmonaire du patient et en prenant en compte les possibles 

complications post-opératives. 
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En ce qui concerne les nouveaux antifongiques azolés, l'étude de Felton et al. [118] a 

montré que le posaconazole semble être aussi efficace que les autres azolés dans le 

traitement des APC et avoir une bonne tolérance. 

 

6.5. ABPA 

 

Les patients atteints d'ABPA sont souvent colonisés par Aspergillus spp.  

Le traitement de l'ABPA dépend du stade : les phases de rémission ne nécessitent pas de 

traitement alors que les phases aigües d'exacerbation sont traitées par corticoïdes 

systémiques. L'objectif du traitement est de retarder l'apparition d'une bronchectasie et 

l'évolution vers la fibrose. 

Le traitement repose donc sur l’utilisation de corticoïdes systémiques associés ou non à un 

antifongique [117]. 

 

Les corticoïdes sont utilisés au long cours par voie orale afin de contrôler la réponse 

immunitaire et d’avoir une action anti-inflammatoire [74], ce qui aboutit à une diminution 

du taux sérique des IgE totales et de l'éosinophilie [119]. L'utilisation de corticoïdes 

systémiques permet également de diminuer la production d'expectorations. 

Les corticoïdes inhalés n'ont pas montré de bénéfices dans le traitement de l’ABPA et ne 

sont donc pas recommandés [49,120]. Ils peuvent être éventuellement utilisés pour 

contrôler un asthme lorsque les doses de corticoïdes oraux ont été diminuées mais ne 

préviennent pas des exacerbations. 

 

Un antifongique par voie orale (itraconazole) peut être associé permettant ainsi une action 

synergique avec les corticoïdes [121] et une atténuation de la colonisation fongique des 

voies respiratoires, sans augmenter la toxicité. L'itraconazole permettrait de diminuer les 

doses de corticoïdes administrés, d'atténuer les symptômes, d'améliorer la fonction 

pulmonaire et de diminuer les concentrations d'IgE totales [121]. 

La conférence de Consensus de 2003 [49] a émis des recommandations concernant le 

traitement de l'ABPA chez les patients atteints de mucoviscidose, selon le stade d'ABPA, 

les symptômes cliniques et les concentrations sériques d'IgE totales. 

Enfin l'omalizumab, anticorps monoclonal anti-IgE, a été utilisé chez les patients atteints 

de mucoviscidose et d'ABPA [122,123]. Il permettrait de diminuer les doses de corticoïdes 
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systémiques mais également de réduire le nombre d'exacerbations et d'améliorer la 

fonction pulmonaire [122,123]. 

L’éviction de l’allergène est également une forte recommandation pour ces patients, avec 

notamment une faible contamination fongique de l'habitat et de l'environnement intérieur 

[53]. 

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

patients doivent être suivis régulièrement [49]. 
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DES ASPERGILLOSES PULMONAIRES 
CHRONIQUES ET ALLERGIQUES 

 

Le diagnostic des aspergilloses non invasives telles que les aspergilloses pulmonaires 

chroniques (APC) et les aspergilloses broncho-pulmonaires allergiques chez les patients 

immunocompétents pose toujours des problèmes. Il repose essentiellement sur une 

combinaison d'arguments cliniques, radiologiques, biologiques et mycologiques. Les 

anticorps IgG anti-Aspergillus sont d'importants biomarqueurs [1,2,4,9,12–16] et la 

détection des immunoprécipitines est considérée comme la méthode de référence. 

Cependant, à cause de son manque de praticité et de standardisation et de sa faible 

sensibilité, la détection des immunoprécipitines est actuellement réalisée comme test de 

confirmation [14,16]. Les méthodes immunoenzymatiques sont plus adaptées au dépistage.  

Cette étude a évalué les performances d'un nouveau kit commercial ELISA pour la 

détection des IgG anti-Aspergillus (Aspergillus fumigatus IgG ELISA, Bordier affinity 

products). Ce test associe 2 antigènes recombinants avec des antigènes somatiques et 

métaboliques d'Aspergillus fumigatus.  

Une étude prospective multicentrique a été conduite dans 5 hôpitaux français universitaires 

(Grenoble, Rennes, Dijon, Lyon, Besançon) entre janvier 2013 et avril 2015. Un total de 

436 sérums provenant de 352 patients, incluant 136 APC, 94 ABPA et 206 contrôles ont 

été testés. Les contrôles ont été sélectionnés parmi des patients suspects d'aspergillose non 

invasive, ayant eu une prescription de sérologie aspergillaire, mais ne présentant 

finalement aucun critère d'APC ni d'aspergillose allergique. Le kit ELISA Bordier a été 

comparé avec deux autres kits ELISA (Bio-Rad Platelia Aspergillus IgG et Virion\Serion 

ELISA Classic Aspergillus fumigatus IgG) et avec une technique "maison" 

d'immunoélectrophorèse (IEP) pour la détection des immunoprécipitines [17]. 
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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 confirmé 

que la sensibilité du kit Bordier est significativement supérieure à celle du kit Bio-Rad 

(p<0.01) qui est également significativement supérieure à celle du kit Virion\Serion 

(p=0.04). Les kits Bordier et Bio-Rad montrent des spécificités comparables (p=0.8), qui 

sont supérieures à la spécificité du kit Virion\Serion (p=0.02 pour les 2 tests). L'analyse 

des aires sous la courbe ROC a confirmé la supériorité du kit Bordier comparativement au 

kit Bio-Rad (AUC = 0.979; 95% CI: [0.967-0.991]) et 0.945 [0.922-0.968]) 

respectivement, p<0.01). Une analyse secondaire comprenant un sous-échantillon de 279 

sérums comparant les kits Bordier et Bio-Rad avec la technique d'immunoélectrophorèse a 

montré que la sensibilité du test Bordier reste supérieure à celle du kit Bio-Rad et celle de 

l'IEP (97.7% [95.8-99.7], 93.2% [89.8-96.5] et 89.1% [85.0-93.2], respectivement, p=0.03 

and p<0.01). La technique d'immunoélectrophorèse a montré une excellente spécificité 

(96.6% [92.0-100]) qui n'est pas significativement supérieure à celle du test Bio-Rad 

(86.4% [77.7-95.2]; p=0.07) mais supérieure à celle du kit Bordier (81.4% [71.4-91.3]; 

p=0.03). L'Index de Youden, qui analyse la combinaison sensibilité spécificité, est de 

0.768, 0.705, et 0.739 pour Bordier, Bio-Rad et l'IEP, respectivement. 

L'association d'antigènes recombinants avec des antigènes somatiques et métaboliques 

dans un même test ELISA (Bordier) permet d'améliorer les performances de cette 

technique de dépistage des IgG anti-Aspergillus fumigatus, aboutissant à un excellent test 

pouvant être utilisé dans le diagnostic des aspergilloses pulmonaires chroniques et 

allergiques. 
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ABSTRACT   

 

Anti-Aspergillus IgG are important biomarkers for the diagnosis of chronic pulmonary 

aspergillosis (CPA) and allergic broncho-pulmonary aspergillosis (ABPA). This study 

aimed to compare a new commercial EIA kit, which combines recombinant, somatic and 

metabolic antigens (Bordier affinity products), to the Bio-Rad and the Virion\Serion EIAs. 

Through a multicentric prospective study, 436 sera from 352 patients including 136 CPA, 

94 ABPA and 206 controls, were tested. The sensitivities and specificities were 97%, 

90.3%; 91.7%, 91.3%; and 86.1%, 81.5% for Bordier, Bio-Rad and Virion\Serion, 

respectively. The sensitivity of Bordier was higher than the one of Bio-Rad (p <0.01) 

which was higher than the one of Virion\Serion (p=0.04). The specificities of Bordier and 

Bio-Rad were comparable (p=0.8) but higher than the one of Virion\Serion (p=0.02 for 

both assay). The areas under the ROC curve analysis confirmed the superiority of Bordier 

over Bio-Rad (0.979 and 0.945, respectively; p<0.01). In a subset analysis of 279 sera 

comparing the Bordier and Bio-Rad EIAs to an home-made immunoprecipitin (IPD) assay, 

Bordier preserved the highest sensitivity (97.7%, 93.2% and 89.1%, respectively; p=0.03 

and p<0.01) but the IPD presented the highest specificity (81.4%, 86.4% and 96.6%, 

respectively; p=0.03 and p=0.07). The Youden indexes balancing sensitivity and 

specificity were 0.768, 0.705, and 0.739 for Bordier, Bio-Rad and IPD, respectively. 

The association of recombinant with somatic and metabolic antigens in a same EIA 

resulted in an improved compromise between sensitivity and specificity, leading to a 

highly suitable assay for the diagnosis of chronic and allergic aspergillosis. 
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INTRODUCTION 

A. fumigatus is the commonest species implicated in pulmonary aspergillosis [1,2]. 

Aspergillosis clinical forms vary according to the patients' immune status and their 

underlying conditions [3,4]. Chronic pulmonary (CPA) and allergic aspergillosis occur in 

the immunocompetent host [4–9]. CPA usually affects patients with underlying lung 

disease such as mycobacterial infections, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), 

allergic broncho-pulmonary aspergillosis (ABPA) and emphysema [4,10]. Patients 

suffering from asthma or cystic fibrosis (CF) develop sensitization to Aspergillus antigens 

resulting in ABPA, Aspergillus-related bronchitis or severe asthma [1,11]. 

The diagnosis of CPA and ABPA is still challenging and relies on a combination of 

clinical, radiological, biological and mycological criteria. Anti-Aspergillus IgG antibody 

detection is considered as an important criterion [1,2,4,8,11–15]. Several serological 

methods are available [13] and those allowing immunoprecipitin detection (IPD) are 

considered as the gold-standard because of their specificity. However, they are mostly 

performed as a confirmatory test because of their lack of standardization and of 

practicability [13–15]. A screening test using indirect hemagglutination, indirect 

immunofluorescence, immunodiffusion or ELISA (also named Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) is often preferred. In addition, EIAs facilitate quantitative 

evaluation of the antibody response and automation leading to a rapid and easy routine 

screening [13–15]. 

We conducted a prospective multicenter study to evaluate the performances of a new 

commercial anti-Aspergillus IgG kit, named Aspergillus fumigatus IgG ELISA kit (Bordier 

affinity products). The novelty of this assay is based on its antigen composition. It 

associates two recombinant and some somatic and metabolic antigens of A. fumigatus. We 

compared it to two other commercial EIAs: the PlateliaTM Aspergillus IgG (Bio-Rad), and 

the ELISA ClassicTM Aspergillus IgG (Virion\Serion) and to an home-made IPD method 

[16]. The new Bordier EIA showed excellent performances in this cohort and it may be 

reliably used as screening test in the diagnosis of chronic or allergic aspergillosis.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Study design, patients and sera 

This prospective study was conducted in the five tertiary French University hospitals of 

Grenoble, Rennes, Lyon, Dijon, and Besançon. Immunocompetent patients were included 

between January 2013 and April 2015 on the basis of a suspicion of a noninvasive 
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aspergillosis and a request for anti-Aspergillus antibody detection. Patients were classified 

into six groups according to clinical, radiological and biological data (Table 1). CF patients 

were excluded from the group of colonized patients (group 2) because the definition of 

Aspergillus colonization remains uncertain. Additionally, it has been suggested that 

persistent colonization may induce IgG response in CF patients [3,11,17]. Patients with 

CPA were classified into groups 3, 4 or 5 as previously defined [4,9]. Finally, group 6 

gathered patients with ABPA defined as previously [18,19]. 

Immunocompromised patients at risk of invasive aspergillosis were excluded. 

Some patients (groups 3 to 6) were monitored with the Bordier EIA within the study 

period. The clinical features and pulmonary function assessments were analysed to 

categorize the patient’s condition as worsened, stabilized or improved.  

 

Laboratory methods 

All sera were stored at -20°C until process. Each serum was tested with the three EIA tests: 

PlateliaTM Aspergillus IgG (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), ELISA ClassicTM 

Aspergillus IgG (Virion\Serion, Würzburg, Germany) and ELISA Aspergillus fumigatus 

IgG (Bordier affinity products, Crissier, Switzerland), according to the manufacturers' 

recommendations. If the result of at least one test was positive or equivocal, the serum was 

subjected to an home-made IPD confirmatory method which was centralized in the 

Grenoble hospital to ensure more standardization using an assay previously described [16]. 

 

ELISA Aspergillus fumigatus IgG. The two recombinant antigens dipeptidylpetidase type 

V (chymotrypsine) and ribonuclease (mitogillin) and some home-made somatic and 

metabolic antigens are coated in the wells. Briefly, TBS-Tween was incubated in the wells, 

and then 100µl of the serum (diluted 1:200) was added and incubated. After a washing 

step, the conjugate was added and incubated. After another washing step, the substrate was 

added and 30 min later the reaction was stopped. The absorbance (OD) was measured at 

405 nm using an EL808 (BioTek, USA). An index calculated as the OD of the sample/ OD 

of the cut-off. The cut-off corresponded to a weak positive that discriminated CPA patients 

from controls. The result was positive, equivocal and negative if the index was ≥1, 0.8-1, 

and <0.8, respectively.  
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Platelia Aspergillus IgG. An UA titer < 5 UA/ml was considered as negative, 5-10 UA/ml 

as equivocal and ≥10 UA/ml as positive. As recommended by the manufacturer, samples > 

80 UA/ml had been diluted.  

 

ELISA Classic A. fumigatus IgG. The OD measured was interpreted as negative, equivocal 

and positive according to the OD cut-off ranges defined for each lot provided in the quality 

control certificate.  

 

Immunoprecipitin detection. A double-diffusion gel-electrophoretic technique using some 

home-made metabolic and somatic antigens was performed [16]. Briefly, 10µl of antigens 

were distributed into the agarose wells (1%) (Agarose NA, Amersham Biosciences). After 

a 90 min migration, the troughs were filled with 200µl of serum and incubated for 24h, and 

then each slide was incubated in citrate 5%. After 4 washing steps, slides were wrapped 

into Whatman paper (GE Healthcare Life Sciences, USA). Catalase activity was detected 

after addition of hydrogen peroxide 20%. The precipitin lines were stained with 

Amidoschwarz (Merck, USA). Sera were considered positive and equivocal when ≥ 2 and 

1 precipitin lines were detected respectively [16]. If the catalase activity was detected, the 

result was considered positive whatever the number of precipitin lines. 

 

Statistical analysis 

The baseline characteristics of patient groups were compared using the Fisher exact and 

Wilcoxon tests for qualitative and quantitative data, respectively. 

We used the Cochran Q test followed by the McNemar post-hoc tests using a Holm 

correction for multiple comparisons to compare the sensitivities and the specificities of the 

assays. A sample size of 223 diseased and 192 controls was computed to be sufficient to 

show a significant difference with a power of 0.9. The Youden index 

(Sensitivity+Specificity -1) was computed. To avoid over estimation, a sensitivity analysis 

was performed after exclusion of the patients which were diagnosed on the sole criterion of 

the presence of anti-Aspergillus-specific IgG. The two best EIAs were compared by using 

area under ROC curve (ROC AUC). The inter-assay reproducibility (coefficient of 

variation (CV) and standard deviation (SD)) of the Bordier test was evaluated using 39 

measures of the same sample used as internal quality control. A variation of ±2 SD of the 

Bordier index was considered as significant and converted into categorical values 

(decrease, increase or stabilization). The Cohen's kappa coefficient and an ordinal 
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univariate logistic regression were calculated to assess the correlation between clinical 

evolution (improvement, stabilization or worsening) and Bordier EIA variations.  

A p value<0.05 was considered as significant. We used SAS 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 Figure 1. They were collected in the five 

hospitals of Grenoble, Rennes, Lyon, Dijon, and Besançon (N= 239, 74, 70, 31 and 22, 

respectively). The patients' median age was 58.9 years [47.0-71.5], 5% were children 

(age<18), and 55% were male. Among diseased patients, the commonest underlying lung 

conditions were cystic fibrosis (CF) (35.3%), previous Aspergillus-related disease (34.1%), 

ABPA (29.4%), COPD (22.4%), asthma (10.6%) and mycobacterial infection (10.6%). 

The control patients presented COPD (26.9%), asthma (21.6%), bacterial pulmonary 

infections (15.6%), emphysema (13.8%) and respiratory deficiency (10.8%), assessment of 

respiratory symptoms (12%), 18% had no underlying lung disease and 10% were subjected 

to a pre-transplant examination.   

 

Test performances 

The performances of the three EIAs are shown in Table 2A. Regardless equivocal results 

were considered positive or negative, the sensitivity of the Bordier assay (97% or 94.8%) 

was significantly higher than the one of Bio-Rad (91.7% or 83%) which in turn was higher 

than the one of Virion\Serion (86.1% or 74.3%) (McNemar p<0.05).  

When equivocal results were considered positive, the specificities of the Bordier and Bio-

Rad tests were comparable (90.3% and 91.3%, respectively; McNemar p=0.8) and were 

significantly higher than the one of the Virion\Serion assay (81.5%; McNemar p=0.02 for 

both assay). When equivocal results were considered negative and after correction for 

multiple tests, the specificity of the three EIAs was similar. 

The Youden Indexes (Table 2A) showed that Bordier presented the best balance between 

sensitivity and specificity irrespectively of the interpretation of the equivocal results. This 

result was confirmed by the area under the ROC curve analysis which showed excellent 

performances for both Bordier and Bio-Rad assays with AUCs higher than 0.9. The AUC 

of Bordier assay (0.979) was even higher than the one of Bio-Rad (0.945) (p<0.01) (Figure 

2). 
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Owing to the above results, we decided to compare only the top two EIAs (Bordier and 

Bio-Rad) to the IPD assay (Table 2B). Again, the best sensitivity was obtained with 

Bordier, whatever the classification of equivocal results (McNemar p<0.05). The 

sensitivity of the Bio-Rad assay was higher than the one of the IPD only when equivocal 

results were considered as negative (McNemar p=0.049). The specificity of the IPD was 

excellent (96.6%) when equivocal results were considered negative, and comparable to the 

one of Bio-Rad (86.4%) (McNemar p=0.07) but higher than the one of Bordier (81.4%) 

(McNemar p=0.03). Overall, the Youden Index was in favor of the IPD or the Bordier 

assay when equivocal results are considered as positive and negative, respectively. 

In the confirmatory analysis performed after the exclusion of the 20 patients which were 

diagnosed on the sole criterion of the presence of anti-Aspergillus-specific IgG, the results 

of the comparison of the three EIAs and the AUC were unchanged and showed the same 

differences (data not shown). For the comparison of the IPD with the top two EIAs, we 

noticed a change only when the equivocal results were considered as positive. In this case, 

the Bordier and the Bio-Rad assays showed similar sensitivities (McNemar p=0.06) and 

both were more sensitive than the IPD (McNemar p<0.01 and p=0.01, respectively). 

The results of the assays are detailed in Table 3. Bordier provided significantly less 

equivocal results (2.8%) than Bio-Rad (6.7%), Virion\Serion (10.1%) and the IPD (11.8%) 

(p<0.01 for each comparison with Bordier). The 7 false negative Bordier results were from 

patients with ABPA (4), CCPA (2) and 1 aspergilloma and two of them received antifungal 

drugs. Among the 13 patients with false positive Bordier results, 3 were colonized and an 

Aspergillus-related disease was ruled out, 6 presented pulmonary infections not related to 

Aspergillus spp. and 2 were subjected to a pre-transplant examination. No information was 

available for the two remaining patients.  

 

Clinical correlation  

The inter-assay CV of the Bordier EIA was 20% (SD 0.366). Seventy-five sera from 29 

patients who were sequentially sampled during the study were tested with Bordier. Cohen's 

kappa coefficient equalled to 0.29 [0.12-0.46] meaning a weak agreement between clinical 

and Bordier EIA evolutions. However, using an ordinal logistic regression, we noticed a 

significant association between both evolutions (p<0.01). An increase in the Bordier index 

was significantly associated to the worsening of the 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 commercial EIA Bordier developed to 

detect Aspergillus IgG antibodies, is suitable for the diagnosis of CPA and ABPA in 

immunocompetent patients. In this large prospective multicentric cohort of 352 patients, it 

showed high sensitivity (97%) and specificity (90%) and the AUC value of 0.979 was 

excellent. As compared to two other EIAs used in routine clinical practice and to the IPD, 

considered as the reference method, this new assay showed higher sensitivity than all the 

Bio-Rad, the Virion\Serion and the home-made IPD assays. Its specificity was comparable 

and higher than the one of the Bio-Rad and the Virion\Serion assays, respectively, but 

lower than the one of the IPD. Overall, the best Youden Index that balances the contrary 

effects of sensitivity and specificity was obtained with the Bordier assay. The 

Virion\Serion was clearly less reliable than the two others EIAs.  

Bio-Rad and Virion\Serion EIAs have been previously compared in a large 

retrospective study [15]. The sensitivities and specificities were 90.6%-93.8% and 87.3%-

89.6% for Bio-Rad and 85.9%-90.6% and 75.7%-84.4% for Virion\Serion, respectively. 

We confirmed the superiority of the Bio-Rad assay as compared to the Virion\Serion. 

Another recent study compared two EIAs, including the Bio-Rad one, and an IPD method 

using commercial antigens in a prospective cohort [14]. Again, the Bio-Rad assay showed 

a good sensitivity (93%), but a weak reproducibility with an inter-assay CV of 33% which, 

according to the authors, precluded its use for the patient’s monitoring. Another drawback 

of this test is the necessity to dilute and retest all the samples with a titer higher than 80 

UA/ml.  

In our study, we showed that the performances of the new Bordier EIA were higher 

than the ones of the Bio-Rad EIA. This may be explained by the association of two 

selected recombinant proteins and metabolic and somatic home-made antigens. The chosen 

recombinants showed the best performances among 8 proteins, and the purified 

galactomannan antigen [20]. Preliminary results obtained during the development of the 

assay through the distinct analysis of the two set of antigens, recombinant versus the 

metabolic and somatic home-made antigens, suggested that the association was beneficial 

in terms of both sensitivity and specificity (data not shown). Indeed, the recombinant 

antigens seem to detect Aspergillus spp. and not only A. fumigatus [20]. This gain in 

sensitivity and the parallel lost in specificity is counterbalanced by the metabolic and 

somatic antigens of A. fumigatus used in this kit. This could also explain the higher 
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discriminant property of the Bordier test which provided less equivocal results than the 

others (Table 3).  

Our study confirms the high specificity (96.6%) of the IPD using some home-made 

antigens that we have been using for more than 20 years [16]. The specificity of the IPD 

was significantly higher than the one of Bordier but did not reach significativity towards 

Bio-Rad. This is probably due to a loss of statistical power in a smaller sample. A recent 

study evaluated a commercial Western-Blot for the detection of anti-Aspergillus IgG that 

may be also used as a confirmatory method [21]. The authors reported sensitivity between 

90.0%-93.8% in CPA or ABPA patients. The specificity was estimated at 94% using 

healthy blood donors as controls. We describe an even higher specificity of the IPD using 

the targeted population as controls.  

Our results suggest that, in the situation of a two-step strategy for the detection of 

the anti-Aspergillus IgG, the EIA Bordier is suitable for the screening and to enhance 

sensitivity, equivocal results would preferably be considered as positive. Our study showed 

that the IPD is an appropriate confirmatory method and may be used to elude Bordier false 

positive results. In this case, equivocal results of the IPD should be considered as negative 

to enhance specificity. In another context where only a one-step strategy could be used, the 

best choice we could propose is the Bordier EIA which showed in our cohort the best 

balance between sensitivity and specificity when equivocal results are considered as 

negative (Youden Index = 0.885, Table 2A).  

When we matched the evolutions of the indexes obtained with the Bordier EIA with 

the patients' clinical outcome, an increase in the Bordier EIA index appeared to be 

correlated to the clinical worsening. We could not firmly confirm such correlations 

because the data were not formatted for longitudinal analysis. The trends described here 

should be confirmed in another larger study taking into account repeated datas for a same 

patient. 

The classification of the colonized patients remains challenging. We decided to 

consider them as controls as in our patients the diagnosis of infection had been ruled out by 

the clinicians. This led to false positive EIA Bordier results in 3 patients. Conversely, 

Aspergillus spp. colonization may be considered as a prerequisite of an infection and may 

explain why others associated them to the diseased patients [21]. Our concern in this 

situation is that a positive detection of the anti-Aspergillus IgG may lead to over treatment 

in these colonized patients.  
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 In conclusion, owing to its high balance between sensitivity and specificity, this 

new Bordier EIA is suitable for the detection of anti-Aspergillus IgG for the diagnosis of 

chronic and allergic pulmonary aspergillosis. Further studies are required to confirm its use 

for monitoring patients' clinical status. Finally, we confirmed that the detection of 

immunoprecipitin is appropriate as a confirmatory method to support the results of the 

EIA.  
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Table 1 : Classification of the patients (adapted from [4,9,18]) 

  Inclusion criteria 

Control 

groups 

Group 1 Patients with respiratory symptoms in whom an Aspergillus-related disease had been ruled out 

      

Group 2 

Colonized patients 

Colonization defined as the recovery of Aspergillus spp. from respiratory specimens at least twice within a period from 10 days to 

one year and who did not match the criteria for CPA or ABPA diagnosis 

  Radiological criteria  Clinical manifestation   Aspergillus sp. evidence 

CPA 

Group 3  

(simple 

aspergilloma) 

One “fungus ball" : mass within a 

lung cavity surrounded by the "air 

crescent" in CT scan or 

radiography with no progression 

over ≥ 3 months 

 No alteration of the general 

condition and no haemoptysis 

 Aspergillus sp isolated from a respiratory sample 

AND/OR 

Histological evidence of Aspergillus sp hypha 

AND/OR 

Serum precipitins anti-Aspergillus positive 

      

Group 4  

(CCPA or CFPA) 

At least one cavitary lesion 

(CCPA) in the lung, with or 

without a “fungus ball", with 

progression over ≥ 3 months.  

CFPA = Fibrotic destruction after 

CCPA 

 Alteration of the general condition 

(fever, weight loss, asthenia), 

chronic cough and/or haemoptysis 

progressing for ≥ 3 months 

 Aspergillus sp isolated from a respiratory sample 

AND/OR 

Histological evidence of Aspergillus sp hypha 

AND/OR 

Serum precipitins anti-Aspergillus positive 
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Group 5  

(CNPA) 

Expanding cavities, nodules, 

consolidations with progression 

over ≥ 1 month.  

  

 Mild immunodeficiency (diabetes, 

alcoholism, immunosuppressive 

drugs) Alteration of the general 

condition (fever, weight loss, 

asthenia), chronic cough and/or 

haemoptysis progression ≥ 1 month.  

 

 Aspergillus sp isolated from a respiratory sample 

AND/OR 

Histological evidence of a biopsy or surgical 

resection showing Aspergillus sp hypha 

AND/OR 

Serum precipitins anti-Aspergillus positive and/or 

positive Aspergillus antigen in serum 

  Inclusion criteria  

ABPA Group 6 triad of acute or subacute alteration respiratory functions, presence of anti-Aspergillus specific IgE (RAST>0.70 kU/l) and elevated 

total serum IgE (> 1000 UI/ml) (children : total IgE > twice the normal value depending on the age) 

or 

association of acute or subacute alteration respiratory functions, presence of anti-Aspergillus specific IgE (RAST>0.70 kU/l), 

elevated total serum IgE (> 500 UI/ml) and recent pulmonary lesions/worsening of existing lesions or Aspergillus sp isolated from a 

respiratory sample and/or serum precipitins anti-Aspergillus positive 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 

 



 

Table 2 : Sensitivity and specificity (%) of (A) three anti-Aspergillus antibody ELISA for the detection of 

Aspergillus-related diseases (N=436 sera) and of (B) two anti-Aspergillus antibody ELISA compared with the 

reference method IPD (N=279 sera). 

 (A) Equivocal Bordier Bio-Rad Virion\Serion  pvalue* 
Se [95% CI] Positive† 97.0 [94.7 ; 99.2] 91.7 [88.2 ; 95.3] 86.1 [81.6 ; 90.1] <.01 

  Negative§ 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 

  Negative§ 93.7 [90.4 ; 97.0] 95.6 [92.8 ; 98.4] 89.8 [85.7 ; 93.9] 0.03 

Youden 
Indexǁ 

Positive† 0.873 0.830 0.676  

Negative§ 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 [85.0 ; 93.2] <.01 

  Negative§ 95.4 [92.7 ; 98.2] 84.1 [79.3 ; 88.9] 77.3 [71.7 ; 82.8] <.01 

Sp [95% CI] Positive† 71.2 [59.6 ; 82.7] 76.3 [65.4 ; 87.1] 84.7 [75.6 ; 93.9] 0.14 

  Negative§ 81.4 [71.4 ; 91.3] 86.4 [77.7 ; 95.2] 96.6 [92.0 ; 100.0] 0.02 

Youden 
indexǁ 

Positive† 0.689 0.695 0.738  

Negative§ 0.768 0.705 0.739  
Se: Sensitivity Sp: specificity 
*Cochran Q test 
†Equivocal results were considered as positive 
§Equivocal results were considered as negative 
ǁYouden Index = Sensitivity + Specificity - 1 
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Table 3 : Qualitative results for the different methods used. 

Tests 
Results 

Sera from  
control patients 

(n= 206) 

Sera from  
diseased patients 

(n= 230) 

All sera  
(n=436) 

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) 5 (41.7) 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 (negative results for both ELISA test or sera in 
insufficient quantity). 

 

 



 

Figure 1 : Repartition of sera according to determined classification.

*Among colonized patients, 
Aspergillus sp had been isolated. In a few cases, only one respiratory sample had been sent 
for culture to the mycology lab.
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Figure 2 : Receiver operating characteristic (ROC) analysis.  

 

Bordier AUC = 0.979; 95% CI: [0.967-0.991] 
Bio-Rad AUC = 0.945; 95% CI: [0.922-0.968] 
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Carine DUMOLLARD 
 
 

Evaluation prospective d'un nouveau kit ELISA pour la détection des IgG anti-Aspergillus 
dans le diagnostic des aspergilloses pulmonaires chroniques et allergiques 

 
Les IgG anti-Aspergillus sont d'importants biomarqueurs pour le diagnostic des aspergilloses 
pulmonaires chroniques (APC) et des aspergilloses broncho-pulmonaires allergiques (ABPA). 
Cette étude compare un nouveau kit ELISA (Bordier affinity products) aux kits Bio-Rad et 
Virion\Serion. Avec cette étude prospective et multicentrique, 436 sérums provenant de 352 
patients, incluant 136 APC, 94 ABPA et 206 contrôles, ont été testés. Les sensibilités et spécificités 
sont de 97%, 90.3%; 91.7%, 91.3% et 86.1%, 81.5% pour Bordier, Bio-Rad et Serion 
respectivement. Une analyse de McNemar confirme la sensibilité supérieure de Bordier par rapport 
à Bio-Rad (p<0.01) et Serion (p=0.04). Les ELISA Bordier et Bio-Rad ont montré des spécificités 
comparables (p=0.8), qui sont supérieures à celle de Serion (p=0.02 pour chaque test). Dans une 
analyse secondaire incluant 279 sérums et comparant Bordier et Bio-Rad à l'immunoélectrophorèse 
(IEP) maison, la sensibilité de Bordier reste supérieure à celle de Bio-Rad et de l'IEP (97.7%, 
93.2% et 89.1% respectivement, p=0.03 et p<0.01). L'IEP a montré une spécificité de 96.6% qui 
n'est pas significativement supérieure à celle de Bio-Rad (86.4%; p=0.07) mais supérieure à celle 
de Bordier (81.4%; p=0.03). L'association de recombinants avec des antigènes somatiques et 
métaboliques dans un même ELISA (Bordier) aboutit à un excellent compromis entre sensibilité et 
spécificité, conduisant à un test performant pour le diagnostic des aspergilloses chroniques et 
allergiques. 
  
Mots-clés : sérologie, ELISA Bordier, aspergillose pulmonaire chronique, ABPA 
 
Filière : Biologie médicale 
 
 
 
Prospective evaluation of a new Aspergillus IgG EIA for the diagnosis of chronic and allergic 

pulmonary aspergillosis 
 

Anti-Aspergillus IgG are important biomarkers for the diagnosis of chronic pulmonary aspergillosis 
(CPA) and allergic broncho-pulmonary aspergillosis (ABPA). This study aimed to compare a new 
EIA kit  (Bordier affinity products) to the Bio-Rad and the Virion\Serion EIAs. Through a 
multicentric prospective study, 436 sera from 352 patients, including 136 CPA, 94 ABPA and 206 
controls, were tested. The sensitivities and specificities were 97%, 90.3%; 91.7%, 91.3; and 86.1%, 
81.5% for Bordier, Bio-Rad and Virion\Serion, respectively. A McNemar analysis confirmed the 
higher sensitivity of Bordier as compared to Bio-Rad (p <0.01) and of the latter as compared to 
Virion\Serion (p=0.04). The Bordier and Bio-Rad EIAs showed comparable specificities (p=0.8), 
which were higher than the specificity of the Virion\Serion one (p=0.02 for both assay). In a subset 
analysis of 279 sera comparing the Bordier and Bio-Rad EIAs to an home-made immunoprecipitin 
(IPD) assay, the sensitivity of Bordier remained higher than the ones of Bio-Rad and IPD (97.7%, 
93.2% and 89.1%, respectively, p=0.03 and p<0.01). The IPD showed a specificity of 96.6% which 
was not significantly higher than the one of Bio-Rad (86.4%; p=0.07) but higher than Bordier 
(81.4%; p=0.03). The association of recombinant with somatic and metabolic antigens in a same 
EIA (Bordier) resulted in an improved balance between sensitivity and specificity, leading to a test 
that is highly suitable for the diagnosis of chronic and allergic aspergillosis. 
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