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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) est un champignon filamenteux saprophyte,
cosmopolite. Cest un pathogéne aéroporté opportuniste responsable de plusieurs
pathologies principalement pulmonaires chez des patients fragilisés. Il peut étre responsable
de pathologies allergiques ou non allergiques selon le terrain sous-jacent parmi lesquelles :

- Laspergillose pulmonaire invasive chez des patients immunodéprimés.

- Laspergillose pulmonaire chronique chez des patients souffrant d’une pathologie
pulmonaire sous-jacente.

- Lasthme aspergillaire et I'aspergillose bronchopulmonaire allergique (ABPA) sur terrain
asthmatique ou mucoviscidosique.

Dans I’ABPA, |'organisme développe une réaction allergique contre A. fumigatus
conduisant a un asthme sévére avec des |Iésions pulmonaires potentiellement irréversibles.
Outre la mise en évidence du pathogéne par examen direct et/ou la recherche d’antigénes
spécifiques (galactomannane) et les examens sérologiques IgM et IgG, le diagnostic biologique
recherche la sensibilisation a A. fumigatus par la présence d’IgE spécifiques vis-a-vis de
I’extrait total d’A. fumigatus (m3). Plus récemment, |'utilisation de composants moléculaires
recombinants unitaires permet d’établir un profil de sensibilisation vis-a-vis de Asp f1, Asp 2,
Asp f3, Asp f4 et Asp f6. Dans cette étude, nous avons établi les différents profils de
sensibilisation a A. fumigatus des patients souffrant de pathologies pulmonaires pour lesquels
la recherche d’IgE spécifiques anti-A. fumigatus m3 est positive.

Lobjectif de cette étude est de définir si I'utilisation de ces allergénes moléculaires
apporte une aide au diagnostic et/ou au suivi de I’ABPA. Ce travail comporte deux parties :
apres une revue des données bibliographiques concernant A. fumigatus et les pathologies
pulmonaires dont il est responsable, plus particulierement les pathologies allergiques, les

résultats de notre étude seront présentés.
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|l. Aspergillus fumigatus

A. Généralités :

Les différentes especes d’Aspergillus sont trés répandues dans I’environnement. Ce sont
des champignons filamenteux saprophytes qui jouent un réle important dans les cycles du
carbone et du nitrogéne a travers la décomposition des matieres organiques. Les Aspergillus
produisent des conidies asexuées trés tolérantes au stress et persistantes dans
I'environnement (1,2). Certaines espéces d’Aspergillus peuvent avoir un impact considérable
sur la santé humaine et animale. Ceci peut étre en partie expliqué par la présence d’especes
résistantes a 'amphotéricine B (A. terreus, A. lentulus, A. ustus, A. alabamensis) ainsi qu’a
I’émergence d’especes résistantes aux azolés comme A. fumigatus (potentiellement expliqué
par l'utilisation de pesticides azolés dans le milieu agricole)(3). A. fumigatus est une des
espéces les plus ubiquitaires, s’étendant dans un vaste environnement du nord de la toundra
aux tropiques(4). Elle est capable de se développer a l'intérieur des batiments, dont les
hopitaux, grace a la grande capacité de dispersion et a la résistance des conidies (5) mises en

suspension dans les zones de travaux.

B. Caractéristiques morphologiques :

Conidies —

~__ Phialides —

— Métules i

- T j'».’:-"':'i
) Y -
> - ¢ =
Vésicule | |

Conidiophore
\ 4—— (large, non cloisonng) ——»

—_— [ | <
/

< - Cellule podale ——__
P S

« . e R
Filament végétatif —
(fin, cloisonné)

Figure 1. Appareil reproducteur des Aspergillus. D’aprés Cahier de formation Biologie Médicale, les
moisissures d’intérét médical, 2002
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Le genre Aspergillus représente environ 250 especes connues de champignons
filamenteux. Uobservation de la forme asexuée met en évidence un thalle végétatif sous forme
de filaments ou hyphes qui, en se ramifiant, constituent le mycélium (6). Les Aspergillus sont
caractérisés par un thalle végétatif formé de filaments mycéliens hyalins, de diamétre fin et
régulier, septés et ramifiés. Sur ces filaments prennent naissance les conidiophores (filaments
non cloisonnés) qui se terminent par une vésicule sur laquelle sont disposées les cellules
conidiogenes ou phialides.

La conidiogéneése s’effectue sur un mode blastique, c’est-a-dire par le bourgeonnement
d’une série de spores ou conidies a I'apex des phialides. La vésicule d’A. fumigatus a une
structure unisériée (elle supporte une seule rangée de phialides sans métules) et la téte
conidienne est dite en colonne (ne couvrant pas I'ensemble de la vésicule).

Lorsque les conditions de température et d’hygrométrie sont favorables, la conidie se détache
et se disperse facilement grace a sa petite taille pour donner naissance a un tube germinatif

puis un filament. Les conidies ont une taille de 1 a 2 um pour A. fumigatus.

! ' i

Figure 2. Aspergillus fumigatus sur scotch, apreés coloration au bleu de lactophénol, site internet
Trustmyscience.com
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C. Pouvoir pathogeéne, facteurs de virulence

Les Aspergillus sont des champignons thermophiles ayant une température optimale de
croissance entre 25°C et 40°C. lls utilisent plusieurs moyens pour envahir les tissus et échapper
au systeme immunitaire de I'h6te. Les conidies sont des particules inertes recouvertes de
protéines appelées hydrophobines qui augmentent leur adhérence aux macromolécules
(laminine, collagene et fibronectine) et inhibent les réponses immunitaires innées vis-a-vis de
celles-ci (7,8). RodA est une des hydrophobines les mieux connues, qui masque les PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns) d’Aspergillus empéchant leurs reconnaissances par
les PRRs (Pattern Recognition Receptors) comme les dectine-1 et dectine-2 présents a la
surface des macrophages et des cellules épithéliales bronchiques, qui jouent un role important
dans I'immunité innée antifongique (9,10).

Lors du développement des hyphes, I'Aspergillus perd I'expression de ses hydrophobines
permettant au systeme immunitaire de reconnaitre divers épitopes. Parmi ces éléments, on

peut citer :

> Les antigénes polysaccharidiques et glycoprotéines: on peut citer l'antigene

galactomannane (libéré par les champignons du genre Aspergillus en cours de croissance) et
les beta-glucanes dont le beta-(1,3)-D-glucane (composant de la paroi des levures et des
champignons filamenteux)(11). Ces antigénes montrent pour certains une réactivité croisée
avec d’autres antigenes fongiques (12—14). Ces antigenes jouent un role dans I'adhérence des
hyphes aspergillaires aux tissus de I'h6te (15).

> Les antigenes / allergénes protéiques : de nombreuses protéines, principalement des

protéases, ont été rapportées chez A. fumigatus. Parmi ces enzymes, on peut citer les
protéinases, I'élastase, la ribonucléase (Asp f1), la chymotrypsine, la catalase et la superoxyde
dismutase (Asp f6)(12). Ces enzymes sont capables de dégrader de nombreux substrats
protéiques permettant un apport d’acides aminés nécessaires a la croissance du champignon

(16).
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D.Interactions entre I’Aspergillus et les systemes de défenses

respiratoires de I’héte

Le principal mode de dissémination de I’Aspergillus repose sur les conidies, hautement
hydrophobes produites par la sporulation asexuée. Un individu inhale en moyenne jusqu’a des
milliers de conidies chaque jour (7). Aprés avoir pénétré dans les voies aériennes supérieures,
les conidies aspergillaires atteignent les voies respiratoires basses ou elles vont entrer en
contact étroit avec les cellules épithéliales bronchiques puis les alvéoles pulmonaires. Lorsque
les conidies atteignent les alvéoles pulmonaires olu I'environnement est propice a leur
développement, elles changent de conformation, n‘expriment plus les hydrophobines dont
RodA et commencent a former des hyphes. Les antigénes aspergillaires (dont les 3-glucanes)
démasqués peuvent alors étre reconnus par l'intermédiaire des dectines des macrophages

alvéolaires et des cellules épithéliales.
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5. V.0 — 24 Baemem
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>
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Figure 3. Représentation schématique de la réponse de ’h6te aux conidies d’Aspergillus inhalées
(17)

a. Interactions de [|'Aspergillus avec les cellules épithéliales

bronchiques

L'épithélium bronchique est pseudostratifié et composé de 3 catégories de cellules : les

cellules ciliées, les cellules sécrétrices et les cellules basales (18).
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Figure 4. Structure de base des cellules épithéliales bronchiques (19)

Ces cellules épithéliales ont un réle de clairance muco-ciliaire grace aux mouvements de
leurs cils vibratiles et a la sécrétion de mucus. Le mucus contient également des peptides anti-
microbiens, des PRRs solubles comme la pentraxine et la mannose binding-lectin (MBL), des
radicaux libres et des cytokines (comme [|'IL-8)(20,21). La pentraxine 3 (Ptx3) est un PRR
soluble qui a un role important dans la reconnaissance et la destruction des conidies par les
macrophages (22). Ptx3 active le complément par la voie classique en se liant au C1q (23). L'IL-
8 est une chimiokine pro-inflammatoire agissant comme chimio-attractant pour les
polynucléaires neutrophiles (PNN) pour assurer leur recrutement sur le site de I'infection(19).
Les cellules épithéliales jouent aussi un réle dans la reconnaissance et la destruction des
conidies aspergillaires par internalisation de la conidie par I'intermédiaire du B-glucane
(PAMP) et de son récepteur dectine-1 (PRR). Elles utilisent un mécanisme similaire a la
phagocytose (24,25) avec la participation des microtubules et de la polymérisation de I'actine.
Une fois internalisées, les conidies sont dirigées vers le phagolysosome. Bien que la majorité
des conidies est dégradée, un faible pourcentage survit et se développe en hyphe dans I'espace
interstitiel (24).

O

B-glucan
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Airway
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Figure 5. Modéle d’internalisation d’Aspergillus fumigatus par les cellules épithéliales des voies
respiratoires (19)

15



Laction des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire permet ainsi I'élimination d’une
partie des conidies mais la petite taille de celles-ci (1-2 microns pour A. fumigatus), leur
permet d’échapper pour un grand nombre d’entre elles a ce mécanisme et de pénétrer plus

profondément dans les voies aériennes (8,26).

b. Interactions entre I’Aspergillus et les cellules épithéliales alvéolaires

Les cellules épithéliales alvéolaires couvrent environ 95% de la surface alvéolaire. Les
macrophages constituent environ 5% des cellules alvéolaires (27). Les cellules épithéliales
alvéolaires ne possedent pas de cils vibratiles mais conservent des fonctions phagocytaires et
sécrétent le surfactant. Les macrophages vont pouvoir phagocyter les conidies par
I'intermédiaire des dectines et de PRRs solubles comme la Ptx3 (comme décrit

précédemment).

c. Interactions entre I’Aspergillus et I'espace interstitiel

Malgré ces divers mécanismes de défense, certains hyphes aspergillaires vont pouvoir se
développer et traverser la barriere épithéliale pour atteindre I'espace interstitiel. Les hyphes
sont alors reconnus par les PNN et par les cellules dendritiques (CD). Les PNN attirés sur les
lieux par des chimiokines produites localement (dont I'interleukine 8) rejoignent l'espace
interstitiel par diapédese. lls reconnaissent I'lagent pathogene par I'intermédiaire de leurs PRRs
comme les TLRs (Toll Like Receptors) et le phagocytent pour le détruire.

Les CD, cellules présentatrices d’antigénes (CPA) reconnaissent les PAMPs des pathogenes
par leurs PRRs et TLRs. Aprés reconnaissance, internalisation et dégradation, ces cellules
présentent divers épitopes aux lymphocytes T CD4+ par I'intermédiaire des molécules du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe Il (apprétement). Les CD migrent alors
vers les organes lymphoides secondaires (ganglions, rate, tissus lymphoides associés aux
muqueuses). Elles vont permettre la différentiation et I'amplification de lymphocytes T helper
(Th) CD4+ spécifiques reconnaissant ces antigenes liés au CMH de classe II. Ces lymphocytes
permettent la polarisation de l'immunité adaptative selon différentes orientations
cytokiniques. De facon générale :

» Les lymphocytes Thl sécrétent majoritairement de I'Interféron-gamma (IFN-y), du

Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-a) et de l'interleukine-2 (IL-2) et induisent les
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réponses immunitaires cellulaires (réponse cellulaire) les plus efficaces contre les virus
et bactéries.

» Les lymphocytes Th2 sécretent I'lL-4 et I'IL-13 favorisant la synthése des
immunoglobulines dont I'lgE (réponse humorale) et I'lL-5 favorisant le recrutement des
polynucléaires éosinophiles.

» Les lymphocytes Th17 sécrétent de I'IL-17, de I'IL-22 et de I'IL-21. Ces cellules sont
importantes pour le contréle des infections bactériennes extra-cellulaires et fongiques,
elles facilitent le recrutement et I'activation des cellules phagocytaires, en particulier
les PNN.

» Les lymphocytes Treg sécretent de I'lL-10, puissante cytokine anti-inflammatoire.

Apreés activation par la rencontre d'un antigéne pour lequel ils expriment des récepteurs

spécifiques, les lymphocytes B peuvent former les centres germinatifs dans les organes
lymphoides secondaires ou ils subissent les processus d'hypermutation somatique et de
commutation isotypique, avant de se différencier en cellules B mémoire ou en plasmocytes
produisant des immunoglobulines (1gG, IgA, IgE).

Toutes ces étapes ont pour but I'élimination du champignon.

Cette cascade d’évenements permettant la défense de I’hote contre I’Aspergillus permet

de comprendre comment les différentes pathologies pulmonaires peuvent survenir :

> anomalie mécanique : défaut de la clairance muco-ciliaire telle qu’une altération des
cellules épithéliales ou une anomalie du mucus)

> déficit de I'immunité innée : neutropénie

> anomalie de la réponse adaptative : altération de la balance Th1/Th2

E. Pathologies associées

a. Patients immunodéprimés : I'aspergillose pulmonaire invasive (API)

LAPI est une infection opportuniste dévastatrice se développant chez des patients
séverement immunodéprimés. Un dysfonctionnement du systéme immunitaire, soit au niveau
de la réponse innée (neutropénie prolongée ; défaut de la nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydase dans la maladie granulomateuse chronique) ou de la réponse adaptative
lors de la prise de corticostéroides au long cours ou d’un traitement immunosuppresseur,

prédispose a une API (28).
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Le diagnostic est difficile car la clinique est rarement évocatrice et peu spécifique. Il repose
notamment sur des critéres cliniques non systématiques tels que fiévre, toux ou dyspnée.
L'atteinte vasculaire peut se manifester sous forme de douleur thoracique ou d’hémoptysie
dues a un infarctus pulmonaire. Enfin des convulsions ou des signes neurologiques focaux
peuvent témoigner d’'une forme disséminée (29). Le diagnostic de certitude repose sur

I'analyse histologique mettant en évidence des hyphes invasifs ou une culture aspergillaire

positive dans un liquide normalement stérile (ex.: liquide pleural, hémocultures)(30).

Figure 6. Images anatomopathologiques d’une aspergillose pulmonaire invasive, provenant du Dr
Mousa Al-Abbadi (Université Tennessee Est, Johnson City, TN, USA)

a) Parenchyme pulmonaire avec nécrose, hémorragie pulmonaire et hyphes aspergillaires
(hématoxyline-éosine 100x)

b) Hyphes aspergillaires au sein du parenchyme pulmonaire (Grocott méthénamine 200x)

La sensibilité de I'examen direct avec mise en culture dans le liquide broncho-alvéolaire
ou les crachats est assez mauvais dans le diagnostic d’API (environ 50-60%)(31). Le dosage des
antigenes galactomannanes peut étre réalisé dans le plasma, le liquide céphalo-rachidien
(LCR) ou le liquide broncho-alvéolaire (LBA)(32,33). Le dosage de -D-glucane, peut aider a
dépister une infection fongique, mais ce polysaccharide fongique est non spécifique de
I'Aspergillus.

Dans le LBA, la PCR (Polymerase Chain Reaction) aspergillaire présente de nombreux faux
positifs en raison de la contamination de I'arbre bronchique par les spores.

Enfin I'imagerie, et notamment la tomodensitométrie thoracique, est un examen de choix,
dont le signe le plus précoce, dés les premiers jours, est le « signe du halo », d0i au caractére
angio-invasif et hémorragique de la Iésion. Ce signe a une trés bonne valeur prédictive positive

(de 80% a 90% selon les études)(34). Par la suite, la rétraction du poumon nécrotique donne
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une image en « signe du croissant aérique » visible a quatorze jours dans environ 60% des

cas(35).
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Figure 7. Images tomodensitométriques de I’Aspergillose pulmonaire invasive(35)

Pour faciliter les études cliniques, des critéres ont été établis par 'TEORTC/MSG (European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycosis Study Group) revus en 2019 pour
définir 'API possible, probable et prouvée (30).

Le traitement de choix est le voriconazole. Avant son utilisation, la mortalité se situait aux
alentours de 80% (37). Aujourd’hui, le pronostic s’est amélioré avec une mortalité globale

inférieure a 40% (38).

b. Patients non immunodéprimés

1. Pathologies non allergiques

a) Laspergillose pulmonaire chronique (APC)

Plus communément causée par I'A. fumigatus, 'APC est retrouvée chez des individus non
immunodéprimés mais avec une pathologie pulmonaire sous-jacente. LAPC affecte environ 3
millions de personnes a travers le monde (39). Elle survient presque exclusivement chez des
individus ayant des antécédents pulmonaires de tuberculose, d’infection a mycobactéries non
tuberculeuses, d’ABPA, de sarcoidose, de pneumothorax, de bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO), de cancers du poumon traités chirurgicalement et de bronchectasies (40).

LAPC comprend plusieurs entités qui ne sont pas toujours bien individualisées. On y trouve
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I'aspergillome simple, I'aspergillose pulmonaire chronique cavitaire, 'aspergillose pulmonaire
chronique fibrosante, I'aspergillose invasive subaigué ou aspergillose pulmonaire chronique
nécrosante et le nodule aspergillaire. Il existe un chevauchement entre ces différentes

pathologies.
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Figure 8. Représentation schématique des différentes formes d’aspergillose pulmonaire chronique
et de leurs chevauchements (41)

e Llaspergillome

Il forme I'entité la mieux reconnue des APC. Il représente une masse solide d’hyphes
aspergillaires, de fibrine, de mucus et d’autres débris cellulaires, formé dans une cavité
pulmonaire pré-existante (41-44). Laspergillome simple correspond a une cavité pulmonaire
unigue contenant une boule fongique, avec preuve sérologique ou microbiologique de la
présence d’Aspergillus spp chez un patient non immunodéprimé asymptomatique ou
présentant des symptémes mineurs, et sans progression radiologique sur au moins 3 mois
d’observation (41). Cette pathologie est caractérisée par l'absence d’autres signes
d’aspergillose pulmonaire chronique cavitaire et elle est typiquement retrouvée apres une
infection a M. tuberculosis (40,45,46). Contrairement aux autres formes d’aspergillose
pulmonaire chronique, I'aspergillome pulmonaire simple est généralement indolent et détecté
de maniere fortuite (47). Le diagnostic repose sur des critéres cliniques, des critéres
radiologiques caractéristiques et la mise en évidence sérologique ou microbiologique
d’Aspergillus spp. Limagerie thoracique montre une masse dans une cavité pré-existante avec

présence d’un croissant d’air périphérique (48).
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Figure 9. Image radiographique d’un aspergillome (49)

e Laspergillose pulmonaire chronique cavitaire (APCC)

Il s’agit d’une ou plusieurs cavités pulmonaires contenant éventuellement un ou plusieurs
aspergillomes, des preuves sérologiques ou microbiologiques de la présence d’Aspergillus spp
avec des symptomes pulmonaires et/ou systémiques importants et une progression
radiologique manifeste (nouvelles cavités, augmentation des infiltrats péri-cavitaires ou
augmentation de la fibrose) sur une période d’au moins 3 mois d’observation (41).

LAPCC décrit une combinaison de symptomes radiologiques, respiratoires et systémiques,
secondaires a une infection par Aspergillus spp sur un fond de pathologie pulmonaire
chronigue pré-existante (50). Les symptomes pulmonaires et systémiques refletent une
réaction inflammatoire chronique conduisant a un épaississement pleural et a une nécrose
parenchymateuse avec formation de cavités a paroi épaisse prédominante, la marque
radiologique caractéristique. Plus de la moitié de ces cavités peuvent contenir un aspergillome
(51). En fin de compte, la fibrose des segments pathologiques se produit, aboutissant au

développement de I'aspergillose pulmonaire chronique fibrosante (42,50).

e Laspergillose pulmonaire chronique fibrosante (APCF)
Elle correspond a la destruction fibrosante d’au moins deux lobes pulmonaires
compliquant une APCC conduisant a une perte majeure des fonctions pulmonaires (41). Elle
est souvent le résultat final d’'une APCC non traitée. Bien qu’évoluant au stade d’APCC, les

aspergillomes sont rares dans I'APCF (42).
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e Le nodule aspergillaire

Il s’agit d’'une forme rare de I'aspergillose pulmonaire chronique. Les Iésions pulmonaires
peuvent étre uniques ou multiples. Le diagnostic est presque toujours posé aprés biopsie
d’excision ou I’histologie confirme la présence d’hyphes aspergillaires sans invasion tissulaire.
La majorité des nodules font moins de 3 cm, ne forment pas de cavité et apparaissent comme
des lésions solides a lI'imagerie. Les diagnostics différentiels de ces lésions nodulaires
comprennent entre autres les cancers pulmonaires, les métastases pulmonaires, les nodules
cryptococciques, la coccidioidomycose, les mycobactéries tuberculeuses et non tuberculeuses

ainsi que les nodules rhumatoides (41,43,52-56).

e Laspergillose invasive subaigué (AIS)

Elle était auparavant appelée aspergillose chronique nécrosante ou aspergillose
pulmonaire semi-invasive. Elle survient chez des patients ayant un degré modéré
d’'immunodépression et comporte des signes cliniques et radiologiques similaires a 'APCC
mais d’évolution plus rapide (57). Les symptomes peuvent évoluer sur une période de
seulement quelques semaines. Certains terrains prédisposent a I'AlS comme le diabete, la
malnutrition, l'alcoolisme, I'dge avancé, le traitement par corticoides au long cours, les
traitements immunosuppresseurs, la radiothérapie, une pneumopathie chronique

obstructive, une infection par une mycobactérie atypique ou l'infection HIV (39).

e Le diagnostic et le traitement de 'APC

Le diagnostic d’APC nécessite la combinaison de plusieurs caractéristiques : une imagerie
en faveur (CT scan), la mise en évidence directe de I'Aspergillus (examen microbiologique) ou
la mise en évidence d’une réponse immunologique contre I'Aspergillus (IgG anti-aspergillaires)
et I'exclusion d’un autre diagnostic. De plus, la pathologie doit étre présente depuis au moins
3 mois, mis a part I'AIS.

La réponse aux traitements antifongiques est généralement longue. Néanmoins, la
plupart des patients répondent dans les 6 mois (58). Un minimum de 4 a 6 mois de traitement
oral par triazolés est recommandé initialement. L'hémoptysie peut étre traitée par l'acide
tranexamique ou par embolisation. Enfin la chirurgie d’exérese des aspergillomes chez des

patients ayant conservé une bonne capacité pulmonaire est une autre alternative.
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b) La bronchite aspergillaire
Cette entité clinique est décrite dans la mucoviscidose et la BPCO. Sa fréquence est
estimée a 30% chez les patients adultes atteints de mucoviscidose (59). Le tableau clinique se
traduit par un trouble ventilatoire obstructif dG a une inflammation bronchique non
spécifique. Dans certains cas elle peut étre asthmatiforme (60). La biologie se caractérise par
une sérologie positive a IgG anti-Aspergillus en 'absence d’IgE anti-Aspergillus avec culture ou
PCR en temps réel positive dans les expectorations (61). Le traitement n’est pas codifié, mais

il semble que les patients répondent bien aux antifongiques de type azolés (62).

2. Pathologies Allergiques

A. fumigatus est responsable de pathologies allergiques relevant de divers mécanismes
d’hypersensibilité. 1l convient donc avant tout de rappeler la classification des

hypersensibilités.

a) Classifications des hypersensibilités
Selon la World Allergy Organization (WAO), I'hypersensibilité est définie comme
I'apparition de symptomes et signes reproductibles, a la suite d’une exposition a un stimulus
défini toléré par des sujets normaux. Lhypersensibilité met en jeu des mécanismes
immunologiques.

Les hypersensibilités sont réparties en 4 types selon la classification de Gell et Coombs.

e Type 1: hypersensibilité immédiate

La réaction a lieu immédiatement (<1 h) apres un second contact avec I'antigene. Les
antigénes responsables sont définis comme des allergénes induisant la formation d’anticorps
d’isotype IgE. Lors du premier contact avec I'allergéne, des IgE spécifiques de I'allergene sont
synthétisées et se fixent par leurs fragments Fc a la surface des mastocytes et des
polynucléaires basophiles (PNB) sur des récepteurs spécifiques de haute affinité des IgE
(FceRl). Lors de la seconde exposition a I’allergene, celui-ci se lie aux fragments Fab des IgE et
réalise un pontage entre deux IgE a la surface des mastocytes et polynucléaires basophiles. Ce
pontage entraine une cascade de signalisation intra cellulaire aboutissant a la dégranulation
de ces cellules. Des médiateurs préformés comme I’histamine ou la tryptase et des médiateurs

néoformés comme les prostaglandines issues du métabolisme de I’acide arachidonique par
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les cyclo-oxygénases. Ces médiateurs provoquent notamment une contraction des cellules

musculaires lisses, une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire.

Réaction Allergique

' _| Les IgE se lient a la surface
des mastocytes et des
polynucléaires basophiles

Antigéne /
Allergene Lymphocyte B

L'antigéne va déclencher la production d'anticorps de
type Immunoglobulines E (IgE) par l'intermédiaire d'une
réponse de type Th2

— ra—

Nouvelle exposition au méme
antigéne

L'antigéne réalise un pontage entre 2 Igk,
provoquant la dégranulation cellulaire avec
libération d'histamine et d'autres médiateurs

L'histamine augmente la perméabilité et la
distension des vaisseaux capillaires

Figure 10. La réaction d’hypersensibilité immédiate médiée par les IgE, Dreamstime.com

e Type lI: hypersensibilité cytotoxigue

Le temps d’apparition des symptomes est de quelques minutes a quelques heures. Les
antigenes sont endogenes ou correspondent a des composés chimiques (hapténes) capables
de se lier aux membranes cellulaires. Les exemples d’hypersensibilité de type Il sont les
cytopénies médicamenteuses (anémie hémolytique, leucopénie, ou thrombocytopénie). Elles

sont médiées par des IgG ou des IgM.

e Type lll: hypersensibilité a complexes immuns

La réaction peut débuter 3 a 10 h apres I'exposition a I’antigene qui peut étre exogene
(infections chroniques bactériennes, virales ou parasitaires) ou endogéne (antigenes non
spécifiques d’organe comme dans le lupus érythémateux systémique). L’antigéne est soluble
et non lié a I'organe impliqué. Cette HS est médiée par des complexes immuns solubles
impliquant surtout des IgG. La réaction peut étre systémique (maladie sérique) ou limitée a
quelques organes (reins, peau, poumons, articulations, ..). Les lésions contiennent

principalement des PNN et des dépots de complexes immuns et de complément.

® Type IV: hypersensibilité retardée, a médiation cellulaire

La réaction est retardée (>12 h) et a lieu généralement dans les 24 a 72 h aprés I'exposition a
I’antigene. Elle est impliquée dans la pathogenése de nombreuses maladies auto-immunes
(dermatite atopique, psoriasis, ...) et infectieuses (tuberculose, lepre, histoplasmose,

toxoplasmose, leishmaniose, ...). Les allergenes ou antigenes sont exogenes. Les mécanismes
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d’endommagement tissulaire mettent en jeu I'immunité cellulaire (lymphocytes, monocytes,

macrophages ...)(63).

b) Pneumopathies d’hypersensibilité (PHS)

Les PHS correspondent a une HS de type IV selon la classification de Gell et Coombs. Elles
sont dues a I'inhalation chronique, professionnelle ou environnementale, d’antigenes le plus
souvent organiques, parfois chimiques, de faible poids moléculaire. Leur dénomination
dépend des circonstances étiologiques et des antigenes inhalés : maladie du poumon de
fermier, maladie des éleveurs d’oiseaux, maladie des champignonnistes... La PHS résulte d'une
réponse immune exagérée a l'inhalation d’un antigéne auquel le sujet a préalablement été
sensibilisé. Cette réponse est médiée par I'accumulation pulmonaire de lymphocytes de type
Thl. Cette pathologie est caractérisée par la formation de granulomes, notamment
péribronchiolaires. La pathologie souvent négligée, conduit a un trouble fonctionnel
respiratoire essentiellement restrictif.

Six critéres diagnostics simples permettent de suspecter une PHS :

e Lexposition a un antigéne connu pour étre pathogéne ;

e Larécurrence des symptomes (fievre, frissons, douleurs diffuses, toux, dyspnée...) ;

e Ces symptomes survenant 4 a 8 h apres I'exposition a I'antigéne ;

e La présence de crépitants a l'auscultation ;

e Une perte de poids ;

e La positivité de la sérologie vis-a-vis de cet antigene (mise en évidence de précipitines
spécifiques) (64).

Histologiquement, on retrouve un infiltrat inflammatoire péribronchiolaire qui va
s’étendre jusqu’a linterstitium et aux alvéoles adjacentes, composé principalement de
lymphocytes T classiquement CD8+, mais aussi de PNN, de macrophages, de plasmocytes et
de mastocytes (63). Ces infiltrats vont former des granulomes sans nécrose caséeuse, puis

aboutir a de la fibrose en I'absence d’éviction de la source antigénique.

c) Asthme avec sensibilisation aspergillaire (ASA)
LASA reléve d’'un mécanisme d’HS de type | selon la classification de Gell et Coombs. La
prévalence de I'hypersensibilité a Aspergillus chez des patients asthmatiques a été rapportée
entre 38 % a 43 %(65,66). Cette pathologie est essentiellement décrite chez les patients

asthmatiques et parfois chez les patients atteints de mucoviscidose. Elle est définie par la
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présence d’'une symptomatologie asthmatique et d’IgE spécifiques anti-A. fumigatus (a
différencier de la simple sensibilisation aspergillaire pour laquelle on ne retrouve que la
présence d’IgE spécifiques sans retentissement clinique)(67), en I'absence d’autres critéres
permettant un diagnostic d’ABPA. Méme si I'’ASA est le plus reconnu, il existe d’autres sources
fongiques d’asthme (Alternaria spp, Cladosporium spp, ...) et on qualifie donc ces pathologies
d’asthme sévéere avec sensibilisation fongique (68). UASA est le principal diagnostic différentiel

de I'ABPA, tout en sachant que cette pathologie peut évoluer vers 'ABPA (69).

d) Aspergillose bronchopulmonaire allergique
LABPA reléve des mécanismes d’HS de type | et Il selon la classification de Gell et Coombs.
Objet de notre étude, c’est une pathologie complexe que nous allons détailler dans le

paragraphe suivant.

Il. Laspergillose bronchopulmonaire allergique

LABPA est une pathologie touchant principalement les patients atteints d’asthme ou de
mucoviscidose. |l s’agit d’'un stade avancé de I'hypersensibilité a Aspergillus. A. fumigatus est
I'espece la plus fréquemment incriminée mais d’autres espéces d’Aspergillus sont également
mises en cause telles que A. flavus, A. niger et A. terreus (70). D’autres espéces de
champignons filamenteux peuvent entrainer une pathologie similaire a 'ABPA que 'on nomme

alors mycose bronchopulmonaire allergique (MBPA).

A. Manifestations cliniques, épidémiologie

LABPA atteint le plus fréquemment des adultes jeunes et complique une pathologie
pulmonaire sous-jacente. Rarement I'ABPA est découverte de maniere fortuite chez des
patients asymptomatiques. Les terrains les plus propices a 'apparition de 'ABPA sont I'asthme
et la mucoviscidose. La prévalence estimée de 'ABPA est de 1 a 2% chez les asthmatiques (7 a
14% chez les cortico-dépendants) et de 8 a 10% chez les patients atteints de mucoviscidose,
avec des extrémes allant de 1 a 25%, et ces chiffres sont |égerement inférieurs chez les enfants

par rapport aux adultes (71).
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Les manifestations cliniques de la pathologie ne sont pas spécifiques et rendent son
diagnostic difficile. LABPA peut se présenter avec des symptomes atypiques tels que de la
fievre, une altération de I'état général (asthénie, amaigrissement), des hémoptysies, des
expectorations purulentes voire des expectorations noiratres de moules bronchiques, une
majoration de la toux, des sibilants respiratoires ou une douleur thoracique (72). Chez les
sujets asthmatiques, I'ABPA se manifeste généralement par un asthme difficile a contréler
(fréquence des crises, majoration de la dyspnée, ...). Chez les patients mucoviscidosiques, le
diagnostic est plus difficile a poser, ces patients sont colonisés par plusieurs souches
bactériennes pouvant étre responsables de symptomes similaires. UABPA devra alors étre
suspectée devant une réponse inefficace a une antibiothérapie bien menée. UABPA peut enfin
étre diagnostiquée tardivement, a un stade avancé de la maladie, lors de I'apparition d’'une

hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (73).

B. Facteurs prédisposants

Plusieurs facteurs sont identifiés a risque pour le développement d’'une ABPA :
» Les pathologies pulmonaires chroniques : asthme, mucoviscidose, mais également les

BPCO et dilatations de bronches.

> Les facteurs génétiques :

« Certains haplotypes HLA favorisent une réponse Th2 exagérée avec synthese d’IgE
comme les HLA-DR2 et HLA-DR5 (74). Des études ont montré que les HLA-
DRB1*1501 et HLA-DRB1*1503 étaient liés a un risque plus élevé de développer
une ABPA (75). A l'inverse le HLA-DQ2 confére une protection vis-a-vis de 'ABPA
(76).

« Le polymorphisme de la chaine alpha du récepteur a I'lL-4 (IL-4Ra) semble aussi
jouer un role de facteur de risque d’ABPA en étant responsable d’une
hyperréactivité des lymphocytes B et des mastocytes (77).

+ Le polymorphisme du promoteur de I'lL-10 (cytokine anti-inflammatoire produite
par les lymphocytes Th2 et les lymphocytes T régulateurs), entrainant une

inhibition préférentielle de la réponse Th1 (78).
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+ La fréquence de la mutation hétérozygote du géne CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) est plus élevée chez les patients atteints
d’ABPA par rapport aux patients asthmatiques ou a la population générale (79).

» Le microbiote : des altérations du microbiome pulmonaire ou intestinal, de par son role
dans les mécanismes de régulation immunitaire, favoriseraient les pathologies

aspergillaires dont ’ABPA (80).

C. Physiopathologie

LABPA reléve d’un mécanisme d’HS de type | prépondérant. Les sujets atteints d’asthme
ou de mucoviscidose présentent des anomalies de la réponse immunitaire innée avec une

orientation exacerbée Th2 de la réponse immunitaire adaptative (81).
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Figure 11. Evénements clés de l'interaction et des conséquences immunitaires entre Aspergillus
fumigatus et ’h6te humain. (A) chez un sujet immunocompétent, (B) chez un sujet pathologique
(exemple : mucoviscidosique) (71)
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Chez les patients atteints de mucoviscidose, d’asthme ou d’autres pathologies
pulmonaires chroniques, les spores peuvent se développer et former des hyphes caril y a une
altération de la clairance muco-ciliaire et une stagnation du liquide bronchique empéchant les
peptides anti-microbiens d’atteindre I’Aspergillus. La persistance et la croissance
d’A. fumigatus provoquent une réponse inflammatoire importante mais inefficace, orientée
Th2 avec des niveaux élevés d’IgE et d’IgG anti-Aspergillus.

Finalement, cette réponse inflammatoire Th2 robuste est délétere, entrainant une
production de mucus, une hyperréactivité bronchique, une inflammation et des

bronchectasies qui caractérisent 'ABPA (35).

D. Diagnostic de 'ABPA

a. Criteres diagnostics

Le diagnostic d’ABPA étant difficile, plusieurs classifications ont été proposées. Les
derniers criteres communs pour les patients asthmatiques et mucoviscidosiques ont été
proposés par R. Agarwal (ISHAM working group) en 2013 (82):

1) Facteurs prédisposants : asthme bronchique, mucoviscidose

2) Criteres majeurs obligatoires :

> Réaction cutanée d’hypersensibilité immédiate a A. fumigatus ou taux élevé
d’IgE spécifiques anti-A. fumigatus
» Taux d’IgE totales élevées (> 1000 Ul/ml)

3) Associés a au moins deux critéres mineurs :

» Présence d’anticorps (Ac) précipitants ou d’lgG spécifiques anti-A. fumigatus
» Anomalies radiologiques pulmonaires compatibles avec 'ABPA (transitoires ou
permanentes)

» Eosinophilie > 0,5 G/L en I'absence d’imprégnation par des corticoides

» NB:il est précisé que si un patient présente tous les « autres criteres », un taux

d’IgE < 1000 Ul/ml peut étre acceptable
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Le diagnostic étant plus difficile a poser chez les patients mucoviscidosiques, nécessitant
une surveillance accrue avec au minimum un bilan annuel, d’autres critéres ont été proposés

par la SPLF (Société de Pneumologie de Langue Frangaise) en 2016 (83).

Tableau 1. Critéres diagnostics de 'ABPA chez les patients mucoviscidosiques(83)

Critéres classiques Critéres minimaux
Détérioration aigué ou subaigué et déclin de VEMS  |Détérioration aigué ou subaigué et déclin de VEMS
sans autre cause sans autre cause
IgE > 1000 Ul/mL IgE > 500 Ul/mL
Réactivité cutanée immédiate prick test Réactivité cutanée immédiate prick test
ou ou
IgE spécifiques anti-aspergillaires IgE spécifiques anti-aspergillaires
Précipitines a A. fumigatus Précipitines a A. fumigatus
ou ou
lgG anti-A. fumigatus lgG anti-A. fumigatus
ou
Infiltrat pulmonaire nouveau ou récent Infiltrat pulmonaire nouveau ou récent

Pour les IgE spécifiques, le seuil de positivité est fixé a 0,35 kUA/L.
Agarwal et al. (84) ont proposé une autre classification de I'ABPA en fonction des résultats
de la tomodensitométrie a haute résolution (HRCT) comme suit :
» ABPA-S (sérologique), stade léger
» ABPA-CB (bronchectasies centrales), stade modéré
» ABPA-CB-HAM (bronchectasies centrales et présence de mucus a haute atténuation
(HAM)), stade grave.

Cette classification reflete non seulement la gravité mais également le risque de rechutes.

b. Imagerie

1. Laradiographie pulmonaire
La radiographie pulmonaire montre des signes non spécifiques lors des premiers stades
de la maladie, et il est difficile de poser un diagnostic a partir de cet examen (8-10,18). La
radiographie thoracique est normale dans presque 50% des cas (84). Les atteintes
pulmonaires touchent préférentiellement les lobes supérieurs. Des signes radiologiques ont

été définis en fonction des stades de I’ABPA, certains pouvant étre apergus sur la radiographie

pulmonaire.
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Tableau 2. Stades de 'ABPA en fonction des signes radiologiques (84)

STADE DESCRIPTION IMAGES RADIOLOGIQUES
normale; infiltrats pulmonaires et impactions

| Phase aigué
mucoides, prédominants dans les lobes supérieurs
résolution significative des infiltrats pulmonaires

Il Rémission

et clairance des impactions mucoides

réapparition d'infiltrats pulmonaires et/ou
1l Exacerbation
d'impactions mucoides

résolution significative des infiltrats pulmonaires
v ABPA cortico-dépendante | et des impactions mucoides, persistance d'opacités

pulmonaires fixées

présence de bronchectasies, de fibrose pulmonaire
Vv Stade terminal (fibrose)
et d'hypertension artérielle pulmonaire

Ces anomalies radiographiques peuvent prendre de multiples apparences et peuvent étre
classées en anomalies transitoires et permanentes. Les signes de fibrose apparaissent aux

stades tardifs de la maladie en I'absence de prise en charge adaptée.

2. La tomodensitométrie pulmonaire

La tomodensitométrie a haute résolution (HRCT) permet une meilleure évaluation de la
distribution des bronchectasies et des autres anomalies invisibles sur la radiographie
pulmonaire (85). Les résultats de 'HRCT se composent principalement de bronchectasies et
d’impactions mucoides impliquant principalement les bronches segmentaires et sous-
segmentaires des lobes supérieurs, ainsi que des nodules centro-lobulaires ou des structures
linéaires ramifiées (86). Limpaction mucoide correspond au remplissage des bronches dilatées
par des sécrétions muqueuses. Le mucus bronchique est généralement hypodense, mais peut
prendre un aspect hyperdense, on parle alors de HAM (High attenuation mucus) (87).
Actuellement la présence de HAM est considérée comme pathognomonique de 'ABPA (33).
Une étude de 2019 sur 137 patients atteints de mucoviscidose dont 23 ABPA a mis en évidence
gue le HAM est le biomarqueur le plus spécifique de I'ABPA dans la mucoviscidose, avec une
bonne sensibilité (88). Cette hyperdensité est notamment attribuée a la présence de sels de

calcium et de métaux (ions fer et manganese) (34).
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HRCT: mise en évidence des bronchectasies
centrales

parenchymateuse: mise en évidence des HAM

Figure 12. Images tomodensitométriques de I’ABPA (84)

3. UIRM

Peu d’études ont été réalisées pour déterminer le réle de I'IRM dans I'ABPA. Il a été
démontré récemment que I'impaction mucoide dans les bronches dilatées peut étre trés bien
percue a I'lRM comme des lésions hyperintenses en séquence T2. Les foyers hypointenses T2
au sein de ces lésions correspondent au HAM sur HRCT, suggérant ainsi un diagnostic d’/ABPA
(89). Avec les développements techniques dans les séquences IRM, elle pourra jouer un role

dans I'imagerie de 'ABPA dans un avenir proche.

c. Explorations fonctionnelles respiratoires (EFR)

Les EFR constituent le moyen primordial pour évaluer la fonction ventilatoire chez les
patients. La spirométrie est un examen simple et non invasif faisant partie des EFR. Elle
consiste a souffler dans un tube relié a un appareil d’analyse.

Elle permet de définir :

> Le volume courant VT : volume mobilisé a chaque cycle respiratoire pendant une

respiration normale.

> La capacité vitale CV: représente le volume d’air total que les poumons peuvent

mobiliser.

» Levolume résiduel VR : volume d'air se trouvant dans les poumons a la fin d'expiration

forcée. Autrement dit qu'il est impossible d'expirer.

» La capacité pulmonaire totale CPT: somme de la capacité vitale CV et du volume

résiduel VR.
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» Le volume expiratoire maximal seconde VEMS : quantité d’air expulsé durant la
premiére seconde de I'expiration forcée, réalisée aprées une inspiration maximale.

» La capacité vitale forcée CVF: La CVF est mesurée lors d'une expiration forcée. Le
patient inspire au maximum et souffle le plus rapidement possible tout I'air de ses

poumons dans le spirométre.

Volume SO SUN SRS
cv VEMS$
CVF
e -
CRF —

Figure 13. Résultats d’une spirométrie forcée (90)

Un rapport de Tiffeneau (= VEMS/CVF) < 70% définit un syndrome obstructif. Si le rapport
de Tiffeneau se normalise aprés adjonction de bronchodilatateurs (béta-2-mimétiques et/ou
anticholinergiques), alors on parle de réversibilité. Chez un sujet asthmatique, on retrouve
typiquement un trouble ventilatoire obstructif réversible (91). Une réversibilité significative
est définie par une augmentation de VEMS et/ou de CVF supérieure ou égale a 12% par rapport
ala valeur de base et supérieure ou égale a 200 ml(92). La réversibilité est moins fréquente et
moins importante dans 'ABPA (93). Le trouble ventilatoire restrictif est défini par une CPT <
80% accompagné d’une réduction de la capacité vitale, typiguement retrouvé dans les
pneumopathies interstitielles et la fibrose pulmonaire. En I'absence de prise en charge
adaptée, 'ABPA peut aboutir a une fibrose pulmonaire irréversible responsable d’'un syndrome
restrictif. Toutefois les EFR peuvent étre normales dans 'ABPA, et une spirométrie normale ne

permet pas d’exclure le diagnostic (94).

d. Tests cutanés

Les tests cutanés ou Skin Prick Tests sont des procédures permettant la mise en évidence
d’une sensibilisation immédiate vis-a-vis d’un ou plusieurs allergenes. Il s’agit d'un test rapide
qui peut étre interprété en 15-20 minutes. Le principe consiste a déposer une goutte d’extrait

allergénique sur la peau du patient et d’utiliser une lancette pour réaliser une petite effraction
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cutanée. Le résultat est considéré positif si une papule de diameétre >= 3mm est formée lors

de la lecture (95).

Figure 14. Principe du Prick Test cutané(95), (a) préparation au test cutané sur I’avant-bras, (b) Prick
test avec lancette a travers une goutte d’extrait d’allergéne

Lorsqu’un allergene est introduit dans la peau, il va se lier au fragment Fab des IgE
spécifiques de l'allergene fixées a la surface des mastocytes. Il s’agit d’une réaction
d’hypersensibilité de type | selon la classification de Gell et Coombs (comme vu
précédemment). Cette réaction va se traduire par un érytheme local avec formation d’une
papule autour de la zone d’injection. Ce test ne peut pas étre réalisé chez tous les patients
allergiques car il existe certaines interférences ne permettant pas l'interprétation des tests tels
gu'un eczéma généralisé, un dermographisme ou des traitements anti-histaminiques,
corticoides topiques puissants ou oraux a long terme ou un traitement par anticorps anti-IgE
(Omalizumab). Les anti-histaminiques doivent étre arrétés au moins une semaine avant le test,
I’'Omalizumab au moins 6 semaines avant le test (96). De plus, ce test peut provoquer des
réactions généralisées voire un choc anaphylactique et tend a étre remplacé par le dosage des

IgE spécifiques.

e. Tests biologiques

1. Eosinophilie
La réponse immunitaire de type Th2 induite aprés inhalation des spores d’Aspergillus

conduit a la libération d’IL-5 par les lymphocytes TCD4+. L'IL-5 va induire la différentiation et
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le recrutement des polynucléaires éosinophiles au niveau du site de I'inflammation (97). Sur
une cohorte de 209 patients atteints d’ABPA, R. Agarwal et al. ont mis en évidence que 60%
d’entre eux avaient une éosinophilie sanguine < 1 G/L, parmi lesquels 24% avaient une
éosinophilie < 0,500 G/L (98). Le taux d’éosinophiles montre donc un intérét limité dans le
diagnostic de 'ABPA. |l ne semble pas y avoir de relation entre le nombre d’éosinophiles dans
le sang et la fonction pulmonaire ou d’autres parametres immunologiques. Cependant, le taux
d’éosinophiles est plus élevé chez les patients atteints de bronchectasie centrale ou avec une

importante atténuation du mucus a I'imagerie (98).

2. Culture mycologique

La culture mycologique se réalise sur gélose de Sabouraud, la croissance du champignon
se fait en 2 a 5 jours a 30 +/- 2 °C. Lorsqu’une colonie pousse, on peut tout d’abord s’aider
d’une analyse macroscopique en regardant l'aspect de cette colonie (duveteux, poudreux,
cotonneux, ...), le relief, la taille et la couleur. Ensuite on peut réaliser une analyse
microscopique a l'aide d’un scotch que I'on va déposer sur la colonie puis disposer entre lame
et lamelle avec une coloration au bleu de lactophénol. On s’aidera ensuite des caractéristiques
morphologiques vues précédemment. La culture d’Aspergillus spp dans un prélevement
respiratoire est un examen qui manque de sensibilité, et ne permet généralement pas de faire
la distinction entre une colonisation et une infection (50), sauf si la pousse est tres rapide et
gu’il y a de nombreuses colonies. Enfin, la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS : Matrix-
Assisted Laser Desorption lonisation Time-Of-Flight) permet d’obtenir sous forme de spectre
le profil protéique des champignons filamenteux et notamment [lidentification et la
discrimination des espéces aspergillaires (99). Lantifongigramme sera réalisé en fonction du
type de pathologie, notamment en cas d’infection profonde ou systémique. La méthode la plus
utilisée par les laboratoires de mycologie en France est la méthode d’antifongigramme en
bandelette Etest, c’est-a-dire qu’on dispose les bandelettes Etest des 5 antifongiques
utilisables (Voriconazole, Fluconazole, Amphotéricine B, caspofungine et Micafungine) aprés
ensemencement. On réalise ensuite une lecture des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) 3 24h et 48h (100).

La fréquence des résistances d’Aspergillus spp aux antifongiques triazolés est en
augmentation depuis les années 2000. Il y a deux modes principaux d’acquisition de ces
résistances : la sélection de mutants résistants secondaire a un traitement par triazolés au long
cours ou l'acquisition de mutants résistants de novo en lien avec I'utilisation de fongicides

azolés dans le milieu agricole (101).
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Figure 15. Aspergillus fumigatus en culture Sabouraud dextrose agar (102)

3. Recherche d’lgG spécifiques anti-A. fumigatus

La nomenclature des actes de biologie médicale (NABM) impose la réalisation d’un test
de dépistage et d’un test de confirmation (si le dépistage est positif) pour la détection des
anticorps anti-Aspergillus (NABM 2017).

Lobjectif du dépistage est d’avoir une excellente sensibilité (afin de détecter tous les
malades) et celui de la confirmation d’avoir une excellente spécificité (pour permettre
I'élimination de faux positifs).

Les techniques de dépistage comprennent :

» Lélectrosynérese

» L’hémagglutination indirecte

» Les techniques immuno-enzymatiques (ELISA)

>

Limmunodiffusion double (Ouchterlony)

Les techniques de confirmation comprennent :
» La coélectrosynérese
» Limmunoélectrophoréese

» Limmunoempreinte (Western Blot)

Nous ne détaillerons pas toutes ces techniques mais seulement celles utilisées au CHU de

Bordeaux, I'ELISA et le Western Blot.

e ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

La technique PLATELIA Aspergillus IgG BIO-RAD est celle utilisée au CHU de Bordeaux.

36



Il s’agit d’'une technique immuno-enzymatique indirecte en microplaque utilisée pour détecter
les IgG anti-Aspergillus dans le sérum ou le plasma.

- Principe du test : on ajoute le sérum ou le plasma d’un échantillon dans le puits d’'une

microplague dans lequel sont coatés des antigénes recombinants aspergillaires purifiés.
Apres une séance de lavage, on ajoute le conjugué (anticorps de souris anti-lgG humaines
marqués a la peroxydase). Un complexe antigéne aspergillaire-lgG humaine anti-
Aspergillus-anticorps de souris anti-lgG humaine/peroxydase est alors formé. On ajoute
alors un chromogéne contenant le substrat de la peroxydase. La réaction est stoppée par
adjonction d’acide sulfurique 1N. Et on réalise enfin la lecture de la densité optique par un
spectrophotomeétre a 450/620 nm.

- Interprétation :

o Concentration < 5 AU/ml : négatif, absence d’IgG anti-Aspergillus
o Concentration entre 5 et 10 AU/ml : douteux
o Concentration = 10 AU/ml : positif, présence d’IgG anti-Aspergillus
Les techniques ELISA sont des techniques sensibles, permettant la réalisation de grandes

séries. Elles ont pour avantage d’étre faciles, rapides a réaliser et d’étre automatisées.

e |Immunoempreinte (Western Blot)

La technigue Western Blot Aspergillus IgG LD BIO Diagnostics est celle utilisée au CHU de
Bordeaux.

Il s’agit d’un test semi-quantitatif de détection des IgG dans le sérum.

Contrairement a la détection des immunoprécipitines (technique de référence), les techniques
de WB sont pratiques, standardisées et faciles a réaliser et a interpréter. De plus, le délai de
rendu des résultats est plus court (4h pour le Western Blot versus 24-36h pour la détection
des immunoprécipitines)(103).

Principe du test :

» Technique du Western Blot: Les antigenes A. fumigatus, aprés séparation

électrophorétique ont été fixés par électro-transfert a la surface d’une feuille de
nitrocellulose (appelée le transfert) découpée en 24 bandelettes identifiées de 1 a 24.

» Déroulement du test : chaque échantillon sérique a tester est incubé séparément avec

une bandelette. Les anticorps spécifiques éventuellement présents dans le
prélevement se fixent sélectivement sur les antigenes. A I'étape suivante, le conjugué
Phosphatase Alcaline —anti-lgG humaines se lie aux anticorps fixés. Enfin, les immuns-

complexes réagissent avec les substrats. Les antigenes reconnus par les anticorps
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spécifiques de classe IgG présents dans les échantillons sont ainsi révélés sous forme
de bandes transversales violettes.

> Interprétation : 4 bandes ont été retenues pour leur spécificité, leur sensibilité et leur
facilité de lecture. Situées a 16, 18-20, 22 et 30 kDa, elles sont donc appelées : P16,
P18-20, P22 et P30. La présence simultanée de 2 bandes bien définies parmi P16, P18-
20, P22 et P30 est indicative de la présence d’anticorps spécifiques anti-Aspergillus.
L'évaluation semi-quantitative se réalise par la mesure de I'intensité de chaque bande

(allant de 1 a 4) (103). Elle permet un meilleur suivi des patients.

Tableau 3. Détails de la semi-quantification du Western Blot Aspergillus (103)

Nombre de | Résultats

bandes Négatif Positif faible Positif
0-1 NA NA NA

2 NA 2<1<4 4<|

3 NA 3<1<6 6<I

4 NA 4<1<8 8<I

NA : non applicale

| :intensité

(A) (B)

Asp-WB

I
I

- 3

e 3
4 —»>m
-« 2

Global intensity : 12

Figure 16. Résultats du WB Aspergillus(103) :

(A) C+, contréle positif, présence de P16, P18-20, P22 et P30 ; NC, contrdle négatif, aucune bande
visible
(B) Patient positif, P16 d’intensité 2, P18-20 d’intensité 4, P22 d’intensité 3 et P30 d’intensité 3,

soit une intensité totale a 12.
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4. Dosage des IgE totales

Le taux d’IgE totales est un des critéres majeurs du diagnostic d’ABPA lorsque le taux est >
1000 kUI/L (1 Ul = 2,4 ng) on admet un seuil plus faible a 500 Ul/mL (comme vu
précédemment) pour les patients atteints de mucoviscidose pour lesquels le diagnostic est
plus difficile a poser. Les valeurs seuils des IgE totales peuvent étre variables selon les sources
bibliographiques. En effet, les seuils sont fixés a 1000 ou 500 Ul/mL. Certains laboratoires puis
certaines équipes médicales ont exprimé les résultats en mg/L, or 1000 mg/L correspond a
environ 417 Ul/mL (82). Le dosage des IgE totales accompagne toujours le dosage des IgE
spécifiques anti-aspergillaire pour le diagnostic et le suivi d’ABPA, de méme que pour le bilan
annuel des patients atteints de mucoviscidose (104).

Le diagnostic doit toujours étre confronté a la clinique car une élévation des IgE totales
peut étre due a d’autres pathologies : sujet atopique, urticaire chronique, parasitose
systémique, vascularite (Churg et Strauss), certains déficits immunitaires (syndrome de Job-
Buckley, syndrome de Wiskott-Aldrich), exceptionnel myélome a IgE, tabagisme, ... Les
variations des taux des IgE totales peuvent servir de marqueur d’exacerbation ou de réponse
au traitement de la pathologie, en confrontant ces données a la clinique (105). Les taux
augmentent lors des phases d’exacerbation et diminuent aprés un traitement par corticoides,
généralement dans les 2 mois aprés instauration, et peuvent se normaliser au stade de fibrose
(106).

Au laboratoire d’'immunologie du CHU de Bordeaux, le dosage des IgE totales, comme le
dosage des IgE spécifiques se réalise sur I'automate Immuno CAP par technique sandwich en

FEIA (Fluorescence Enzyme Immuno Assay).

A Les IgE du sérum se fixent sur des Ac anti-IgE couplés de facon
}" covalente a la phase solide (mousse de cellulose), formant
Solid phase y ainsi un complexe anti IgE-IgE.
A= Anti-IgE
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\

: ‘ Aj ‘ Apres lavage, des Ac anti-IgE marqués par une enzyme (f3-

galactosidase) sont ajoutés pour former un complexe anti IgE-

Solid phase }‘ Y IgE-anti IgE™*.

h Apres incubation, les Ac anti-IgE* non liés sont éliminés par

: A ‘ lavage et le complexe anti IgE-IgE-anti IgE*est incubé avec un

\ \;‘ substrat de I'enzyme la 4-méthyl-umbelliferyl-B-D-galactoside,

Solid phase y Y réduite par Il'enzyme [-galactosidase en 4-méthyl-

umbelliférone.

\xv h : Apres arrét de la réaction, la fluorescence de I'éluat émise par
\“ 4 : la 4-méthylumbelliférone est mesurée. La fluorescence est
\J P directement proportionnelle a la concentration d'IgE dans le
Solid phase 4 .
sérum.

Figure 17. Principe du dosage des IgE totales par test InmunoCAP (Thermo Fisher Scientific, 2012).

5. Dosage des IgE spécifiques m3 (extrait total d’A. fumigatus)

Tout comme les IgE totales, les taux des IgE spécifiques anti-A. fumigatus varient en
fonction de I'état de la pathologie (exacerbation, traitement, rémission). Ce marqueur sensible
est indispensable pour le diagnostic d’ABPA. Un résultat négatif permet d’exclure le diagnostic
d’ABPA, méme si le taux d’IgE totales est élevé. Les normes concernant les IgE spécifiques sont
des taux inférieurs a 0,10 kUA/L (ce qui correspond au seuil de positivité du test). Le seuil

retenu pour le m3 dans le diagnostic de I’ABPA est de 0,35kUA/L.
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L'allergene, I'extrait ou le composant allergénique couplé de
facon covalente a la phase solide (mousse de cellulose) réagit
avec les IgE spécifiques de I'échantillon de sérum formant ainsi

un complexe allergene-IgE spécifique.

Apreés lavage, des Ac anti-IgE marqués par une enzyme ([3-
galactosidase) sont ajoutés pour former un complexe

allergene-IgE-anti IgE*.

Apres incubation, les Ac anti-IgE* non liés sont éliminés par
lavage et le complexe allergéne-IgE-anti IgE*est incubé avec un
substrat de l'enzyme, la 4-méthyl-umbelliferyl -B-D-
galactoside, réduite par I'enzyme [-galactosidase en 4-méthyl-

umbelliférone.

Apres arrét de la réaction, la fluorescence de I'éluat émise par
la 4-méthylumbelliférone est mesurée. La fluorescence est
directement proportionnelle a la concentration d'IgE

spécifiques de l'allergéne dans le sérum.

Figure 18. Principe du dosage des IgE spécifiques par ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific, 2012)
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E. Profil moléculaire

L'allergologie moléculaire est une discipline récente avec le clonage du premier allergéne
(Der p1) datant de 1988. En 1999 R. Valenta introduit le concept de diagnostic résolu par les
composants (Component Resolved Diagnosis ou CRD) avec des allergénes naturels purifiés
produits par extraction et purification a partir d’une source allergénique et des allergénes
recombinants produits par génie génétique par clonage d’un variant moléculaire dans un
systéme d’expression (ADN d’Escherichia coli)(107). Ce procédé permet notamment la
discrimination entre une réactivité croisée et une véritable sensibilisation chez les patients
allergiques (108) par l'utilisation d’allergénes spécifiques et de panallergénes. Les
panallergenes présentent des homologies de séquence importantes avec des protéines
d’autres especes ou genres, ce qui contribue a la réactivité croisée. En plus de 'application a
visée diagnostique, de nouvelles formes d’immunothérapie basées sur des allergenes
recombinants et des peptides dérivés d’allergenes synthétiques ont été explorées (109).
Parmi les nombreux allergenes moléculaires découverts pour A. fumigatus, seuls 5 sont

actuellement commercialisés : Asp f1, Asp 2, Asp 3, Asp f4 et Asp f6.

Tableau 4. Structures clonées sous forme de protéines de liaison aux IgE anti-Aspergillus fumigatus

(110)
Allergen Size CDS* (kDa) Function/sequence similarity IgE-binding in vitro (“)® SPT* Accession no.
Asp 1 16.9 C Ribotoxin 66 pos. S889330
Aspf2 37.0 C Fibrinogen binding protein? ND NT U56938
Aspf3 18.5 C Peroxisomal protein 88 pos. U58050
Asp 4 30.0 P Unknown 42 pos. AJO01732
Aspf5 42.1 C Metalloprotease 85 pos. 230424
Aspf6 23.0 C MnSOD 35 pos. 53561
Asp 7 11.6 P Unknown 39 pos. AJ223315
Aspf8 1.1 C P, ribosomal protein 10 pos. AJ224333
Asp f9 323 P Unknown 66 pos. AJ223327
Asp 10 344 C Aspartic protease 18 pos. X85092
Asp f 11 18.8 C Cyclophilin 50 pos. AJO06689
Asp f 12 65.0 P Heat shock protein ND NT U92465
Asp 13 34.0 C Alkaline serine protease ND NT Z11580
Asp f 15 19.5 C Serine protease? 29 pos. AJ002026
Asp f 16 43.0 C Unknown ND NT (3643813
Asp f 17 19.4 P Unknown 43 pos. AJ224865
Asp 18 34.0 C Vacuolar serine protease ND NT Y 13338
Asp 22w 46.0 C Enolase ND NT AF284645
Asp 23 44.0 C L3 ribosomal protein ND NT AF464911
Asp 27 18.0 C Cyclophilin 75 pos. AlJ937743
Asp 28 12.0 C Thioredoxin 16 pos. Al937744
Asp 29 120 C Thioredoxin 26 pos. AJ937745

“Coding sequences: C =complete, P = partial.
PIncidence among patients sensitized to 4. fumigatus.
“Skin prick test: NT =not tested, pos. =positive.
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a. Aspfl
C’est une ribonucléase (ribotoxine de la famille des mitogillines), protéine de 18 kDa. Il
s’agit d’une protéine de défense, inhibitrice de la synthése protéique. Ce marqueur est
spécifique de la germination, donc absent des spores, et apparait lors de la formation des
hyphes aspergillaires. Il est hautement spécifique d’A. fumigatus , ses seules homologies de
structure restant confinées au genre Aspergillus. C'est un allergéene majeur, avec une
prévalence des IgE Asp f 1 aux environs de 85% en cas d’ABPA et de 45-75% dans les autres

sensibilisations anti-aspergillaires (111).

b. Asp 2
Il s’agit d’'une protéine de liaison du fibrinogene de 37 kDa. C’est également un allergéne
majeur, Sa prévalence rapportée sur plusieurs petites séries de patients sensibilisés est de 87
a 100% chez le patient ABPA, par opposition aux patients souffrant d’un asthme allergique

(112).

c. Aspf3
Il s’agit d’'une protéine péroxysomale de 19kDa. Cette protéine a une réactivité croisée
avec d’autres especes de champignons telles que Candida boidinii, Penicillium citrinum ou

Malassezia furfur (113).

d. Asp f4
Il s’agit d’un allergéne de 30kDa, dont les propriétés sont encore méconnues. Différentes
études ont mis en évidence la pertinence des IgE anti-Asp f4 dans le diagnostic de 'ABPA avec

des sensibilités allant jusqu’a 92,3% et des spécificités jusqu’a 93,7% (114).

e. Asp f6
Il s’agit d’'une superoxyde dismutase a manganése (MnSOD), protéine de 26 kDa, qui est
une protéine de défense contre les radicaux libres. Il existe une réactivité avec les autres
MnSOD : de Saccharomyces cerevisiae, humaine, Hev b10 du latex, ... Les études cliniques

suggerent un manque de spécificité des IgE anti-Asp f6 dans 'ABPA (112).
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F. Traitement

Les objectifs généraux du traitement de I’ABPA comprennent la réduction des symptomes
de l'asthme ou de la mucoviscidose, la réduction de l'inflammation pulmonaire et des

exacerbations pour prévenir la progression vers la fibrose pulmonaire (115).

a. Les glucocorticoides

Plusieurs études ont montré une amélioration significative des patients apres
instauration d’un traitement par glucocorticoides qui combat la réponse inflammatoire contre
A. fumigatus (106). La dose la plus efficace et la plus slre est la dose modérée (0,5
mg/kg/jour)(116). Le traitement a forte dose (0,75 mg/kg/jour) entraine une chute plus rapide
des IgE mais également plus d’effets secondaires tels que I'hyperglycémie, la prise de poids, le
syndrome de Cushing ou de l'ostéoporose (117). Le traitement par corticoides se déroule sur
plusieurs mois a doses décroissantes. Les rechutes sont fréquentes a la décroissance ou a
I'arrét du traitement.

Les corticoides inhalés permettent d’atteindre une forte concentration dans larbre
bronchique avec un minimum d’effets systémiques et apportent un bénéfice dans le
traitement de I'asthme sous-jacent (82). Toutefois, leur role dans le traitement de 'ABPA reste
indéfini. Un essai controlé en double-aveugle de béclaméthasone versus placebo n’a pas

montré d’amélioration significative (118).

b. Les agents antifongiques

L'ajout d’antifongiques permet d’épargner I'usage des corticostéroides, en réduisant leur
besoin pour contrdler I'inflammation (119). Les antifongiques ayant une activité contre
I’Aspergillus sont recommandés comme adjuvant ou en seconde ligne de traitement dans

'ABPA (82,120).

1. Les triazolés
Les antifongiques azolés sont des molécules synthétiques ayant pour cible la cytochrome
P51 (CYP51), essentielle dans la voie de biosynthése de I'ergostérol, le principal stérol de la
paroi fongique. La CYP51 est une Cl4-alpha-déméthylase codée par le géne ERG11. Cette

enzyme est nécessaire a I'élimination d’un groupement méthyl sur le carbone 14 du squelette
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stéroide, et son blocage aboutit a 'accumulation de stérols 14-méthyl 3,6 diol toxiques pour
la cellule (121). Les azolés inhibent la synthése d’ergostérol et donc la croissance fongique
(122).

Litraconazole : Stevens et al, en 2000, ont démontré que I'adjonction d’itraconazole chez des
patients atteints d’ABPA cortico-dépendants pouvait conduire a une amélioration clinique sans
risque toxique significatif(123). Wark et al ont montré, sur une cohorte de 29 patients
asthmatiques avec une ABPA stable, une diminution du taux d’éosinophiles dans les
expectorations, une diminution du taux d’Igk et d’IgG anti-Aspergillus, ainsi qu’une diminution
de l'incidence des exacerbations(124).

Le voriconazole et le posaconazole : certains patients peuvent continuer a avoir des
symptdmes malgré le traitement par itraconazole ou développer des effets secondaires
nécessitant son arrét. Suite a une étude rétrospective sur 25 patients asthmatiques atteints
d’ABPA, Chishimba et al suggérent que le voriconazole et le posaconazole peuvent étre une
alternative dans le traitement de 'ABPA lorsque I'itraconazole ne peut pas étre prolongé (125).
L'isavuconazole : dernier azolé mis sur le marché. Ce médicament a l'autorisation de mise sur
le marché (AMM) dans le traitement de I'aspergillose invasive et de la mucormycose chez les
patients pour lesquels le traitement par amphotéricine B est inapproprié (recommandations
HAS 2016). Dans le cadre de I'ABPA, un premier case report a été publié en 2017 montrant le

succes de l'isavuconazole avec un minimum d’effets secondaires (126).

2. Uamphotéricine B

Lamphotéricine B est un polyene d’origine naturelle dont la cible est I'ergostérol. Il se lie
de fagon covalente a l'ergostérol pour former des pores dans la membrane plasmique,
permettant aux électrolytes de les traverser et provoquer la mort du champignon (121).
Lamphotéricine B intraveineuse est associée a de nombreux effets secondaires comme la
fievre, des frissons, une anaphylaxie, une arythmie cardiaque, des atteintes hépatiques ou
rénales. Lamphotéricine B lipidique (Ambisome®) est plutdt utilisée dans les infections
fongiques a Aspergillus car elle offre I'avantage d’étre moins toxique que I'amphotéricine B
désoxycholate (meilleure tolérance rénale, diminution des réactions fébriles et des
frissons)(127). Un protocole NEBULAMB était en place jusqu’au 31 juillet 2019 pour évaluer
I'efficacité de I'amphotéricine B nébulisée versus placebo chez des patients non

mucoviscidosiques atteints d’ABPA.
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c. immunothérapie

Lomalizumab (Xolair®) est un anticorps monoclonal humanisé anti-IgE liant I'lgE par sa
fraction constante Fc, empéchant sa fixation sur son récepteur spécifique et notamment le
récepteur de haute affinité FceRl a la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles.
Les mastocytes et basophiles ne pourront donc pas étre activés et dégranuler par la voie IgE
médiée. L’'omalizumab est indiqué pour améliorer le controle de I'asthme chez les adultes et
les adolescents (a partir de 12 ans) atteints d'asthme allergique persistant sévére non amélioré
par la prise d’un traitement quotidien par un corticoide inhalé a forte dose et un béta2-
agoniste inhalé a longue durée d'action. Plusieurs études ont monté que I'omalizumab était
associé a une amélioration de la fonction pulmonaire, une diminution des symptémes
respiratoires et une diminution des besoins en corticoides systémiques chez les patients
atteints d’asthme allergique (128,129). Voskamp et al ont montré, sur une petite cohorte de
13 patients asthmatiques atteints d’ABPA, une réduction significative des exacerbations chez

les patients recevant de 'omalizumab (130).

d. Eviction
Certains patients peuvent développer une ABPA a la suite d’'une forte exposition a
Aspergillus a I'occasion de travaux ou de dégats des eaux. Il faut donc éviter les zones de
fortes expositions et prendre I’avis de conseillers en environnement pour un meilleur controle

de I’environnement et éviter les récidives.

G. Complications

LABPA peut évoluer en I'absence de traitement vers de nombreuses complications :

e Exacerbations : Durant la phase aigué, la plupart des patients recoivent un traitement
par corticothérapie orale. Cependant, l'objectif devrait étre de prévoir ces
exacerbations récurrentes par une utilisation judicieuse des corticoides et des azolés
(82).

e Collapsus des voies aériennes : pouvant aller jusqu’a une insuffisance respiratoire
aigué. En fonction de la sévérité de l'insuffisance respiratoire, une bronchoscopie

thérapeutique peut étre indiquée (82).
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Bronchectasies : I'apparition de bronchectasies évoque des dommages pulmonaires
permanents mais aussi une prédisposition aux rechutes fréquentes (131).
Aspergillose pulmonaire chronique : celle-ci progresse de facon variable selon les
individus, mais peut étre stoppée par un traitement bien conduit par des azolés (58)
Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) : si 'ABPA n’a pas été traitée de facon
appropriée, une fibrose pulmonaire peut se développer avec des signes de cceur
pulmonaire et d’insuffisance respiratoire chronique. Mis a part le traitement par

corticoides oraux, I'oxygénothérapie longue durée est indiquée dans ce cas (132).
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ETUDE REALISEE A BORDEAUX

l. Contexte

Nous avons mené une étude prospective monocentrique sur la période du 1° Juillet 2016

au 14 Septembre 2017 au CHU de Bordeaux.

A. Objectif de I'étude

Cette étude a pour but de savoir quel est l'intérét de l'utilisation des allergénes
moléculaires d’A. fumigatus dans le diagnostic et la prise en charge de 'ABPA. Le dosage des
IgE spécifiques dirigées contre les allergénes moléculaires recombinants d’A. fumigatus (rAsp
f1, f2, f3, f4 et f6) a été réalisé sur une population de patients pour lesquels le dosage des IgE

spécifiques anti-A. fumigatus dirigées contre I'extrait total (m3) était positif.

B. Criteres d’inclusion

Dans cette étude, les profils de 125 patients sont étudiés. Les criteres d’inclusion sont les
suivants :
e Patients adultes atteints de pathologies pulmonaires chroniques
e Suivis par les services de pneumologie et par le Centre de Ressources et de
Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) du CHU de Bordeaux

e Dosage des IgE anti-m3 positif (0,10 kUA/L)

C. Pathologies

Le dosage des IgE totales associé au dosage des IgE spécifiques anti-m3 est prescrit lors
des exacerbations de pathologies pulmonaires chroniques et dans le suivi annuel des patients

mucoviscidosiques. Les pathologies pulmonaires chroniques comprennent l'asthme, Ia
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bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), les dilatations de bronches et les

aspergilloses chroniques. Parmi ces patients, certains sont transplantés pulmonaires.

Aspergillose
chronique DDB 40A/utr1355
2% (n=5) 5% (n=6) [#%("=5)

Mucoviscidose
37%
(n=46)

1 3

BPCO et IRC |
6% (n=8)

ABPA
31% (n=39)

Asthme
13% (n=16)

Figure 19. Répartition de la cohorte de patients selon leurs pathologies

II. Matériel et méthodes

Pour tous les patients inclus dans I'étude, le sérum restant apres analyses a été conservé
dans une sérotheque dédiée a -80°C. Pour chaque patient nous avons collecté les valeurs des
IgE totales, des IgE anti-m3 et des IgE spécifiques dirigées contre chacun des 5 recombinants
(codes allergenes : m218, m219, m220, m221, et m222 pour rAsp f1, f2, f3, f4, and f6,
respectivement), les valeurs des IgG aspergillaires en ELISA et Western Blot. Les techniques
de dosages des IgE et IgG aspergillaires ont déja été décrites précédemment. La collecte des
résultats du dosage sanguin des polynucléaires éosinophiles a été réalisée a partir des
numérations formules sanguines réalisées au laboratoire d’hématologie sur DxH. Les
renseignements cliniques, les EFR et les résultats d’imagerie ont été récupérés, quand c’était

possible, a partir des dossiers informatisés des patients sur le logiciel DxCare.
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lll. Analyses statistiques

Les comparaisons des moyennes par I'intermédiaire du Test t de Student ont été réalisées
grace au logiciel BiostaTGV. Les diagrammes en nuages de points montrant les distributions
des recombinants ainsi que les courbes ROC ont été réalisés a partir du logiciel XLSTAT et les

ROC multiparamétriques grace au logiciel CombiROC.

IV. Résultats

ABPA
14% (n=18)

ABPA en
rémission
17% (n=21)

Non ABPA
69% (n=86)

Figure 20. Répartition des patients en ABPA, ABPA en rémission et non ABPA

Parmi les 39 patients classés en ABPA (qui représentent 31% de la cohorte), 18
présentaient les symptomes d’ABPA au moment de I'étude et 21 étaient connus pour des
antécédents d’ABPA. Toujours parmi ces patients 11 étaient déja connus pour de I'asthme et

17 pour une mucoviscidose.

Pour la suite des analyses statistiques nous allons séparer dans 2 groupes différents les
patients atteints d’ABPA et les patients aux antécédents d’ABPA, ces derniers ayant des profils
plus hétérogénes. Nous aurons ainsi 18 patients classés en ABPA, 21 classés en rémission

d’ABPA et 86 en non ABPA.
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A. Comparaison des valeurs d’IgE spécifiques en fonction des

groupes de patients.

Pour les trois groupes (ABPA, ABPA en rémission et non ABPA), nous avons relevé les
moyennes, médianes, écarts-types et écarts interquartiles des valeurs du m3 et de chaque

recombinant. Ensuite des diagrammes en nuages de points permettent de voir la répartition

des valeurs.
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ABPA ,ASPA non ABPA
rémission
médiane 1,69 0,61 <0,10
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| ceart 8,32 0,32 0.05
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Figure 21. Distribution des IgE spécifiques des groupes ABPA, ABPA en rémission et non ABPA

Voici un tableau récapitulatif de toutes ces valeurs :

Tableau 5. Récapitulatif des médianes, moyennes, écarts-types et écarts interquartiles pour le m3
et les recombinants pour chaque groupe de patients

m3 Aspfl |Aspf2 Asp f3 Asp f4 Asp f6
Médiane (kUA/L) |24,80 |9,82 1,69 3,41 0,46 0,82
ABPA Moyenne (kUA/L) |23,58 |17,91 |16,56 16,04 11,88 3,33
(n=18) Ecart-type 15,60 | 24,58 |24,69 28,03 24,68 7,15
Ecart interquartile [29,73 |19,91 20,52 14,58 8,32 2,40
Médiane (kUA/L) |2,64 [1,28 0,61 1,04 0,13 0,10
AIBPiA _ Moyenne (kUA/L) |15,39 |5,76 1,59 3,64 1,76 1,04
rémission
1) Ecart-type 26,33 110,72 |2,05 8,26 4,37 2,04
" Ecartinterquartile |14,4 |4,31 2,07 4,22 0,32 0,21
Médiane (kUA/L) ]0,56 |0,25 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Non ABPA|Moyenne (kUA/L) |2,18 |1,01 0,86 0,98 0,16 <0,10
(n=86) Ecart-type 4,78 12,85 3,65 3,67 0,54 0,24
Ecart interquartile |1,59 |2,85 0,31 0,15 0,05 <0,10

On constate que les moyennes et médianes sont nettement plus élevées chez les patients

ABPA comparativement aux autres groupes, et ce pour le m3 comme pour chaque

recombinant. Il existe également une grande dispersion des valeurs chez les patients ABPA,

notamment en ce qui concerne les recombinant Asp f1, Asp f2 et Asp f3.
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En faisant une comparaison des moyennes des différents groupes avec un test t de

Student (tableau 6), on constate qu'’il existe des différences statistiquement significatives

(p<0,05) entre les groupes « tous ABPA » (comprenant les patients ABPA et ceux en rémission)

et non ABPA pour chaque recombinant. Si on prend séparément les patients ABPA et les ABPA

en rémission, alors on constate qu’il existe des différences statistiguement significatives entre

les patients ABPA et non ABPA pour les recombinants Asp f1, Asp f2 et Asp f3. Entre les

groupes ABPA et ABPA en rémission, on met en évidence une différence seulement pour le

recombinant Asp f2, et entre les groupes ABPA en rémission et non ABPA seulement pour Asp

f6.

Tableau 6. Calcul de la significativité statistique des recombinants par un test T de Student

m3 Asp f1 Aspf2 | Aspf3 Asp f4 Asp f6
tous ABPA/non ABPA 0,0000276| 0,00179| 0,0132| 0,016 0,0318 0,017
p ABPA / non ABPA 0,0000195 0,0096| 0,015| 0,036 0,06 0,068
value | ABPA / rémission ABPA 0,238 0,064 0,02| 0,085 0,104 0,205
rémission ABPA / non ABPA 0,033 0,057| 0,227| 0,166 0,107 0,037

B. Comparaison de performance des cut-offs fixés a 0,10 kUA/L

et a 0,35 kUA/L

a. Seuil 3 0,20 kUA/L
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Figure 22. Répartition des IgE spécifiques pour un seuil & 0,10 kUA/L

I 52,38%
10,47%
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Tableau 7. Calcul des sensibilités, spécificités, VPP et VPN des patients ayant des ABPA en cours
pour un seuil a 0,10 kUA/L

Sensibilité | Spécificité | VPP VPN
m3 100% NA 17,31% 0,00%
Asp f1 100% 4,65% 18,00% 100%
Asp 2 100% 60,47% 34,62% 100%
Asp f3 100% 67,44% 39,13% 100%
Asp fa 83,33% 74,42% 41,67% 95,59%
Asp 6 61,11% 89,53% 55% 91,67%

Nous rappelons que :

La sensibilité est la probabilité que le test soit positif si la personne est atteinte de la

maladie

La spécificité est la probabilité que le test soit négatif si la personne testée est indemne

de la maladie

La valeur prédictive positive (VPP) d’un test est la probabilité que la personne soit

réellement malade si son test est positif

La valeur prédictive négative (VPN) d’un test est la probabilité que la personne n’ait pas

la maladie si son test est négatif

Avec un seuil a 0,10 kUA/L, si on ne prend en compte que les patients ABPA et non ABPA :

- les recombinants Asp f1, Asp f2 et Asp f3 ont une trés forte sensibilité a 100% mais au

détriment d’une faible spécificité

- Asp f4 semble intéressant car posséde d’assez fortes sensibilité et spécificité
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Figure 23. Répartition des combinaisons de recombinants pour un seuil a 0,10 kUA/L

Si on s’intéresse aux combinaisons des marqueurs (figure 23), on constate que certaines

associations sont beaucoup plus fréquentes que d’autres :

100% des patients ABPA ont des profils allant de Asp f1+f2+f3 au profil complet (plus

de 60% d’entre eux ont un profil complet).

44% des patients non ABPA ont seulement Asp f1 de positif.

b. Seuil a 0,35 kUA/L (recommandations pour le diagnostic de

I’ABPA)
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Figure 24. Répartition des IgE spécifiques pour un seuil a 0,35 kUA/L
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Tableau 8. Calcul des sensibilités, spécificités, VPP et VPN des patients ayant des ABPA en cours
pour un seuil a 0,35 kUA/L

Sensibilité | Spécificité | VPP VPN
m3 100,00% 37,21% 25,00% 100,00%
Asp f1 100,00% 69,77% 40,91% 100,00%
Asp 2 94,44% 72,09% 41,46% 98,41%
Asp f3 88,89% 81,40% 50,00% 97,22%
Asp f4 61,11% 91,86% 61,11% 91,86%
Asp 6 50,00% 2,33% 81,82% 90,32%

Avec un seuil a 0,35 kUA/L, on constate une forte diminution des recombinants positifs,
notamment une diminution de moitié pour Asp f1 chez les non ABPA. Néanmoins 100% des
ABPA restent positifs a ce seuil. On augmente de maniére trés nette la spécificité du

recombinant Asp f1.
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Figure 25. Répartition des combinaisons de recombinants pour un seuil & 0,35 kUA/L

On constate qu’avec un seuil a 0,35 kUA/L on tend a s’affranchir des patients non ABPA
et plus le profil devient complet plus on a de patients ABPA : 78% des patients ABPA ont des

profils allant de Asp f1+f2+f3 au profil complet.
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C. Analyse ROC des groupes ABPA et non ABPA

Pour essayer de déterminer les valeurs seuils a utiliser pour avoir les meilleures sensibilité
et spécificité nous avons réalisé une analyse ROC pour chaque allergene moléculaire en ne
sélectionnant que les patients ABPA et non ABPA et en laissant de cOté les patients en

rémission. Ceci a donc été réalisé avec 104 patients (86 non ABPA et 18 ABPA) :

Courbe ROC / m3/ AUIC=0,959 Courbe ROC / Asp f1/ AUC=0,932
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Figure 26. Analyses ROC du m3 et des recombinants
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Le test le plus performant semble étre le m3 suivi par les recombinants Asp f1 et Asp f3
avec les AUC les plus élevées (0,932 et 0,931). Pour le dosage de chaque recombinant p <
0.001, donc chacun d’entre eux a une significativité statistique. Les valeurs a partir desquelles
on a les meilleures sensibilités et spécificités (calculées a I'issue de I'analyse ROC) figurent ci-

dessous :

Tableau 9.Récapitulatif des analyses ROC du m3 et des recombinants aspergillaires

m3 Asp f1 Asp f2 Asp 3 Asp f4 Asp f6
Seuil optimal (kUA/L) | 22,75 22,77 >0,37 >0,87 >0,10 >0,18
Sensibilité % 100 83 94 89 83 61
Spécificité % 83 92 76 90 74 94
VPP % 55 68 45 64 41 69
VPN % 100 96 99 98 96 92

Une valeur de m3 > 2,75 apporte les meilleures sensibilités et VPN. Une excellente
sensibilité est importante afin de dépister tous les malades. Si on fixe un seuil a 2,75 pour
le m3 au sein de la cohorte de 104 patients ABPA et non ABPA alors cela permet de garder les
18 patients ABPA et seulement 15 patients non ABPA (sur 86 initialement), soit 100% des
patients ABPA et 17% des non ABPA.

Grace au logiciel CombiROC on a pu réaliser des calculs de sensibilités, spécificités, VPP et

VPN avec des ROC multiparamétriques en associant les différents recombinants :

Tableau 10. Analyse des sensibilités, spécificités, VPN, VPP et AUC des combinaisons de

recombinants

f1+f2 f1+f3 f1+f4 f1+f6 f2+3 f2+f4 f2+f6 f3+f4 f3+f6 f4+f6
Se % 89 89 78 89 89 94 89 94 94 67
Sp % 87 88 95 90 88 78 78 87 84 94
VPP % 59 62 78 64 62 47 46 61 55 71
VPN % 97 97 95 98 97 99 97 99 99 93
AUC 0,943 0,95 0,936 0,95 0,926 0,901 0,921 0,941 0,95 0,854

f1+f2+f3 | f1+f2+f4 | f1+f2+f6 | f1+f3+f4 | f1+f3+f6 |f1+f4+f6 | f2+f3+f4 | f2+f3+f6 | f2+f4+f6 | f3+f4+16
Se % 89 83 94 89 94 89 94 94 94 89
Sp % 87 92 86 88 86 88 87 85 73 87
VPP % 59 68 59 62 59 62 61 57 43 59
VPN % 97 96 99 97 99 97 99 99 98 97
AUC 0,949 0,948 0,963 0,952 0,968 0,958 0,941 0,952 0,923 0,952
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f1+f2+f3+f4 | f1+f2+f3+16 | f1+f2+f4+f6 | f1+f3+f4+16 | f2+f3+T4+16 | f1+f2+f3+f4+f6
Se % 89 83 94 94 94 83
Sp % 88 97 86 87 85 98
VPP % 62 83 59 61 57 88
VPN % 97 97 99 99 99 97
AUC 0,953 0,966 0,964 0,968 0,952 0,966

Alissue de ces combinaisons de ROC on peut conclure qu’un bon nombre de ces combinaisons

peut étre utilisé. Mais plus on utilise de marqueurs pour aider a poser le diagnostic, meilleure

sera la performance du test. Comme vu précédemment, les patients ABPA tendent vers un

profil complet.

D. Patients ABPA en rémission

21 patients sont classés en rémission car ils sont connus pour des antécédents d’ABPA. Voici

un tableau récapitulatif :

Tableau 11. Valeurs des IgE spécifiques des patients en rémission d’ABPA

m3 Asp fl Asp 2 | Aspf3 Aspfd Asp fa
ABPA en 2006 [0,77 |06 0,33 <010 <0.10 <0.10
ABPA en 2007 |59 1,77 0,48 1,77 0,37 0,15
ABPA en 2008 |20,8 |[2.82 6,17 5,62 16,3 6,43
ABPA en 2009 (1,92 0,35 0,22 0,15 =0.10 (.10
ABPA en 2011 (285 0,16 0,14 =0.10 =0.10 (.10
ABPA en 2012 [256 |1.28 1,1 4,27 0,49 0,66
ABPA en 2012 |05 |026 <0.10 |<0.10 <0.10 <0.10
ABPA en 2012 |05 0,15 <0,10 |<0,10 <0,10 <0,10
ABPA en 2013 [133 [aa2 1,08 6,75 0,14 441
ABPA en 2013 [176 102 0,61 0,51 0,2 0,13
ABPA en 2013 |153 |554 1,62 262 =0.10 =0.10
ABPA en 2013 (094 |[0,24 0,14 <010 <0.10 <0.10
ABPA en 2013 [029 0417 0,32 <0,10 <0,10 <0,10
ABPA en 2013 |015 116 <0.10 |=0.10 <0.10 <0.10
ABPA en 2014 |409 107 2,21 6,95 S8 498
ABPA en 2014 [812 |[371 2,17 0,12 0,11 0,1
ABPA en 2014 |11 1,72 2,85 1,04 1,24 0,26
ABPA en 2014 248 |a57 4,27 5,64 0,19 <0.10
ABPA en 2015 [945 [3538 7,17 38,1 12,1 45
ABPA en 2015 [2.64 |047 2,38 1,49 0,13 0,15
ABPA en 2016 |09 0,67 <010 |11 0,22 0,15

* patients mucoviscidosiques
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Parmi ces 21 patients, 16 sont mucoviscidosiques. On trouve plus de patients

mucoviscidosiques dans cette catégorie, ceci est possiblement di en partie au fait que ces

patients sont dépistés tot car le dosage des Ige m3 fait partie du bilan de suivi de la

mucoviscidose. |l persiste effectivement une trace sérologique de la pathologie. Méme si

certains patients ont des antécédents d’ABPA datant de plus de 10 ans, il peut persister des

taux assez élevés d’'Igk spécifiques et des profils complets, que les patients soient

mucoviscidosiques ou non.

Nous avons pu suivre quelques patients pour voir I’évolution des profils dans le temps :

Tableau 12. Evolution des profils des patients aux antécédents d’ABPA

IgE totales m3 Asp f1 Asp f2 Asp f3 Asp f4 Asp f6 date pvt
ATCDd'ABPA 2656 20,8 2,82 6,17 5,62 18,6 6,43 29/06/2017
en 2008
4075 22,2 6,21 3,05 13 1,28 9,91 11/10/2018
1074 11,1 0,37 2 0,87 <0,10 <0,10 13/07/2016
ABPA en 2016 637 4,97 0,2 1,12 0.4 <0,10 <0,10 17/04/2019
693 4,21 0.2 1.3 0,69 <0,10 <0,10 03/10/2019
4568 40,7 255 19,6 2681 a5 0,18
ABPA en 2016 - . : : : 06/12/2016
3786 53,6 19.6 10,1 18,7 449 <0,10 20/02/2019
910 28,9 5,29 8,01 414 30 3,95 10/05/2017
ABPA en 2017 625 221 313 6,14 3,43 15,7 1,23 22/02/2019
614 216 4,1 5,08 3,24 16,4 2,31 25/07/2019
747 17,5 10,2 0,37 2,34 0,17 <0,10
ABPA en 2016 14/10/2016
T4 41 1,35 <0,10 1,09 <0,10 <0,10 24/05/2019
ABPA en 2508 94,5 35,8 717 38,1 12,1 4,5 06/07/2016
2015, rechute
en 2018
6825 71,8 42 05,7 >100 36,2 16,4 19/12/2018

Parmi ces patients, 4 ont des antécédents d’ABPA. On peut constater que les taux des IgE

spécifiques (pour le m3 et les recombinants) ont tendance a décroitre lentement mais il

persiste bien une cicatrice sérologique. Une patiente a fait une rechute qui est bien objectivée

avec une forte élévation de I'ensemble des recombinants, mais paradoxalement le taux d’IgE

m3 a diminué.

E. La sérologie IgG aspergillaire

Pour la sérologie aspergillaire 1gG nous avons exclu 6 patients (1 pour lequel la sérologie

n’a pas été réalisée et 5 patients porteurs d’aspergilloses chroniques car ces patients ont des

valeurs élevées en IgG ce qui risque de masquer une élévation des IgG chez les patients

porteurs d’ABPA).
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Figure 27. Analyses ROC des sérologies IgG Elisa et Western Blot

Tableau 13. Récapitulatif des analyses ROC des sérologies IgG anti-Aspergillus fumigatus

ELISA WB nombre de bandes WB intensité
Valeur optimale |>3,1 AU/mL |22 >5
Sensibilité % 83 89 89
Spécificité % 65 40 50
VPP % 35 25 29
VPN% 95 94 95

Lanalyse ROC réalisée sur la sérologie 1gG ELISA et le Western Blot montre de bonnes

sensibilités mais au détriment de faibles spécificités.

Ces analyses ne semblent pas apporter une aide majeure au diagnostic de ’ABPA.
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V. Discussion

Nous avons vu qu’il est souvent difficile de différencier I’ASA de I’ABPA. Cependant, cette
distinction est importante car la thérapie aux glucocorticoides n’est garantie que dans I’ABPA
pour prévenir les lésions pulmonaires irréversibles. Le diagnositc de I'ABPA dans la
mucoviscidose est également difficile a réaliser, car les atteintes pulmonaires de la
mucoviscidose et de I’ABPA partagent plusieurs caractéristiques communes, notamment la

présence d’infiltrats pulmonaires et de bronchectasies(106).
Le m3

Nous avons montré que |’extrait source m3 était positif pour I’ensemble des patients de
notre cohorte. Les antigénes m3 sont des protéines brutes présentant une réactivité croisée
significative avec d’autres champignons(133). Ceux-ci ne présentent donc pas une bonne
spécificité.

Les recombinants

Comme vu précédemment, la technologie recombinante a permis d’isoler de grandes
guantités d’antigénes d’A. fumigatus purs(134). On distingue ainsi des allergénes sécrétés
comme Asp f1 et Asp f3 qui sont reconnus par les anticorps des patients atteints d’ABPA et
des asthmatiques sensibilisés a Aspergillus et des allergenes non sécrétés comme Asp f4 et
Asp f6 qui sont détectés principalement chez les patients ABPA (111,135). Les résultats de
notre étude suggerent que, pris isolément, les marqueurs Asp f1 et Asp f3 sont les plus
performants. lls ont respectivement des AUC a 0,932 et 0,931, des sensibilités a 83% et 89%
et des spécificités a 92% et 90% pour permettre la distinction entre les patients ABPA et non
ABPA. Muthu V. et al en 2018 (136) ont réalisé la revue de 26 études et effectué la méta-
analyse de 17 études. Ces auteurs ont montré que les IgE anti-Asp f1 ou f3 ont la plus grande
sensibilité (96,7% et 93,3% chez les asthmatiques et les patients mucoviscidosiques,
respectivement) pour différencier les patients avec ou sans ABPA. D’un autre c6té, les IgE anti-
Asp f4 ou f6 ont la meilleure spécificité (99%) chez les patients asthmatiques, alors que Asp 6
seul a la meilleure spécificité (98%) chez les patients mucoviscidosiques, pour distinguer les
patients avec ou sans ABPA. Une autre étude a été réalisée au Japon par H. Tanimoto et al
(112) en 2015. Cette étude portait sur une cohorte de patients japonais incluant 253 patients

souffrant d’asthme avec sensibilisation aspergillaire sans ABPA et 53 patients souffrant
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d’ABPA. Il en ressort que les patients atteints d’ABPA avaient des taux significativement plus
élevés d’Igk anti-Asp f1 et anti-Asp f2 que les patients asthmatiques sans ABPA. En revanche
des taux élevés d’Igk anti-Asp f6 semblent étre en lien avec la présence d’'une dermatite
atopique. Cette étude comporte une importante cohorte néanmoins celle-ci ne porte que sur
une population ciblée (patients japonais), ne sachant pas si les profils de sensibilisation sont
les mémes dans toutes les populations. D’autres travaux de Muthu V. et al en 2019 (137) ont
inclus 194 sujets dont 123 ABPA et 71 ASA. lls ont conclu que les IgE anti-Asp f1 et Asp f2
seraient les marqueurs les plus utiles pour différencier I’ABPA des patients sensibilisés a A.
fumigatus. Il en est ressorti que les IgE anti-Asp f1 ont donné la meilleure combinaison de
sensibilité (89%) et de spécificité (100%). En utilisant Asp f1 a un seuil de 4,465 kUA/L ou Asp
f2 a seuil de 1,300 kUA/L ils ont obtenu des spécificités a 100% et des sensibilités a 81%. Cette
étude monocentrique nécessite une validation supplémentaire. En accord avec les résultats
de cette étude, les IgE anti-Asp f1 semblent avoir un fort pouvoir discriminant lorsque le taux

est suffisamment élevé.
Les combinaisons

En utilisant I"association de plusieurs recombinants, on constate que les tests les plus
performants nécessitent I'utilisation de I’ensemble des recombinants disponibles (Asp f1 +

Asp f2 + Asp f3 + Asp f4 + Asp 6).
Les Cutoffs

Nous avons déterminé des cutoffs spécifiques pour chaque allergéne recombinant. Ceux-
ci ne correspondent pas au seuil de positivité arbitraire ou délivré par le fournisseur (>0,1
kUA/L, 0,35 kUA/L). En effet, d’aprés les analyses ROC nous avons pu déterminer nos propres
seuils. Des cutoffs élevés permettent d’obtenir des bonnes sensibilités et spécificités. Nos
résultats sont assez concordants avec les derniers travaux de Muthu et al, dans notre étude
Asp f1 a de bonnes sensibilités et spécificités (89% et 92% respectivement) mais a un seuil plus
faible (2,75 kUA/L). La meilleure sensibilité (94%) est obtenue avec Asp f2 a un seuil de 0,37
kUA/L. Ensuite Asp f3 obtient également une sensibilité a 89% et une spécificité a 90% pour
un seuil a 0,87 kUA/L. Pour les recombinants Asp f4 et Asp f6, les seuils sont plus bas (0,10
kUA/L et 0,18 kUA/L respectivement). Asp f6 a la meilleure spécificité (94%) mais une
mauvaise sensibilité (61%). Nous n’avons pas pu définir un seul cutoff homogéne (valable

pour tous les recombinants) ce qui rend plus délicat I'interprétation d’un bilan biologique.

64



Intérét clinique

Une ABPA diagnostiquée trop tardivement peut évoluer vers de nombreuses
complications déja évoquées telles que des exacerbations ou des bronchectasies jusqu’a la
fibrose pulmonaire responsable d’une HTAP et d’une insuffisance respiratoire. Il faut alors
pouvoir diagnostiquer une ABPA le plus tot possible pour éviter des Iésions irréversibles. Le
dosage des IgE anti-m3 ne permet pas a lui seul de différencier une ABPA d’un ASA. De plus,
I’ABPA est trés difficile a diagnostiquer chez les patients mucoviscidosiques. Les recombinants

devraient pouvoir apporter une aide pour poser le diagnostic d’ABPA.
Les autres marqueurs

Comme vu précédemment, il existe une multitude d’autres allergénes recombinants anti-
A. fumigatus, mais ceux-ci ne sont pas utilisés en routine. Peut-étre que ces autres marqueurs
pourraient apporter une aide diagnostique. La balance entre les IgE et les IgG4 est indicative
d’une tolérance dans de nombreuses pathologies allergiques. Les IgE spécifiques diminuent et
les 1gG4 augmentent quand la tolérance s’installe. Selon d’anciennes études, les 1gG4 sont
significativement augmentées dans I’ABPA (138,139). J. Vitte et al (140) ont étudié le dosage
des 1gG4 anti-Asp 1, Asp f2, Asp 3, Asp f4 et Asp f6 dans I’aide au diagnostic de I’ABPA sur
une cohorte de 49 patients. Les 1gG4 anti-Asp f2 pourraient avoir un intérét, néanmoins une

cohorte plus importante serait nécessaire pour le confirmer.
Les Limites de I’étude et les perspectives

Notre étude a comporté plusieurs limites. Le nombre de patients atteints d’ABPA était
relativement faible avec 18 patients ABPA inclus. Notre étude était monocentrique et ne
portait donc que sur une population géographiquement ciblée, comme pour les autres études
décrites. Il s’agissait d’une étude hospitaliére : la population étudiée n’est pas représentative
de la population générale. Une grande étude multicentrique serait nécessaire pour conforter

nos résultats.
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VI. Conclusion

L’ABPA est une pathologie allergique complexe induite principalement par A. fumigatus.
Il est important de pouvoir porter un diagnostic de certitude de cette pathologie avant que
n’apparaissent des lésions irréversibles et des complications. L'allergologie moléculaire a
I'aide des allergenes recombinants Asp f1, Asp f2, Asp 3, Asp f4 et Asp f6 pourrait permettre

d’aider au diagnostic, a la prise en charge ou au suivi de ces patients.

Notre étude a été réalisée sur une cohorte de 125 patients dont 18 atteints d’ABPA, 21
en rémission d’ABPA et 86 indemnes d’ABPA. Nous avons pu tester I'ensemble des cinq
recombinants pour chaque patient. Presque seuls les patients ABPA ont des profils complets
et la plupart possedent des IgE contre plusieurs recombinants. Peu de patients ont pu étre
suivis dans notre étude, nous avons refait un dosage des IgE spécifiques seulement sur une
poignée d’entre eux et I'on constate qu’elles ont tendance a décroitre a distance de I’ABPA et

augmenter en cas de rechute.

Les résultats de notre étude suggerent que lI'on devrait utiliser I'ensemble de ces

recombinants pour I'aide au diagnostic, voire pour le suivi de I’ABPA.
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Etude du profil de sensibilisation a Aspergillus fumigatus d’une cohorte de patients
adultes - Apport dans le diagnostic et la prise en charge de l’aspergillose
bronchopulmonaire allergique

L’aspergillose bronchopulmonaire allergique (ABPA) est une pathologie immuno-allergique touchant
principalement les patients atteints d’asthme et de mucoviscidose. Aspergillus fumigatus est I’espéce
fongique la plus fréquemment responsable de cette maladie. L'ABPA est une pathologie complexe qui
doit bien étre différenciée de I’'asthme avec sensibilisation aspergillaire car les complications et le
pronostic ne sont pas les mémes. La prévalence de I’ABPA est de 1 a 2% chez les asthmatiques et de 8 a
10% chez les patients mucoviscidosiques. Les patients ABPA sont connus pour étre sensibilisés a I’extrait
source m3 d’Aspergillus fumigatus. L’allergologie moléculaire a permis de produire par génie génétique
des allergénes recombinants dont cing sont actuellement commercialisés : Asp f1, Asp f2, Asp 3, Asp f4
et Asp f6.

L’objectif de notre étude était de savoir si ces allergénes pourraient apporter une aide au diagnostic de
I’ABPA et donc a la prise en charge de ces patients. Nous avons étudié une cohorte de 125 patients dont
18 ABPA, 21 ABPA en rémission et 86 non ABPA. Nous avons observé que les patients ABPA produisent
des IgE contre plusieurs recombinants voire contre tous les recombinants. Les tests les plus performants
nécessitent "utilisation de I’ensemble de ces allergénes moléculaires.

En conclusion, les résultats de notre suggérent d’utiliser les cing recombinants pour le diagnostic et le
suivi de ’ABPA.

Mots-clés : allergenes moléculaires, Aspergillus fumigatus, aspergillose bronchopulmonaire allergique

Study of the sensitization profile to Aspergillus fumigatus in a cohort of adult patients — Contribution
to the diagnosis and management of allergic bronchopulmonary aspergillosis

Allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) is an immuno-allergic disease primarily affecting
patients with asthma or cystic fibrosis. Aspergillus fumigatus is the fungal species most frequently
responsible of this disease. ABPA is a complex pathology that must be clearly differentiated from asthma
with aspergillus sensitization because the complications and the prognosis are different.The prevalence
of ABPA is 1 to 2% in asthmatics and 8 to 10% in cystic fibrosis patients. ABPA patients are known to be
sensitized to the m3 source extract of Aspergillus fumigatus. Molecular allergology has made it possible
to genetically engineer recombinant allergens, five of which are currently marketed: Asp f1, Asp f2, Asp
3, Asp f4 et Asp f6.

The objective of our study was to find out whether these allergens could help in the diagnosis of ABPA
and therefore in the management of these patients. We studied a cohort of 125 patients including 18
ABPA, 21 ABPA in remission and 86 non ABPA. We observed that ABPA patients produce IgE against
several recombinants or even against all recombinants. The best performing tests require the use of all
of these molecular allergens.

In conclusion, our results suggest using all five recombinants for the diagnosis and monitoring of ABPA.

Keywords : molecular allergens, Aspergillus fumigatus, allergic bronchopulmonary aspergillosis
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