N
N

N

HAL

open science

Caractérisation des atteintes aspergillaires

bronchopulmonaires chez les adultes mucoviscidosiques

Lucile Regard

» To cite this version:

Lucile Regard. Caractérisation des atteintes aspergillaires bronchopulmonaires chez les adultes muco-
viscidosiques. Médecine humaine et pathologie. 2019. dumas-03215134

HAL Id: dumas-03215134
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03215134

Submitted on 3 May 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - NonCommercial - NoDerivatives 4.0
International License


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03215134
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
PARIS
DESCARTES

AVERTISSEMENT

Cette thése d’exercice est le fruit d’un travail approuvé par le jury de soutenance et réalisé
dans le but d’obtenir le diplome d’Etat de docteur en médecine. Ce document est mis a

disposition de 'ensemble de la communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de I'auteur. Ceci implique une obligation de citation

et de référencement lors de I'utilisation de ce document.

D’autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite encourt toute poursuite pénale.

Code de la Propriété Intellectuelle. Articles L 122.4
Code de la Propriété Intellectuelle. Articles L 335.2-L 335.10

S
U-pPC
Université Sorbonne
Paris Cité



@ UNIVERSITE
PARIS
DESCARTES
UNIVERSITE PARIS DESCARTES

Faculté de Médecine PARIS DESCARTES

Année 2019 N°® 247

THESE

POUR LE DIPLOME D’ETAT
DE

DOCTEUR EN MEDECINE

Caractérisation des atteintes aspergillaires bronchopulmonaires
chez les adultes mucoviscidosiques

Présentée et soutenue publiquement
le 23 octobre 2019

Par

Lucile Regard
Née le 24 mars 1986 a Paris

Dirigée par M. le Professeur Pierre-Régis Burgel, PU-PH

Jury :

M. Le Professeur Daniel Dusser, PU-PH ..o Président
M. Le Docteur André Paugam, MCU-PH

Mme Le Docteur Clémence Martin, MCU-PH

Mme Le Docteur Isabelle Honore, PH

S

| \ U=-PC
@ ® @ @ gg::/:rcs&t: Sorbonne




Je dédie cette these a ma grand-mere, partie trop tot.



REMERCIEMENTS

Au Président du Jury
Monsieur le Professeur Daniel DUSSER,
Je vous remercie de m’avoir accueillie au sein de votre service et de me faire 1’honneur de

présider le jury de cette thése. Veuillez trouver I’expression de toute ma gratitude.

A mon directeur de these

Monsieur le Professeur Pierre-Régis BURGEL,

Merci de m’avoir confié ce travail et de 1’avoir dirigé.

Merci pour ta confiance, ton soutien et ta disponibilité. C’est un honneur pour moi de pouvoir

apprendre et travailler a tes cOtés.

Aux membres du jury :

Monsieur le Docteur André PAUGAM,
Je vous remercie de 1’aide précieuse que vous m’avez apportée pour la réalisation de ce

travail. Merci d’avoir accepté de faire partie du jury de cette thése.

Madame le Docteur Isabelle HONORE,
Je te remercie sincérement d’avoir accepté de juger ce travail et de me faire ’honneur d’étre

membre du jury de cette these.

Madame le Docteur Clémence MARTIN,
Merci de I’intérét que tu as bien voulu porter a ce travail.
Merci également pour ton aide, tes conseils et ton soutien indéfectible.

C’est un honneur de te compter parmi les membres du jury de cette thése.



A Monsieur Jean-Louis PAILLASSEUR, je vous remercie sincérement de 1’aide que vous
m’avez apportée pour la réalisation des analyses statistiques qui ont permis I’aboutissement

de ce projet.

Aux médecins qui m’ont tant appris et qui m’ont fait grandir tout au long de mon internat :
Cécile TOPER, merci d’avoir été une chef de clinique aussi patiente et aidante. Je n’aurai pu
souhaiter mieux pour débuter mon internat. Je suis heureuse de pouvoir te compter parmi mes
amies. Caroline SATTLER et Laurent SAVALE, merci pour votre bonne humeur et votre joie
de vivre, j’ai ador¢ travailler et apprendre a vos cotés. Fabrice BERTRAND, merci de m’avoir
appris a quel point le sens clinique était important. Anthony CHAUVAT, merci d’avoir tenté

de m’apprendre I’échographie cardiaque.

A mes compagnons d’internat aux cotés de qui j’ai eu la chance d’apprendre mon métier dans
la joie et la bonne humeur, indispensables au quotidien dans 1’exercice de notre profession :
Alexandre, Léo, Jonathan, Huy-Long, Barbara, Marie-Noélle, Nicolas, Tiphaine, Delphine, et

Héleéne.

A mes deux externes préférées : Delphine et Charlotte. Sans vous, mon premier semestre

d’internat aurait sirement eu moins de saveur.

A mes compagnons d’externat, avec qui j’ai passé¢ de nombreuses journées a la bibliothéque
universitaire pour réviser ce fichu ECN ... et de nombreuses nuits a danser : Agathe,

Morgane, Matthieu, Vincent, Julia, Frangois.

A mes amis de longue date : Aurélie, Marianne, Daniel. A toi Nicolas, merci pour ta présence

et tes si précieux conseils.

A mes parents et 2 mon frére, pour leur soutien indéfectible. Merci de m’avoir guidée. Merci

d’avoir toujours répondu présents dans les moments de doute.

A mon grand-pére, pour m’avoir transmis son godt pour le travail. Tu as toujours été un
9

exemple pour moi.
A toi Bertrand, sans qui rien ne serait possible.

A toi mon Raphaél, toi avec qui j’apprends depuis bientdt 7 ans le plus incroyable métier du

monde.

A toi ma Juliette, ma force vive, mon énergie, ma source d’inspiration quotidienne.

A toi Mamie. J’aurai tant aimé que tu sois la.



TABLE DES MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS...ccutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiitieieieiacietneeacsacascnces 7

INTRODUCTION. ... cttiitiiiiiiiiiiititiitititiietittatiactseseescssssscssssssscssssssassscsssnes

PARTIE I : MALADIE ASPERGILLAIRE DANS LA MUCOVISCIDOSE
ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

1. Rappels physiopathologiques et épidémiologiques sur la mucoviscidose.......ccoeeeen.. 9

2. Aspergillus fumigatus : caractéristiques mycologiques et pathogénicité................

3. Réponse immunitaire anti-aspergillaire chez les patients mucoviscidosiques .........13
3.1, ImMMUNItE INNEE oottt 13
3.2, Immunité adaptatiVe. .. .oooeieitiiitett e 14

4. Méthodes de détection d’ Aspergillus fUMISATIUS......cooeeeeeneiieeeeeeensseseeeereennnnnnns 14
4.1. Culture fongique des prélévements reSPITatOIreS. . .vveereereereereereereereeeeereeeeenns. 14
4.2. Dosage du galactomannane. ........oovuuiiettiitett et 14
4.3.PCR ENtEMPS TEEL. .o oottt 15

5. Aspergillus fumigatus dans la mucoviscidose : épidémiologie......cceuuvieeeereennnnnnnn. 16

6. Spectre des atteintes aspergillaires dans 1a mucoVIiSCIAOSE...oevveerrrireererennnneneenns 17
6.1. Colonisation a Aspergillus fUMIGATUS . ... e, 17
6.2. Bronchite asper@illaire. ... 18
6.3. De la sensibilisation a I’aspergillose broncho-pulmonaire allergique.................. 18




PARTIE 1II: CARACTERISATION DES ATTEINTES ASPERGILLAIRES
BRONCHO-PULMONAIRES CHEZ LES ADULTES MUCOVISCIDOSIQUES

1. Matériel et MEthodes.....couviuiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiciriiieierieccneennes 24
1.1. Population de étude. ........ooeiuiiniit i 24
1.2. Recueil des données @ IINCIUSION. . ...vuuineiniitiit it 24
1.3. Méthodes de détection d’Aspergillus fumigatus. .................c.cceeeiiiiiiiiiienin., 25

1.3.1. Cultures des expectorations...............c.uuuiuueeineiiiiie i aiaaaaeaenns 25
1.3.2. Dosage du galactomannane dans les expectorations.............................. 25
1.3.3. PCR Aspergillus fumiQarius. ...........c.oouuuuineiiiii i eieaiaanns 26
1.4. DEfinition deS GrOUPES. ... .euuentintintit ittt e 26
1.5, Criteres de JUZEMENL. . ... ouuutnt ettt ettt et et 27
1.6. ANalySes €N CIUSTETS. . .. ueutentett ettt e e 27
1.7. Aspects réglementaires et thiqUes. ..........o.vvuiiiiiiiniii e, 28
1.8. Méthodologie StatiIStIGUE. . ... ...euett ettt ettt 28

2. RESUIALS...oiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiatiiteietieeetetiatiattstciatentenasnsenanee 29
2.1. Prévalence des atteintes aspergillaires. ..........o.evueveiiiniiniieiniiiinieieeeaienaen, 29
2.2. Impact de ’ABPA et de la sensibilisation sur la fonction respiratoire.................. 33
2.3. Evolution des marqueurs aspergillaires au cours du temps............................... 35

2.4. Colonisation & 4. fumigatus : caractéristiques et impact sur la fonction respiratoire..37

2.5. Détection d’Aspergillus fumigatus dans les expectorations.................oeeevnn.... 39
2.6. ANAlYSE €N CIUSTETS. ... e ottt ettt e 44
TR D o1 L (1) T 50
161010163 1 015 10 21N 54
BIBLIOGRAPHIE. ......ciuiiiiiuiiiiitiiiiiiiiiieiiiiiiiietatiettasittesasetsesasessssasassssnses 55



LISTE DES ABREVIATIONS

A. fumigatus : Aspergillus fumigatus

ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique
AIA : asthme induit par Aspergillus fumigatus
CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CRMR : Centre de Référence des Maladies Rares
CVF : Capacité Vitale Forcée

DO : Densité Optique

ECBC : Examen Cytobactériologique des Crachats
GM : Galactomannane

IgE : Immunoglobulines E

IgG : Immunoglobulines G

PCR : Polymerase Chain Reaction

VEMS : Volume Expiratoire Maximal en une Seconde



INTRODUCTION

La mucoviscidose est une pathologie autosomique récessive dont I’atteinte respiratoire
est la manifestation prédominante. Les infections bactériennes pulmonaires chroniques
surviennent chez la quasi-totalité des patients, conduisant a un déclin progressif de la fonction
respiratoire jusqu’a D’insuffisance respiratoire terminale. Dans la population adulte
mucoviscidosique, Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) est le champignon filamenteux le
plus fréquemment retrouvé dans les prélévements des voies aériennes basses. Il est
responsable d’un ensemble de manifestations respiratoires allant de la colonisation
asymptomatique a 1’aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA). Chez les enfants
mucoviscidosiques, la sensibilisation aspergillaire et I’ABPA sont associées a une
augmentation de la consommation antibiotique et des hospitalisations pour exacerbation
respiratoire. Peu de données ont été publiées sur la prévalence et I’impact de certaines
atteintes respiratoires induites par A. fumigatus (sensibilisation, colonisation) sur 1’évolution
de la fonction respiratoire des patients adultes mucoviscidosiques.

Les objectifs de cette étude sont multiples :

- Décrire la prévalence des atteintes aspergillaires broncho-pulmonaires (sensibilisation,
ABPA, colonisation) chez les adultes mucoviscidosiques du Centre de Références des
Maladies Rares (CRMR, filiére mucoviscidose) de Cochin et évaluer leur impact sur
I’évolution de la fonction respiratoire.

- Evaluer les performances de deux méthodes de détection d’Aspergillus fumigatus dans
les expectorations des patients mucoviscidosiques, non utilisées en pratique courante :
le galactomannane et la PCR en temps réel (PCR).

- Proposer une nouvelle classification construite a partir d’une analyse en clusters et

évaluer sa pertinence clinique.



PARTIE I : MALADIE ASPERGILLAIRE DANS LA MUCOVISCIDOSE
ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

1. Rappels physiopathologiques et épidémiologiques sur la mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique autosomique récessive due a des mutations
du géne codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator). C’est la maladie génétique la plus fréquente dans la population caucasienne avec
plus de 70 000 individus atteints dans le monde (1). La protéine CFTR est un canal ionique
exprimé a la surface des cellules épithéliales des organes producteurs de mucus (voies
respiratoires, pancréatiques, biliaires, intestinales, canaux déférents, glandes sudoripares) (2).
Son dysfonctionnement entraine une hyperviscosité des sécrétions épithéliales et est
responsable d’une atteinte multisystémique : dilatation des bronches pouvant conduire a
I’insuffisance respiratoire, 1’insuffisance pancréatique, la dysfonction hépatique, I’infertilité,
ou encore entrainer des troubles du métabolisme osseux. Il y a 60 ans, 1’espérance de vie des
patients mucoviscidosiques ne dépassait pas un an et la principale cause de mortalité était la
malnutrition (3). La compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans
cette pathologie a permis d’améliorer considérablement la prise en charge des patients (mise
en place du dépistage néonatal systématique, création des centres spécialisés dans la
mucoviscidose, prise en charge nutritionnelle et amélioration des traitements a visée
respiratoire), conduisant & une augmentation progressive de la médiane de vie qui dépasse
aujourd’hui 45 ans. Avec plus de la moitié¢ de la population mucoviscidosiques ayant atteint
I’age de 18 ans ou plus, la mucoviscidose n’est plus considérée comme une pathologie
pédiatrique (1, 4). De récentes études ont estimé qu’en Europe, le nombre global de patients
mucoviscidosiques doublerait entre 2010 et 2025, avec une augmentation proche de 75% chez
les adultes (5, 6).

A T’heure actuelle, I’atteinte respiratoire est la manifestation prédominante et, malgré les
progres réalisés en terme de prise en charge, elle reste la premiére cause de mortalité chez les
patients atteints de mucoviscidose (7). Le dysfonctionnement de la protéine CFTR entraine
une augmentation de la viscosit¢é du mucus conduisant a une altération de la clairance
mucociliaire. S’y associe alors la survenue d’infections bactériennes pulmonaires aigués
récidivantes conduisant a I’infection chronique de 1’arbre bronchique par une ou plusieurs
bactéries (8). L’infection broncho-pulmonaire chronique s’accompagne d’un état

inflammatoire persistant des voies aériennes proximales et distales, associ¢ a des



modifications structurales de type dilatations des bronches, conduisant a une pathologie
respiratoire obstructive d’évolution progressive jusqu’a ’insuffisance respiratoire terminale
(8). Les pathogenes les plus fréquemment retrouvés dans les expectorations des adultes
atteints de mucoviscidose, sont Pseudomonas aeruginosa (une bactérie bacille a gram négatif)
et Staphylococcus aureus (une bactérie encapsulée a gram positif) (Figure 1). L’infection
bronchique chronique a P. aeruginosa représente un tournant évolutif de la maladie et est
associée a un pronostic défavorable, notamment a une altération plus rapide et plus marquée
de la fonction respiratoire (9). D’autres pathogénes semblent également impliqués dans
I’évolution de la pathologie respiratoire, comme par exemple les mycobactéries non
tuberculeuses et les champignons (10). Aspergillus est le premier champignon isolé dans les
expectorations des patients mucoviscidosiques (11). Grace a 'utilisation de la spectrométrie
de masse et/ou de méthodes de biologie moléculaire, il a ét¢ montré qu’au sein du genre
Aspergillus, Aspergillus fumigatus était I’espéce la plus fréquemment retrouvée dans les voies

aériennes des patients atteints de mucoviscidose (11-13).

Figure 1. Répartition des principales bactéries retrouvées dans les poumons des patients

atteints de mucoviscidose en fonction de I’age. D’aprés (4).
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2. Aspergillus fumigatus : caractéristiques mycologiques et pathogénicité

Aspergillus  fumigatus (A. fumigatus) est un champignon filamenteux saprophyte
ubiquitaire issu du genre Aspergillus et dont les sols sont les principaux réservoirs. Il peut
¢galement étre retrouvé dans les poussieres et les matiéres organiques en décomposition. 4.
fumigatus est un micro-organisme aéroporté que l’on retrouve dans ’air sous forme de
conidies (spores asexués), dont le diamétre compris entre 2 et 3 micrometres lui permet d’étre
aisément transporté des voies aériennes supé€rieures jusqu’aux alvéoles pulmonaires ou aux
sinus (14). A. fumigatus est un pathogéne opportuniste : il posséde peu de facteurs de
virulence et, bien qu’une grande majorité de la population inhale réguli¢rement des conidies,
il ne peut se développer chez son hdte que dans certaines conditions favorisantes (15). Les
principaux facteurs favorisant le développement d’A. fumigatus dans les voies aériennes chez
I’homme sont :

- Des facteurs locaux : rupture de l’intégrité de la barriére épithéliale ou du tapis
mucociliaire, cavités pulmonaires néoformées (caverne, bulle d’emphyséme),
anomalies bronchiques.

- Des facteurs généraux : I’'immunosuppression (hémopathies, allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques, neutropénie, traitements immunosuppresseurs...) et
I’hypersensibilité.

- Des facteurs environnementaux comme une forte exposition aux conidies (sources de

poussicres ou d’humidité inhabituellement importantes par exemple).

A. fumigatus peut étre responsable d’atteintes pulmonaires trés variables selon le terrain et
le statut immunitaire de I’hdte (Figure 2). La colonisation des voies aériennes par A.
fumigatus semble étre une étape préalable indispensable au développement d’une maladie
aspergillaire chronique (16). Cependant, la définition de la colonisation bronchique a A.
fumigatus n’est pas consensuelle et varie selon les auteurs : certains la considerent des lors
que le champignon est retrouvé dans les prélévements respiratoires d’un patient (17) ; pour
d’autres, la colonisation a A. fumigatus implique des prélévements positifs répétés (au moins
2 positifs) pendant un laps de temps significatif (au moins 6 mois) (18).

On distingue habituellement quatre grandes catégories de pathologies : (a) les infections
invasives touchant essentiellement les patients fortement immunodéprimés et caractérisées
par la présence de filaments dans les tissus; (b) les formes chroniques causées par la

colonisation des muqueuses et touchant les patients présentant des pathologies pulmonaires
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chroniques et/ou une immunodépression modérée ; (c) les formes cavitaires (aspergillome) ;
(d) les manifestations d’hypersensibilité (sensibilisation, asthme, aspergillose broncho-
pulmonaire allergique) (14).

Les patients atteints de mucoviscidose sont particuliérement sujets au développement de
pathologies aspergillaires allergiques (sensibilisation, ABPA). L’aspergillose pulmonaire
invasive et les aspergilloses pulmonaires chroniques sont des pathologies qui ne sont
qu’exceptionnellement rencontrées chez les patients mucoviscidosiques non transplantés ;

elles ne seront donc pas abordées ici.

Figure 2. Représentation graphique des atteintes pulmonaires dues a Aspergillus

fumigatus en fonction du terrain et du statut immunitaire de I’hote.
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3. Réponse immunitaire anti-aspergillaire chez les patients mucoviscidosiques

3.1. Immunité innée

Différents mécanismes de défense sont impliqués dans I’immunité innée anti-
aspergillaire. La premiére barricre de défense est celle constituée par 1’épithélium respiratoire.
L’altération de la clairance mucociliaire induite par les anomalies du canal CFTR chez les
patients mucoviscidosiques constitue un des principaux facteurs favorisant la colonisation de
I’arbre bronchique par A. fumigatus. Les conidies inhalées sont bloquées dans le mucus
visqueux et ne sont pas éliminées des voies aériennes (21). Un rdle direct de CFTR dans la
clairance des spores aspergillaires par les cellules épithéliales a également été suggéré (22) et
serait confirmé par les résultats obtenus avec ’ivacaftor, une molécule potentialisatrice de
CFTR. L’ivacaftor réduirait la colonisation a A. fumigatus chez les patients traités porteurs de
la mutation G551D (23). Par ailleurs, la Pentraxine 3 (un récepteur PRR — Pattern
Recognition Receptor) est sécrétée par les cellules épithéliales bronchiques en réponse a A.
fumigatus et contribue a son élimination (24). Les taux de Pentraxine 3 seraient plus faibles

dans les expectorations des patients mucoviscidosiques.

Au niveau alvéolaire, les principales cellules de I’'immunité innée mise en jeu dans la
défense anti-aspergillaire sont les macrophages et les polynucléaires neutrophiles (PNN). Les
macrophages alvéolaires ont un role clé dans la défense antifongique, via la destruction
directe des conidies par phagocytose, mais également par la régulation de la réponse
inflammatoire induite par 4. fumigatus. 11 existe a ce jour peu de données sur 1’interaction
macrophage — 4. fumigatus dans la mucoviscidose. Certaines études ont montré des anomalies
de phagocytose dans la défense anti-pseudomonas par les macrophages de patients
mucoviscidosiques, ce qui laisse suggérer que de telles anomalies pourraient étre impliquées
avec A. fumigatus (25). De plus, les corticoides inhiberaient partiellement la phagocytose des
spores par les macrophages. Les polynucléaires ont également un rdle dans 1’élimination des
conidies et des filaments aspergillaires (26). La protéine CFTR est exprimée dans les parois
des phagosomes des PNN. La dysfonction de CFTR dans les phagosomes entrainerait une
surproduction de radicaux libres lors de la phagocytose d’A. fumigatus qui favoriserait

I’inflammation locale et serait associée au degré de sévérité de 1’atteinte pulmonaire (27).

13



3.2. Immunité adaptative

Le role des lymphocytes T dans la défense pulmonaire anti-aspergillaire est bien établie.
Les lymphocytes T Thl CD4" permettent I’inflammation et la clairance fungique, tandis que
les cellules Th17 sont essentielles au recrutement des neutrophiles. Les cellules Th2 sont
impliquées dans la réaction allergique et enfin la réponse Th9 joue un rdle dans le
développement de la fibrose. Les lymphocytes T déficients en CFTR présentent une réponse
inadaptée aux pathogénes avec une réponse Th2 excessive et une tendance au développement

de pathologies respiratoires allergiques en réponse a A. fumigatus mettant en jeu les IgE (28).

4. Méthodes de détection d’ Aspergillus fumigatus

4.1. Culture fongique des prélévements respiratoires

C’est la méthode la plus utilisée pour mettre en évidence la présence d’A. fumigatus
dans les voies respiratoires des patients. La culture des prélévements (expectoration,
aspiration, lavage broncho-alvéolaire) doit étre réalisée sur un milieu spécifique (ex : milieu
de Sabouraud). Cette méthode présente plusieurs inconvénients : elle est peu standardisée et
donc sujette a des variations de sensibilité selon les centres prenant en charge les patients
mucoviscidosiques (traitement différent des échantillons, milieux et temps de culture
différents) (29). La répétition des prélévements en cas de suspicion clinique et/ou
radiologique de pathologie aspergillaire est donc recommandée. Du fait de la mauvaise
sensibilité de cette technique, plusieurs auteurs se sont intéressés aux méthodes permettant de
détecter A. fumigatus de facon indépendante de la culture classique : la détection d’antigéne

aspergillaire (galactomannane) et la détection d’ADN aspergillaire (PCR en temps réel).

4.2. Dosage du galactomannane

Le galactomannane (GM) est un polysaccharide de la paroi produit lors de la phase de
croissance logarithmique d’A. fumigatus mais aussi d’autres champignons (ex : Penicillinum
spp.). Sa présence au sein d’un prélévement témoigne d’une croissance fongique active ; le

GM refleterait donc un processus infectieux plutdét qu’une simple colonisation (30). Il peut

14



étre dos¢ par méthode ELISA dans le sérum ou dans les prélévements respiratoires
(expectorations ou LBA).

Le dosage du GM dans le sérum est principalement utilisé dans le diagnostic de
I’aspergillose pulmonaire invasive chez les patients fortement immunodéprimés (31). Chez
les patients atteints de mucoviscidose, I’API reste un diagnostic exceptionnel (32).
Récemment, Tréger et al. ont montré que les patients mucoviscidosiques colonisés a A.
fumigatus avaient des taux sériques plus élevés de GM, sans pour autant retrouver de
corrélation significative entre I’élévation du GM sérique et la fonction respiratoire (33). Ces
résultats s’opposent a ceux de Warren et al. en 2012. Ces derniers avaient dosé le GM dans le
sérum de 137 patients : tous les dosages étaient négatifs et il n’y avait pas de différence entre
les patients colonisés ou non a 4. fumigatus. L’intérét de doser le GM dans le sérum des
patients atteints de mucoviscidose apparait limité a ce jour.

Le dosage du GM dans les expectorations des patients mucoviscidosiques a été évalué
pour la premicre fois en 2013 par Baxter et al. (34). Dans cette étude, les auteurs montraient
que le dosage du GM dans les expectorations pouvait étre réalisé de maniere reproductible et
fiable. Ils suggéraient également qu'un dosage négatif de GM dans les expectorations (index
de DO < 0,5) pouvait étre utile pour identifier les patients ne présentant pas d’atteinte
respiratoire liée a A. fumigatus. Plus récemment, Brandt et al. ont utilis¢ le dosage du GM
dans les expectorations de patients mucoviscidosiques pour diagnostiquer les bronchites
aspergillaires (35). Dans leur cohorte de 22 patients, 10 (45,5%) avaient un dosage positif du
GM dans les expectorations, dont les 2 patients (100%) présentant une bronchite aspergillaire.
Ces ¢études suggeérent que le dosage du GM dans les expectorations de patients
mucoviscidosiques pourrait avoir un intérét pour distinguer un « portage asymptomatique »
d’A. fumigatus d’un processus infectieux bronchique débutant ou en cours, nécessitant

potentiellement un traitement antifongique.

4.3. PCR en temps réel

La PCR en temps réel permet d’amplifier ’ADN d’Aspergillus au sein d’un
prélevement. En ’absence de standardisation des techniques, elle n’est actuellement pas
utilisée en routine pour rechercher A. fumigatus dans les expectorations des patients
mucoviscidosiques. En 2013, Baxter et al. avaient comparé les performances de la PCR
aspergillaire a celle de la culture standard et avaient montré que la PCR était plus sensible

pour détecter Aspergillus dans les expectorations d’adultes mucoviscidosiques (34). Plus
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récemment, Guegan et al. ont comparé différents types de PCR aspergillaire (Kits
commerciaux et PCR dites « maisons») dans les expectorations de patients
mucoviscidosiques. Les auteurs ont obtenu des résultats comparables entre les techniques,

avec une sensibilité supérieure de la PCR par rapport a la culture fongique standard (36).

5. Aspergillus fumigatus dans la mucoviscidose : épidémiologie

Selon les études les plus récentes et les données de registre, A. fumigatus serait retrouvé
dans les prélévements respiratoires de 11% a 57% des patients mucoviscidosiques, avec une
fréquence plus ¢levée chez les adolescents et les adultes (4, 37-41). L’age moyen
d’acquisition d’A. fumigatus se situerait entre 9 et 16 ans selon les ¢tudes (37, 39, 42), bien
que, du fait des difficultés de prélévement chez les jeunes enfants (< 6 ans), la prévalence d’4.
Sfumigatus soit vraisemblablement sous-estimée dans la population pédiatrique. Les données
issues de registre sont probablement également sous-estimées du fait d’une importante
hétérogénéité dans le type, la fréquence et les méthodes de culture des échantillons selon les
centres (25).

Les variations de prévalence rapportées entre les études prospectives récentes peuvent
aussi s’expliquer par plusieurs autres facteurs. Tout d’abord, il n’existe actuellement aucun
consensus pour définir la colonisation a A. fumigatus (qu’elle soit associée ou non a une
pathologie aspergillaire). Dans une grande majorité des études réalisées jusqu’a la fin des
années 90, la colonisation bronchique a A. fumigatus était définie par la présence d’au moins
un prélévement respiratoire positif en culture (25) avec une grande hétérogénéité dans les
populations étudiées et dans le nombre de prélévements effectués durant 1’étude. Dans ce
contexte, certains auteurs ont proposé des critéres plus stringents pour définir la colonisation a
A. fumigatus. En 1999, Bargon et al. la définissaient par au moins 2 cultures positives sur un
minimum de 4 échantillons sur une période d’un an (43). Dans une étude hollandaise de 2011,
les auteurs ont quant a eux défini la colonisation a A. fumigatus par la présence d’au moins
50% des cultures positives en 1 an (44). En 2012, Fillaux et al. définissaient les « cultures
positives persistantes » quand A. fumigatus était retrouvé dans au moins 3 prélévements
réalisés a 1 mois d’intervalle minimum sur une période de 6 mois (45). Plus récemment,
Saunders et al. introduisaient le terme de colonisation chronique persistante (>ou= 2 cultures
positives pendant 1 an) et de colonisation transitoire (1 culture positive sur 1 an) (42). C’est

cette derniere définition qui est maintenant la plus utilisée dans la littérature (37, 46). D’autres
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facteurs tels que 1’exposition environnementale (des concentrations variables en conidies au
domicile des patients par exemple (47)), 'interaction avec d’autres pathogénes (inhibition de
la croissance d’A. fumigatus par des produits de sécrétion de Pseudomonas aeruginosa (48)),
ou les traitements entrepris (croissance d’A. fumigatus favorisée par les corticoides inhalés
(49) ou l’azithromycine (18)) pourraient contribuer a 1’hétérogénéit¢ des prévalences
rapportées dans la littérature. Un point important a souligner est que, outre la disparité des
définitions utilisées, une grande majorité des études publiées sur la prévalence de la
colonisation a A. fumigatus porte sur des cohortes pédiatriques. L.’étude de grande envergure
la plus récente portait sur une population mixte et 1’age moyen des patients inclus était de

15,5 ans (37).

6. Spectre des atteintes aspergillaires dans la mucoviscidose

6.1. Colonisation a 4. fumigatus

Bien que sa définition ne soit pas consensuelle, de nombreuses études se sont intéressées a
I’impact de la colonisation pulmonaire a A. fumigatus sur la fonction respiratoire des patients
mucoviscidosiques, avec des résultats souvent discordants. Ramsey et al. ont analysé les LBA
d’enfants entre 1’age de 3 mois et 2 ans et ont corrélé les cultures des LBA au VEMS de ces
mémes enfants a 1’age scolaire. Ils ont montré que la présence précoce de pathogénes pro-
inflammatoires (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et Aspergillus) dans les
voies aériennes des enfants était associée a une réduction de la fonction respiratoire (50).
Dans d’autres études, les patients colonisés a 4. fumigatus présentaient des exacerbations
respiratoires plus fréquentes, une fonction respiratoire plus basse (46) ou un déclin plus rapide
de la fonction respiratoire (45, 51). Mc Mahon et al. ont également montré que la colonisation
a A. fumigatus était significativement associée a une atteinte scannographique plus sévere
chez les patients mucoviscidosiques (52). Cependant, dans un nombre non négligeable
d’études, la colonisation aspergillaire n’était pas significativement liée a I’évolution de la
fonction respiratoire (18, 37, 44, 53). Ces résultats discordants peuvent s’expliquer par
I’hétérogénéité des pratiques (type et fréquence des prélevements, technique de culture),
I’utilisation de critéres différents pour définir la colonisation aspergillaire, mais aussi
’utilisation de critéres de jugements peu sensibles dans les études (VEMS seul par exemple).
Par ailleurs, tout comme sa prévalence, I’impact de la colonisation a A. fumigatus sur le

pronostic respiratoire des patients mucoviscidosiques n’a été étudié que quasi-exclusivement
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dans des populations pédiatriques. Les données publié¢es chez les adultes sont soit anciennes,

soit mélangées a des données pédiatriques.

6.2. Bronchite aspergillaire

La bronchite aspergillaire est une entité clinique décrite pour la premiére fois chez les
patients atteints de mucoviscidose en 2006 par Shoseyov et al. (54). Elle a été définie par les
auteurs comme une association de : (a) cultures des expectorations positives a A. fumigatus ;
(b) exacerbations respiratoires persistantes malgré des traitements antibiotiques ; (c) exclusion
du diagnostic d’ABPA ; et (d) évolution favorable sous antifongiques (54). Presque 10 ans
plus tard, Baxter et al. proposaient une définition modifi¢e : élévation du galactomannane
(index de densité¢ optique > 0,5) et PCR Aspergillus positive dans les expectorations,
augmentation des IgG anti-aspergillaire (> 75mg/l), le tout associé¢ a un taux bas d’IgE totales
(< 500kU/N) et d’IgE spécifiques (Tableau I) (34). La prévalence de la bronchite aspergillaire
et assez faible parmi les patients mucoviscidosiques. Selon les définitions et selon les études,

elle serait estimée entre 2% et 8% (35, 54, 55).

6.3. De la sensibilisation a ’aspergillose broncho-pulmonaire allergique

La sensibilisation a A. fumigatus est définie par un test cutané positif a A. fumigatus
et/ou un taux sérique ¢élevé d’IgE spécifiques anti-A. fumigatus. Selon Baxter et al., le
diagnostic de sensibilisation aspergillaire chez les adultes mucoviscidosiques est porté
indépendamment des résultats de la culture ou de la PCR Aspergillus dans les expectorations.
Les IgE totales peuvent étre légerement ¢élevées (généralement < 500 kU/), le
galactomannane est négatif et le taux d’IgG anti-aspergillaire est faible (34) (Tableau I). Sa
prévalence serait estimée entre 25 et 40% chez les patients mucoviscidosiques (56, 57).
Plusieurs auteurs la considérent comme une forme précoce d’ABPA (34, 58).

L’ABPA est une maladie induite par le développement d’une hypersensibilité aux
antigénes aspergillaires qui induisent une réaction de type I (médiée par les IgE) mais
également des réactions de type III (médiées par les IgQG) et IV (médiation de type cellulaire),
sans invasion tissulaire (59). Cette pathologie touche essentiellement les patients asthmatiques
et les patients atteints de mucoviscidose, mais elle peut également toucher les patients
présentant une dilatation des bronches ou une broncho-pneumopathie chronique obstructive

(BPCO). L’ABPA est une pathologie respiratoire fréquente chez les patients atteints de
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mucoviscidose. Dans une revue de la littérature ayant analysé les données de 45 études a
travers le monde, sa prévalence variait entre 3 et 25%, avec une prévalence poolée de 10,1%
chez les adultes (56). Les auteurs rapportaient néanmoins une grande hétérogénéité des
populations étudiées et des critéres utilisés pour le diagnostic positif d’ABPA. Des critéres
diagnostiques spécifiques a la population mucoviscidosique ont été publiés en 2003 et restent
aujourd’hui la référence (60). Les signes cliniques, fonctionnels et radiologiques de I’ABPA
se chevauchant avec ceux de I’atteinte respiratoire de la mucoviscidose (expectorations
¢paisses, dyspnée sifflante, syndrome obstructif, dilatation des bronches ...), les critéres
proposés par la CFF (Cystic Fibrosis Foundation) différent de ceux utilisés chez les patients
non mucoviscidosiques (Tableau II) (60). Afin de ne pas méconnaitre le diagnostic, les
auteurs recommandent de pratiquer une surveillance annuelle des IgE totales, en particulier
chez les patients de plus de 6 ans, a compléter par un dosage des IgE aspergillaires et de la
sérologie si les IgE totales sont > 500 kUI/l (60). Baxter et al. ont proposé¢ en 2013 une
nouvelle classification des atteintes respiratoires aspergillaires chez les patients adultes
mucoviscidosiques, basée uniquement sur I’utilisation des marqueurs biologiques : le dosage
du GM et la PCR Aspergillus dans les expectorations, les taux sériques d’IgE totales, d’IgE
Aspergillus et la sérologie aspergillaire. Cette classification a été développée afin de proposer
un algorithme diagnostique permettant de classer les patients en 4 catégories : (I) Absence
d’atteinte ; (II) ABPA ; (III) Sensibilisation aspergillaire ; (IV) Bronchite aspergillaire
(Tableau L.).

La sensibilisation aspergillaire et I’ABPA sont toutes deux associées a une
augmentation de la morbidité chez les patients mucoviscidosiques. En 1997, Wojnarowski et
al. montraient que les enfants mucoviscidosiques sensibilisés a A. fumigatus (IgE spécifiques
et/ou prick test positifs, IgE totales élevées) avaient une moins bonne fonction respiratoire que
les patients non sensibilisés (57). Toujours dans la population pédiatrique, une étude datant de
2006 retrouvait un déclin plus rapide de la fonction respiratoire chez les enfants
mucoviscidosiques sensibilisés, qu’ils présentent ou non des critéres d’ABPA (58). D’autres
¢tudes plus récentes mélant des populations pédiatriques et adultes retrouvaient des données
similaires (45, 61). Dans leur ¢tude, Baxter et al. trouvaient que les patients adultes
mucoviscidosiques sensibilisés a A. fumigatus recevaient environ deux fois plus
d’antibiotiques intraveineux que les patients non sensibilisés sur une période de suivi de 2 ans
(34). Dans une ¢étude cas-contréle datant de 2018, De Baets et al. montraient qu’au moment
du diagnostic d’ABPA (basé sur I’utilisation des critéres CFF), les patients mucoviscidosiques

(cohorte mixte pédiatrique et adulte) avaient une fonction respiratoire significativement plus
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basse que les patients du groupe contrdle (62). Dans I’année suivant le diagnostic, les patients
du groupe ABPA ¢étaient hospitalisés plus souvent et recevaient plus d’antibiotiques
intraveineux que les patients du groupe contrdle.

Comme pour la colonisation aspergillaire, les études portant sur 1’impact de la
sensibilisation aspergillaire et de ’ABPA sur le pronostic respiratoire des patients sont

anciennes et portent quasi-exclusivement sur des cohortes pédiatriques ou mixtes.
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Tableau I. Classification des atteintes respiratoires induites par A. fumigatus chez les

adultes atteints de mucoviscidose. D’apres (34).

Classe GM PCR Aspergillus  IgE IgE Sérologie
(Expect.) (Expect) Tot. Aspergillus aspergillaire
. b 1
I : Pas d’atteinte ) - N N _
II : ABPA + + 2 2 2
I1I : Sensibilisation
- +/- % * _
a A. fumigatus / T T
Iv: Blzon.chlte + + N N 1
aspergillaire

ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique ; A. fumigatus : Aspergillus fumigatus ;
GM : galactomannane ; Expect. : expectorations ; N : normal ;
* moins ¢élevé que dans I’ABPA.

Tableau II. Critéres diagnostiques de I’aspergillose broncho-pulmonaire allergique chez

les patients mucoviscidosiques selon les recommandations de la Cystic Fibrosis

Foundation. D’aprés (60).

ABPA certaine
(= Classic Case)

ABPA possible
(Minimal diagnostic criteria)

1. Exacerbation respiratoire aigué ou
subaigué sans autre cause identifiée

2. IgE totales > 1000 kU/1 *

3. Prick test Aspergillus positif ou IgE A.

Jumigatus sériques élevées

4. Sérologie aspergillaire positive

5. Apparition d’images radiologiques
compatibles (RP ou scanner) malgré un
traitement a visée respiratoire optimal
(antibiothérapie, kinésithérapie, ...)

1. Exacerbation respiratoire aigué€ ou
subaigué sans autre cause identifiée

2. IgE totales > 500 kU/I **

3. Prick test Aspergillus positif ou IgE A.
fumigatus sériques élevées

4. Un des 2 critéres suivants :

- Sérologie aspergillaire positive

Ou

- Apparition d’images radiologiques
compatibles (RP ou scanner) malgré un
traitement a visée respiratoire optimal

* sauf en cas de corticothérapie systémique (arrét des corticoides et répéter le dosage).
** répéter le dosage dans les 1 & 3 mois si IgE totales 200-500 kU/l ou bien a distance de

I’arrét des corticoides

ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique ; RP : radiographie pulmonaire
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En pratique, I’ABPA doit étre suspectée chez tout patient mucoviscidosique présentant
une dégradation de la fonction respiratoire ne répondant pas aux traitements habituels
(antibiothérapie, kinésithérapie, mucolytiques...) (63). Une fois le diagnostic confirmé, un
traitement doit €tre instauré et dont les principaux objectifs sont : (a) d’empécher 1’évolution
vers la fibrose et (b) de retarder le déclin de la fonction respiratoire (64). La prise en charge
thérapeutique est similaire a celle des patients non mucoviscidosiques et associe en premier
lieu I’éviction des sources potentielles d’A4. fumigatus (poussieres, humidité, moisissures) et la
corticothérapie systémique (60, 65). Les antifongiques azolés peuvent étre utilisés en
deuxieme intention, chez les patients présentant une ABPA cortico-résistante,
corticodépendante ou présentant des effets indésirables importants des corticoides par voie
générale (60). De plus, chez certains patients présentant une sensibilisation a 4. fumigatus
associée a une dégradation de la fonction respiratoire malgré une prise en charge respiratoire
optimale (antibiothérapie, kinésithérapie), I’introduction d’un traitement antifongique peut se
discuter au cas par cas (30). Dans tous les cas, des dosages thérapeutiques doivent étre
effectués régulierement (risque d’inefficacité et d’émergence de résistance en cas de sous-
dosage, risque de iatrogénie en cas de surdosage). L’efficacité de I’omalizumab est incertaine
dans cette indication, les données publiées étant discordantes (66-69) (70). La seule étude
randomisée comparant différentes doses d’omalizumab dans le traitement de I’ABPA chez
des patients mucoviscidosiques a di étre interrompue en raison de difficultés de recrutement

et d’effets secondaires importants (71).
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Comme nous 1’avons vu, A. fumigatus est responsable d’une morbidité significative
dans la population mucoviscidosique. Néanmoins, I’impact de certaines manifestations
comme la colonisation reste controversé. De plus, les études portant uniquement sur les
patients adultes sont rares.

L’objectif principal de cette étude est de décrire la prévalence des atteintes
aspergillaires broncho-pulmonaires chez les adultes mucoviscidosiques du Centre de
Références des Maladies Rares (CRMR, filiere mucoviscidose) de 1’hdopital Cochin et
d’évaluer leur impact sur 1’évolution de la fonction respiratoire.

Les objectifs secondaires sont :

- Evaluer les performances de deux méthodes de détection d’Aspergillus fumigatus dans
les expectorations des patients mucoviscidosiques, non utilisées en pratique courante :
le galactomannane et la PCR en temps réel (PCR).

- Proposer une nouvelle classification des atteintes aspergillaires chez les patients
adultes mucoviscidosiques, construite a partir d’une analyse en clusters et évaluer sa

pertinence clinique.

23



PARTIE 1II: CARACTERISATION DES ATTEINTES ASPERGILLAIRES
BRONCHO-PULMONAIRES CHEZ LES ADULTES MUCOVISCIDOSIQUES

1. Matériel et méthodes

1.1. Population de I’étude

Pour répondre a nos objectifs, nous avons mené une étude de cohorte observationnelle
monocentrique prospective au sein du CRMR du service de pneumologie de 1’hopital Cochin
entre juin 2015 et décembre 2018. Le CRMR posséde une file active d’environ 470 patients
adultes atteints de mucoviscidose qui bénéficient de bilans annuels systématiques.

Des patients adultes mucoviscidosiques ont été inclus entre juin 2015 et octobre 2017, lors
de leur bilan annuel en hopital de jour ou bien lors de consultations de suivi programmeées.
Tous les patients ¢taient 4gés d’au moins 18 ans au moment de 1’inclusion. Le diagnostic de
mucoviscidose devait étre confirmé par la présence de deux mutations causales et/ou par un
test de la sueur positif (chlore > 60mmol/l). Afin d’étre inclus dans I’étude, les patients
devaient étre capable de produire au moins une expectoration lors de 1’inclusion.

Tous les patients se présentant en hopital de jour ou en consultation avec des signes
d’exacerbation (baisse de la fonction respiratoire, majoration de I’encombrement, hémoptysie,
fievre) ont été exclus de 1’étude. Nous avons également exclu tous les patients qui recevaient

un traitement par azolés au moment de ’inclusion.

1.2. Recueil des données a 1’inclusion

Pour chaque patient, les données démographiques a 1’inclusion ont été recueillies, a savoir :

- L’age, le sexe, I’indice de masse corporelle (IMC), les types de mutation du géne codant
pour la protéine CFTR (DelF508 homozygote, DelF508 hétérozygote, autres).

- Les comorbidités associées a la mucoviscidose : insuffisance pancréatique, diabéte.

- Les colonisations chroniques bactériennes (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, mycobactéries non tuberculeuses).

- Le nombre de jours sous antibiotiques intraveineux recus dans 1’année précédant 1’inclusion.
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- Les traitements a I’inclusion et en particulier : les corticoides par voie inhalée ou orale, les
macrolides, les antibiotiques nébulisés, 1’omalizumab et les traitements modulateurs de

CFTR.

Les patients ont également bénéficié d’un bilan fonctionnel respiratoire et d’un bilan

biologique comprenant :

- Mesure du Volume Maximal Expiratoire en une Minute (VEMS) et la Capacité Vitale
Forcée (CVF), tous deux exprimés en valeur absolue (litres) et en pourcentage par rapport
a la norme attendue pour I’age, le sexe et la taille.

- Les données de mycologie : culture fongique (examen direct microscopique, culture),
dosage du galactomannane (GM) dans les expectorations (Platelia™ Aspergillus Ag, Bio
RAD, Marne la Coquette, France) et PCR Aspergillus fumigatus dans les expectorations
(MycoGenie® DNA Extraction Kit, Ademtech, Pessac, France).

- Les données sérologiques : dosage des 1gG spécifiques Aspergillus fumigatus (Platelia™
Aspergillus AC, Bio RAD, Marne la Coquette, France), dosage des IgE totales et dosage
des IgE spécifiques Aspergillus fumigatus (ImmunoCAP®, Phadia).

- Le dosage des polynucléaires éosinophiles sanguins.

1.3. Méthodes de détection d’Aspergillus fumigatus

1.3.1. Cultures des expectorations

Afin de rechercher les champignons filamenteux et notamment A. fumigatus, les prélévements
respiratoires ont été mis en culture sur milieu de Sabouraud contenant du chloramphénicol et
de la gentamicine (Bio RAD, Marne la Coquette, France) et incubés pendant 10 jours a 30+/-
2°C.

1.3.2. Dosage du galactomannane dans les expectorations

Le dosage du GM dans les expectorations a €té réalisé¢ grace au test ELISA utilisé en routine
pour la détection de I’antigéne aspergillaire dans le sérum ou dans le lavage broncho-
alvéolaire (Platelia™ Aspergillus Ag, Bio RAD, Marne la Coquette, France). Les

expectorations ont ¢été¢ fluidifiées au préalable par un ajout, volume a volume par
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dithiothréitol par utilisation d’une solution de Digest-EUR® (Eurobio, Courtaboeuf, France).
Un échantillon de 300 pl de crachat fluidifié est utilisé pour la détection de GM (72). Le
dosage du GM était considéré comme positif quand I’index (rapport de la DO de I’échantillon

testé sur celle du sérum controle) était supérieur a 0,5 (34, 35).

1.3.3. PCR Aspergillus fumigatus

- Extraction d’ADN

L’ADN des crachats a été extrait a 1’aide du kit MycoGenie® DNA Extraction Kit (Ademtech,
Pessac, France). Un échantillon de 200 pl de crachat était déposé dans le puits d’une plaque
de 12 puits et placé dans I’automate AutoMag (Ademtech, Pessac, France) qui est un systéme
de purification d’ADN par particules magnétiques et qui a ¢été utilisé selon les

recommandations du fabriquant.

- PCR
Un échantillon de 10 pl d’ADN extrait est utilis¢ pour la détection d’ADN d’Aspergillus
fumigatus (géne d’ARN ribosomal/cypS1A mutations TR34/L98H), réalis¢ a ’aide du kit
MycoGenie® Aspergillus fumigatus PCR assay (Ademtech, Pessac, France) et utilisé selon les
recommandations du fabriquant. Les performances de ce test ont été évaluées récemment dans
une étude qui retrouvait une haute sensibilité de ce kit pour la détection d’A4. fumigatus dans
les expectorations des patients mucoviscidosiques (36). Le seuil de détection pour ce kit est

de 40 cycles de PCR (seuil fournit par le fabriquant).

1.4. Définition des groupes

Les patients ont été classés selon les critéres suivant :

- ABPA (certaine ou probable) selon les critéres CFF 2003 (voir Tableau II).

- Sensibilisation aspergillaire : IgE aspergillaires > 0,35 kUI/I, IgE totales < 500
KUI/).

- Absence d’hypersensibilité : patients ne présentant aucun des critéres d’ABPA ou de

sensibilisation.
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Dans un second temps, nous avons classé les patients selon leur statut colonisé¢ ou non a 4.
fumigatus. Pour cela, nous avons utilis¢ la définition la plus fréquemment retrouvée dans la
littérature sur les 5 dernieéres années a savoir : au moins 2 cultures fongiques positives a A.

fumigatus dans I’année précédant 1’inclusion (37, 39, 42).

1.5. Critéres de jugement

Le criteére de jugement principal était un critére composite permettant d’apprécier 1’évolution
de la fonction respiratoire des patients au bout d’un an de suivi. Il associait :

- La variation du VEMS sur 1 an.

- La variation entre le nombre de jours d’antibiotiques par voie intraveineuse entre

I’année précédant 1’inclusion et I’année de suivi.

Nous avons par ailleurs consigné les modifications thérapeutiques en rapport avec I’ABPA :
la corticothérapie par voie systémique, I’omalizumab ou les antifongiques, survenue pendant
la période d’étude.

Enfin, nous avons recueillis les valeurs de la sérologie aspergillaire, des IgE totales, des
IgE aspergillaires et le taux de polynucléaires éosinophiles sanguins au terme d’un an de

Suivi.

1.6. Analyse en clusters

Nous avons tenté de déterminer s’il existait des groupes homogenes de patients caractérisés
uniquement par les variables aspergillaires (phénotypes ou clusters aspergillaires) a
I’inclusion, a savoir :

- La culture fongique

- LaPCR et le GM dans les expectorations

- Le taux d’IgE totales et d’IgE aspergillaires

- Le taux d’IgG aspergillaires

- Le taux de polynucléaires éosinophiles sanguins.
Pour I’analyse en clusters nous avons utilisé le logiciel SAS V4.2. Du fait de I’hétérogénéité
des types de variables (qualitatives, binaires, ordinales, numériques) nous avons utilis¢ une

Analyse Factorielle sur Données Mixtes (AFDM) qui est une Analyse en Composantes
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Principales (ACP) aprés normalisation des données non numériques. Le processus de
construction des clusters a été le suivant :

1) Classification des variables utilisées dont 1’objectif est de détecter des regroupements de
variables qui permettraient de réduire leur nombre.

2) Analyse factorielle de données mixtes (AFDM) dont I’objectif est de remplacer les
variables initialement utilisées par un plus petit nombre de variables indépendantes. Cette
analyse agit comme un filtre pour éliminer les redondances (corrélations) qui existent dans la
cohorte.

3) Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) a partir des valeurs des patients sur les
nouvelles variables indépendantes et détermination sans a priori du nombre de groupes

(phénotypes).

1.7. Aspects réglementaires et éthiques

Nous avons utilis¢ les données de patients consignées dans une base de données
nominatives déclarée a la CNIL (N° 1858351). Lors de leur premiére venue a 1’hdpital
Cochin, tous les patients du service sont informés (formulaire de déclaration simplifi¢) du
traitement informatique de leur données et peuvent a tout moment s’opposer, accéder ou
rectifier les renseignements collectés a visée scientifique (loi « informatique et libertés » du 6

janvier 1978).

1.8. Méthodologie statistique

Les données quantitatives sont exprimées en médiane et interquartile. Les données
qualitatives sont exprimées en pourcentage avec la valeur absolue de I’effectif correspondant.
La comparaison des différents groupes a été faite en utilisant le test non paramétrique de
Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis (Test post-hoc de Dunns pour les comparaisons de plus
de 2 groupes) pour les variables continues et le test non paramétrique de Chi2 pour les
variables qualitatives. Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiquement
significative. Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel GraphPad Prism

version 7.0.
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2. Résultats

2.1. Prévalence des atteintes aspergillaires

Entre juin 2015 et octobre 2017, 152 patients adultes mucoviscidosiques suivis en hopital

de jour ou en consultation au CRCM de Cochin ont présenté les criteres d’¢ligibilité pour étre

inclus dans I’étude. Apres exclusion des patients sous azolés et ceux pour lesquels la PCR

était manquante, 134 patients ont été inclus dans I’étude et les analyses. Parmi ces 134

patients, 16,4% (22/124) présentaient les critéres d’ABPA et 35,8% (48/134) présentaient une

sensibilisation aspergillaire (Figure 3).

Tous les patients inclus ont été réévalués cliniquement aprés un suivi médian de 12 mois.

Figure 3. Diagramme des flux de I’étude.

152 patients éligibles

Traitement par azolés (5)

147 patients inclus

-1 : échec de la PCR

PCR manquante (13)
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N =64

Sensibilisation
N =48
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pulmonaire allergique
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I l
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On ne retrouvait pas de différence significative a I’inclusion entre les groupes sur le
genre, 1’age, 'IMC, le statut pancréatique, la présence de diabéte, les colonisations
bactériennes chroniques, la colonisation aspergillaire, la fonction respiratoire (VEMS, CVF)
et les traitements par macrolides, antibiotiques nébulisés ou encore les modulateurs de CFTR
(Tableau III). Les patients du groupe « ABPA » avaient une proportion de mutations AF508
homozygotes plus importante que les patients ne présentant pas d’hypersensibilité (59,1% vs
39,4%) sans que cette différence ne soit cependant statistiquement significative. Les patients
du groupe « Sensibilisation » avaient re¢u une durée plus importante d’antibiotiques IV dans
I’année précédant 1’inclusion par rapport aux patients présentant une ABPA (médiane 28,5
jours vs 0 jour, p = 0,046).

Les patients du groupe « ABPA » recevaient plus souvent une corticothérapie
systémique et les patients des groupes « ABPA » et « Sensibilisation » recevaient plus
souvent une corticothérapie inhalée, que les patients ne présentant pas d’hypersensibilité.
Aucun des patients du groupe ABPA ne recevait de modulateur de CFTR au moment de
I’inclusion sans que la différence de proportion ne soit significative entre les groupes (p =

0,2).

30



Tableau III. Caractéristiques cliniques des patients a I’inclusion.

Absence d’hypersensibilité Sensibilisation ABPA Total P
N = 64 N =48 N=22 N =134

Sexe masculin 51,6 (33) 50,0 (24) 72,7 (16) 54,5 (73) 0,19
Age (années) 31,6 (25,5-38,5) 30,7 (26,6-36,5) 26,7 (23,0 — 38,8) 30 (25-37) 0,54
Mutations AF508

Homozygote 34,4 (22) 47.9 (23) 59,1 (13) 43,3 (58) 0,09

Hétérozygote 42,2 (27) 37.5(18) 27,3 (6) 38,0 (51) 0,40

Autres 23,4 (15) 14.6 (7) 13,6 3) 18,7 (25) 0,46
IMC (kg/m?) 21,3 (19-23) 20,6 (18,9-22,3) 19,9 (19-22,6) 21 (19-23) 0,52
Insuffisance pancréatique externe 78,1 (50) 85.4 (41) 90,9 (20) 82,8 (111) 0,14
Diabéte 20,3 (13) 25.0 (12) 27,3 (6) 23,1 (31) 0,57
VEMS (%) 56 (40-80) 49,5 (35,8 - 65)° 60 (41,7-72,5) 55 (40-69) 0,23
CVF (%) 76 (61-92) 72 (54-86,2) 74,5 (63-93,2) 73 (58-90) 0,38
Colonisations bactériennes*

Pseudomonas aeruginosa 62,5 (40) 58.3 (28) 50,0 (11) 59,0 (79) 0,31

Staphylococcus aureus 45,3 (29) 41.7 (20) 59,1 (13) 46,3 (62) 0,42

Mycobactéries non tuberculeuses 3,1 (2) 42 (2) 45 (1) 3,7 (5) 0,73
Colonisation a A. fumigatus 45,3 (29) 29,8 (14) 63,6 (14) 42,5 (57) 0,42
ABT IV dans I’année (jours) 14 (0-41,7) 28,5 (0-58,5) 0 (0-32,5) 15 (0-44) 0,03
Traitement a ’inclusion

Corticoides oraux 1,5 (1) 4.1 (2) 27,3 (6) 6,7 (9) 0,002

Corticoides inhalés 26,6 (17) 50,0 (24) 50,0 (11) 38,8 (52) <0,0001

Omalizumab 0,0 (0) 4,1(2) 13,6 (6) 3,7 (5) 0,005

Azithromycine 57,8 (37) 66,7 (32) 54,6 (11) 60,4 (81) 0,93

Antibiotiques nébulisés* 62,5 (40) 62,5 (30) 50,0 (12) 60,4 (81) 0,39

Modulateurs de CFTR 14,1 (9) 16,7 (8) 0,0 (0) 12,7 (17) 0,20

Les valeurs sont représentées en % (n) ou en médiane (Interquartile). * Certains patients sont colonisés a plusieurs germes. * Tobramycine ou
colimycine ou aztréonam. *: Donnée manquante pour 1 patient. IMC : indice de masse corporelle ; VEMS : volume expiratoire maximal en 1
seconde ; CVF : Capacité¢ Vitale Forcée ; ABT : antibiotiques; IV : intraveineux ; CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance

Regulator.
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De fagon attendue, le taux d’IgE totales du groupe « ABPA » était significativement
plus ¢élevé que celui du groupe « Absence d’hypersensibilité » et « Sensibilisation »
(Médianes 1245 kUI/L vs 96 kUI/L et 19,9 kUI/L respectivement, p < 0,0001 pour les 2
comparaisons). Le taux d’IgE totales du groupe « Sensibilisation » (qui n’intervient pas dans
la définition de cette derniére) était significativement plus élevé que celui du groupe
« Absence d’hypersensibilité » (96 kUI/L vs 19,9 kUI/L respectivement, p < 0,0001) (Figure
4.A).

Le taux d’IgG anti-A. fumigatus était similaire entre les groupes « Sensibilisation » et
« Absence d’hypersensibilité » (Figure 4.B).

Le taux d’IgE A. fumigatus était significativement plus élevé dans les groupes
« ABPA » et « Sensibilisation » par rapport au groupe « Absence d’hypersensibilité »
(Médianes 17,3 kUI/L et 3,8 kUI/L vs 0 kUI/L respectivement, p < 0,0001 pour les 2
comparaisons). La différence était également significative entre le groupe « ABPA et
« Sensibilisation » (p = 0,02) (Figure 4.C).

Enfin, le taux de PNE sanguins était significativement plus élevé dans le groupe
ABPA par rapport aux deux autres groupes (Médianes 345/mm3 vs 235/mm3 et 165/mm3
respectivement, p < 0,0001 et p = 0,009 respectivement) (Figure 4.D).
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Figure 4. Marqueurs aspergillaires sérologiques et taux de polynucléaires sanguins.
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Légende. A. IgE totales sériques. Echelle logarithmique. Les lignes pointillées marquent les
seuils utilisés pour les classifications (1000 et 500 kUI/I) et le seuil de positivité (150 kUI/L).
B. 1gG Aspergillus fumigatus sériques. La ligne pointillée marque le seuil de positivité (10
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broncho-pulmonaire allergique ; A. fumigatus: Aspergillus fumigatus. Chaque triangle
représente un patient. Les barres horizontales représentent les médianes. ABPA : aspergillose
broncho-pulmonaire allergique ; A. fumigatus : aspergillus fumigatus.

*H%E p <0,0001 par rapport au groupe « Absence d’hypersensibilité ». ++++p < 0,0001 ; +p
< 0,05 : par rapport au groupe « Sensibilisation ». Test de Kruskall Wallis suivi du test Post
hoc de Dunns.
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2.2. Impact de ' ABPA et de la sensibilisation sur la fonction respiratoire

Sur I’ensemble de la cohorte, nous avons observé une chute médiane significative de 2%
(Interquartile -6 a +3, p = 0,0063) du VEMS a un an de suivi.

Au bout d’un an de suivi, le déclin du VEMS était plus important chez les patients des
groupes « Sensibilisation » et « ABPA » avec en médiane -1% (IQ -7 a +2,75) et -3,5% (1Q
-10 a +1,5) respectivement, contre +1% (IQ -3 a +5) dans le groupe « Absence
d’hypersensibilité ». La différence avec le groupe « Absence d’hypersensibilité n’était
cependant pas significative (p = 0,15 et p = 0,008 respectivement pour les groupes
« Sensibilisation » et « ABPA ») (Figure 5.A).

Les patients des groupes « ABPA » et « Sensibilisation » étaient ceux qui présentaient la plus
importante augmentation du nombre de jours d’antibiothérapie IV avec respectivement +8,6
et +3,3 jours en moyenne pendant la période de suivi, contre +1,5 jours dans le groupe
« Absence d’hypersensibilité ». Les différences n’étaient cependant pas significatives (Test de

Kruskal Wallis : p = 0,16) (Figure 5.B).

Enfin, nous nous sommes intéressés aux modifications thérapeutiques (introduction ou
intensification thérapeutique) en rapport avec la pathologie aspergillaire a savoir: (1) la
corticothérapie systémique (introduction ou augmentation des doses), (2) ’omalizumab
(introduction ou augmentation des doses) et (3) les antifongiques (introduction). Dans le
groupe « ABPA », 40,1% (9/22) des patients ont ¢été soumis a des modifications
thérapeutiques en rapport avec la pathologie aspergillaire durant I’année de suivi et 4,2% dans
le groupe « Sensibilisation ». Aucun des patients du groupe « Absence d’hypersensibilité »

n’a recu de corticoides, d’omalizumab ou d’antifongiques pendant le suivi (Figure 5.C).
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Figure 5. Evolution de la fonction respiratoire et modifications thérapeutiques au cours

du suivi.
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jacente. ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique.
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2.3. Evolution des marqueurs aspergillaires au cours du temps

Afin, d’étudier en détail 1I’évolution des marqueurs aspergillaires au cours du temps, nous
avons séparé nos 3 groupes initiaux en 6 sous-groupes :
- Au sein du groupe ABPA, nous avons distingué les patients présentant une ABPA certaine
et une ABPA probable.
- Nous avons conservé le groupe « Sensibilisation ».
- Au sein du groupe « Absence d’hypersensibilité » nous avons distingué les patients
présentant une immunisation aspergillaire (Sérologie A. fumigatus positive, groupe
« Immunisation »), ceux présentant une culture fongique positive a A. fumigatus sans
immunisation anti-aspergillaire (groupe « Culture positive isolée ») et enfin les patients ne

présentant aucun marqueur aspergillaire (Groupe « Absence d’A. fumigatus »).

Dans les groupes « ABPA certaine » et « ABPA probable », respectivement 92,2%
(12/13) et 55,6% (5/9) des patients avaient déja eu des IgE totales > 1000 kUI/L dans les 7
années précédant le suivi (Figure 6.A). De facon notable, 18,8% (9/48) des patients du groupe
sensibilisation avaient également déja eu un taux d’IgE totales > 1000 kUI/L dans les 7 ans
précédant 1’inclusion. Aucun patient des 3 autres groupes n’avait eu un taux d’Igg > 1000
kUI/L ou compris entre 500 et 1000 kUI/L sur la méme période sauf 1 patient du groupe
« Culture positive isolée » qui avait présenté des IgE comprise entre 500 et 1000 kUI/L.
Aucun patient des groupes « ABPA certaine » et « ABPA probable » n’a présenté un taux
d’IgE totales < 500 kUI/L au cours du suivi. Enfin, seul 1 patient du groupe « Absence d’4.
fumigatus » a présenté une augmentation significative du taux d’IgE (qui est passé de < 150 a
> 500 kUI/L).

Nous n’avons pas observé de variations significatives au sein des groupes concernant
les taux d’IgG A. fumigatus (Figure 6.B) et d’IgE A. fumigatus (Figure 6.C). Nous avons
constaté que tous les patients des groupes « ABPA certaine » et « ABPA probable » avaient
un taux d’IgE 4. fumigatus positif (> 0,35kUI/L) que ce soit 12 a 24 mois apres ’inclusion ou
apres 1 an de suivi. Dans le groupe « Sensibilisation », seuls 2 patients avaient négativé leur
taux d’IgE A. fumigatus. Dans les autres groupes, seul 1 patient du groupe « Absence d’A.

fumigatus » a positivé son taux d’IgE A. fumigatus.
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Enfin, nous n’avons pas observé de variation significative du taux de PNE que ce soit
dans le groupe « ABPA », « Sensibilisation » ou « Absence d’hypersensibilité¢ » aprés 1 an de
suivi. Les patients du groupe « ABPA » avaient toujours un taux de PNE significativement
plus élevé que les patients du groupe « Absence d’hypersensibilité » (Médiane 285/mm3, 1Q
157,5-507,5 contre 180/mm3, IQ 110-287,5, p = 0,03). Le taux de PNE du groupe
« Sensibilisation » ¢tait également plus élevé que le celui du groupe « Absence
d’hypersensibilité » sans que la différence ne soit significative (Médiane 240/mm3, IQ 150-

330 contre 180/mm3, p = 0,33).

Figure 6. Evolution des marqueurs sériques aspergillaires au cours du temps.
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Légende. A. Taux d’IgE total maximal dans les 7 années précédant 1’inclusion (A-7), a
I’inclusion (AOQ) et au bout d’un an de suivi (Al) selon les groupes. B. Variation du taux
d’IgG A. fumigatus en fonction du temps (12 a 24 mois avant I’inclusion : Al, a I’inclusion :
AO et au bout d’un an de suivi : Al). C. Variation du taux d’IgE 4. fumigatus en fonction du
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A1l). Chaque triangle représente la valeur médiane pour le groupe et le temps donné. ABPA :
aspergillose broncho-pulmonaire allergique ; 4. fumigatus : Aspergillus fumigatus.
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2.4. Colonisation & 4. fumigatus : caractéristiques et impact sur la fonction respiratoire

Dans notre cohorte, 42,9 % (57/134) des patients présentaient une colonisation a A.
fumigatus (au moins 2 expectorations positives sur les 12 derniers mois) (Tableau 1V). A
I’inclusion, les patients colonisés a A. fumigatus présentaient un statut nutritionnel et une
fonction respiratoire (VEMS et nombre de jours sous antibiotiques IV dans ’année précédant
I’inclusion) similaires aux patients non colonisés. On observait une proportion
significativement plus importante de patients insuffisants pancréatiques chez les patients
colonisés a A. fumigatus (85,9 % contre 48,7 % dans le groupe de patients non colonisés,
p<0,0001) sans qu’il n’y ait de différence significative sur le type de mutation entre les 2
groupes. Alors que le pourcentage de patients colonisés a Pseudomonas aeruginosa était
similaire dans les 2 groupes, on observait une proportion plus importante de patients colonisés
a Staphylococcus aureus dans le groupe colonisé a 4. fumigatus (65,8 % contre 34,2 %, p =
0,0027). Sur le plan biologique, les patients colonisés a A. fumigatus avait une valeur médiane
de GM plus élevée (Index de DO 2,34 contre 1,12, p = 0,0048), un taux médian d’IgE totales
plus élevé (113 contre 66,9, p = 0,045) et un taux médian d’IgG anti-aspergillaire plus élevé
(0 contre 12, p < 0,0001) que les patients non colonisés a A. fumigatus. Le taux d’IgE
aspergillaire n’était pas différent entre les 2 groupes. Enfin, le taux de PNE sanguins était
statistiquement supérieur chez les patients non colonisés par rapport aux patients colonisés
(245 contre 180/mm3, p = 0,032).

On constatait que presque la moitié des patients colonisés (28/57, 49,1 %) appartenaient
aux groupe « Absence d’hypersensibilisation ». Les patients présentant une ABPA
présentaient un fort taux de colonisation avec 57% du groupe colonisé a A. fumigatus
(Tableau III). De maniére intéressante, les patients non colonisés appartenant au groupe
« Sensibilisation » avaient une chute du VEMS significativement plus importante que ceux du
méme groupe qui étaient colonisés (-3 vs. +2 %, p = 0,035).

Aprées 1 an de suivi, les patients non colonisés avaient une chute médiane du VEMS plus
importante que les patients non colonisés, sans que cette différence soit cependant
significative (- 4,4% contre -1,1%, p = 0,29). Alors que le nombre de jours d’antibiotiques IV
recus dans 1’année précédant 1’inclusion était similaire entre les 2 groupes (14 et 15 jours en
médiane), les patients non colonisés avaient regu plus de jours d’antibiothérapie IV durant
I’année de suivi que les patients du groupe colonis¢ (28 contre 14 jours en médiane

respectivement, p = 0,035).
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Tableau IV. Impact de la colonisation chronique a Aspergillus fumigatus.

Absence de colonisation

Colonisation chronique

N =76* N =57+ P

Age (années) 31,3 (24,9-38,8) 30,4 (25,5-35,8) 0,62
IMC (kg/m?) 20,8 (19,0-22,9) (19,0-22,7) 20,6 0,49
Mutations AF508 0,59

Homozygote 39,5% (30) 47,4 % (27)

Hétérozygote 42,1 % (32) 33,3 % (19)

Autres 18,4 % (14) 19,3 % (11)
IPE, n (%) 48,7 % (37) 85,9 % (49) <0,001
VEMS (%) 50,5 (38,3-68,3) 57,5 (44,5-70,8) 0,19
Colonisation, n (%)

P. aeruginosa 57,9 % (44) 59,7 % (34) 0,86
S. aureus 42,6 % (26) 57,4 % (35) 0,003

ABT 1V (jours) 15 (0-46,8) 14 (0-36,6) 0,28
Corticoides oraux 5,3 % (4) 8,8% (5) > 0,999
Modificateurs de CFTR 17,1 % (13) 7,0 % (4) 0,12
Culture A.f. positive 18,4% (14) 86,0 % (49) <0,001
IgG A.f. (U/ml) 0 (0-11,8) 12 (5,5-26) <0,001
IgE totales (kUI/I) 66,9 (0-217,3) 113 (29,2 - 600,5) 0,0448
IgE A.f. (kUI/D) 0,78 (0-7,6) 0,33 (0-13,1) 0,71
PNE sanguins 245 (152,5-3717.,5) 180 (115-285) 0,032
GM (Index de DO) 1,12 (0,3-2,9) 2,34 (0,9-4,8) 0,005
A VEMS a1 an (%) -4,4 (-12,2-+4,4) -1,1 (-12,6-16,2) 0,29
ABT IV a1 an (jours) 28 (0-62) 14 (0-41) 0,035

Les données sont présentées en médiane (IQ) ou en % (nombre). IMC : indice de masse

corporelle ; IPE : insuffisance pancréatique externe ; VEMS : volume expiratoire maximal en

1 seconde ; P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa ; S. aureus : Staphylococcus aureus ;

A.f. : Aspergillus fumigatus ; ABT : antibiotiques ; IV : intraveineux ; PNE : polynucléaires
¢osinophiles ; GM : galactomannane ; DO : densité optique ; A : variation® : cohorte totale de
133 patients (donnée manquante pour un patient).
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2.5. Détection d’Aspergillus fumigatus dans les expectorations

Chez 47,0% (63/134) des patients inclus, la culture fongique des expectorations était
positive pour 4. fumigatus (Figure 7). La PCR A. fumigatus dans les expectorations n’était
positive que chez 48/134 (35,8%) patients et I’on constatait que dans plus d’un tiers des cas
ou la culture fongique était positive pour 4. fumigatus, la PCR était négative. Enfin, le dosage
du GM dans les expectorations était positif chez une forte proportion de patients: 102
patients, soit 76,1% de la population. Parmi les patients dont la PCR était positive, 89,6%

avaient un dosage du GM positif.

Figure 7. Résultats du dosage du galactomannane et de la PCR Aspergillus fumigatus

dans les expectorations en fonction des résultats des cultures fongiques.

N =134 patients

I Culture A. fumigatus dans les expectorations I

| I

Positive Négative
n =63 (47,0%) n=71(53,0%)

GM PCR A. fumigatus GM PCR A. fumigatus
Positif Négatif Positive Négative Positif Négatif Positive Négative
n=56/63 n=7/63 n=39/63 n = 24/63 n=46/71 n=25/71 n=9/71 n=62/71
88,9% 11,1% 61,9% 38,1% 64,8% 35,2% 12,7% 87,3%

Le dosage du galactomannane était considéré comme positif pour un index de DO > 0,5. La
PCR était considérée comme positive pour un nombre de cycles de PCR < 40. 4. fumigatus :
aspergillus fumigatus ; GM : galactomannane.
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A partir de ces données, et en considérant la culture fongique comme le Gold Standard pour la

détection d’A. fumigatus dans les expectorations, nous avons calculé la sensibilité et la

spécificité du GM et de la PCR (Tableau VI et VII) pour identifier A. fumigatus. En utilisant

un seuil de positivité d’index de DO a 0,5, le GM possede une sensibilité de 88,9 % (IC 95%
78,8 — 94,5) et une spécificité de 35,2 % (IC 95% 25,1 — 46,8) pour la détection d’4.

umigatus. A I’inverse, la PCR 4. fumigatus présente une sensibilit¢ moyenne de 61,9 % (IC
g g p y

95% 49,6 — 72,9) et une spécificité de 87,3 % (IC 95% 77,6 — 93,2).

Tableau VI. Tableau de contingence pour le calcul de la sensibilité et de la spécificité du

GM.
Culture positive Culture négative Total
GM positive 56 46 102
GM négative 7 25 32
Total 63 71 134

GM : Galactomannane

Tableau VII. Tableau de contingence pour le calcul de la sensibilité et de la spécificité de

la PCR A. fumigatus.

Culture positive Culture négative Total
PCR positive 39 9 48
PCR négative 24 62 86
Total 63 71 134
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Parmi les patients ne présentant pas de marqueurs d’hypersensibilité, la PCR était bien
corrélée a la culture fongique avec respectivement 43,8 et 48,4% d’échantillons positifs
(Figure 8.A et 8.B). Dans le groupe « Sensibilisation » 22,9% avaient une PCR positive
contre 40,9 % dans le groupe « ABPA ». La valeur médiane du GM était respectivement de
2,13 (IQ 0,5-5,3), 1,42 (IQ 0,5-2,9) et 1,87 (IQ 0,5-4,7) dans les groupes « ABPA »,
« Sensibilisation » et « Absence de sensibilisation » (Figure 8.C). Ces résultats indiquent que
la PCR telle que réalisée dans notre étude est peu sensible pour détecter 4. fumigatus, et que
le dosage du GM ne semble pas étre un marqueur discriminant entre les différentes atteintes

aspergillaires.
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Figure 8. Détection d’Aspergillus fumigatus dans les expectorations selon les groupes

A. N=134 N=64 N=48 N=22
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compléte d’hypersensibilité
B. N=134 N=64 N=48 N=22
100+ .
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compléte d’hypersensibilité
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Légende : A. Culture fongique des expectorations a I’inclusion. B. PCR aspergillaire dans les
expectorations a I’inclusion. Pour A et B, les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport a I’effectif de chaque groupe. C. GM dans les expectorations a 1’inclusion. Chaque
triangle représente un patient. Les barres horizontales représentent les médianes. La ligne
pointillée représente le seuil de positivité (Index de DO a 0,5). ABPA : aspergillose broncho-
pulmonaire allergique. A. fumigatus : Aspergillus fumigatus.
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De maniére intéressante, parmi les patients ne présentant pas de marqueur
d’hypersensibilité liée a A. fumigatus, nous avons identifi¢é un sous-groupe de patients
présentant une immunisation anti-aspergillaire (IgG positives) et rassemblant 17,9 % (24/134)
des patients (Figure 6). Dans ce groupe, 83,3 % des cultures fongiques étaient positives pour
A. fumigatus et le GM et la PCR étaient positifs chez respectivement 83,3 % et 70,8 % des
patients. Ce groupe de patients ne semblait pas avoir de pronostic respiratoire plus
défavorable puisque la variation médiane du VEMS a un an était de -1% (IQ -4 a +3), sans

variation du nombre de jours d’antibiotiques IV (IQ -14 a 0).
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2.6. Analyse en cluster

Dans un premier temps, nous avons procédé a une classification hiérarchique des
variables. Cette analyse permet d’étudier la proximité des variables entre elles selon leurs
valeurs. Statistiquement, les variables en rapport avec 1’hypersensibilité aspergillaires (IgE
totales, IgE aspergillaires et PNE) étaient trés proches avec une forte corrélation notamment
entre IgE totales et IgE aspergillaires (r = 0,77, p<0,001). Les variables culture fongiques,
PCR, IgG aspergillaires et GM se regroupent également (Figure 9).

Figure 9. Dendrogramme représentant la proximité des variables utilisées pour ’analyse
en clusters.

Culture fongique

PCR

IgG A. fumigatus

GM
IgE totales :|
IgE A. fumigatus

PNE

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Proportion of Variance Explained

L’analyse factorielle (AFDM) nous a ensuite permis de remplacer les 7 variables de
départ par 2 variables indépendantes (Figure 10). Nous avons ainsi obtenu une matrice
compléte de 134 patients mesurés sur 2 variables indépendantes. C’est cette matrice qui a été

utilisée pour construire les regroupements de patients dans 1’étape suivante.
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Figure 10. Analyse factorielle de données mixtes (AFDM).
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Légende. Les 2 premiers axes factoriels sont associés a des valeurs propres > ou = 1, ils
représentent 59% de 1’information contenue dans la cohorte.

Pour I’étape suivante, nous avons appliqué la méthode de classification ascendante
hiérarchique qui est une technique de regroupement des individus (ici 134 patients) selon leur
ressemblance en utilisant leurs valeurs sur les axes factoriels issus de I’ Analyse Factorielle.
Cette technique ne nécessite aucune hypothése a priori concernant le nombre de groupes et
leur composition. Cette analyse a permis d’identifier 5 clusters (ou phénotypes) aspergillaires
dont les caractéristiques biologiques sont décrites dans le Tableau V. Du fait de la petite taille
des groupes et du fort risque de biais induit par ces petits effectifs, nous n’avons pas réalis¢
d’analyses statistiques comparatives entre les groupes

Dans le Cluster 1, ’ensemble des marqueurs aspergillaires étaient négatifs. Dans le
Cluster 2, tous les patients avaient une culture fongique positive et le taux médian d’IgG était
¢levé (12 UA/mL). Dans ce méme groupe, la PCR était positive (ACt 8,1) et le taux de GM
¢levé (Index de DO 3.,4). En revanche, les marqueurs d’hypersensibilité aspergillaires étaient
bas. Le Cluster 3 était proche du Cluster 2 : les IgE totales et aspergillaires étaient basses, le
GM ¢élevé (mais moins que dans le Cluster 2) et le taux de culture fongique positive était non
négligeable (64,3%). En revanche, la sérologie était négative (taux médian d’IgG aspergillaire
= 0 UA/ml). Les patients des Clusters 4 et 5 présentaient des marqueurs d’hypersensibilité

aspergillaire avec des taux élevés d’IgE totales et aspergillaires. Le taux de PNE était
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¢galement plus élevé dans ces 2 Clusters. Le taux d’IgG aspergillaire était plus élevé dans le

Cluster 5 par rapport a tous les autres groupes.

Par ailleurs, les 5 groupes semblaient comparables sur le genre, I’age, le type de
mutation et I’'IMC. Le taux de patients présentant une insuffisance pancréatique externe était
plus important dans le cluster 4 (93,8%) et le taux de patients colonisés a P. aeruginosa était
plus important dans le cluster 3 (82,1 %). Il ne semblait pas y avoir de différence majeure
entre les groupes sur le niveau de fonction respiratoire (VEMS ou antibiotiques IV). Enfin, on
constatait que 92,3% (24/26) des patients du Cluster 2 étaient colonisés a A. fumigatus contre

seulement 8,9% dans le Cluster 1.

Les patients des Clusters 4 et 5 présentaient la plus forte chute de VEMS (-4 et -8 %
respectivement) et 1’augmentation du nombre de jours d’antibiothérapie IV la plus forte (+8
jours) par rapport aux autres groupes (Figure 11. A et B respectivement). Les patients des
Clusters 2 et 3 semblent avoir une meilleure évolution respiratoire (peu ou pas
d’augmentation de nombre de jours sous antibiothérapie IV et stabilit¢ du VEMS). Le Cluster
1 présente des résultats 1égérement discordants en termes de fonction respiratoire avec une
variation de VEMS positive mais une forte augmentation du nombre de jours

d’antibiothérapie IV.
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Tableau V. Caractéristiques biologiques des patients selon les clusters.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
N=56 N=26 N=28 N=16 N=8

Culture positive 0 % (0) 100 % (26) 64.3 % (18) 81.3 % (13) 75.0 % (6)
PCR (ACY) 0 (0-0) 8.1 (6.8 -9.6) 0.0 (0.0 -3.1) 1.4 (0.0 -8.1) 3.4 (0.0 -9.6)
GM (Index de DO) 0.6 (0.2 - 1.9) 3.4 (2.0 - 5.0) 2.8 (0.7 - 5.8) 1.9 (1.0 - 5.0) 3.6 (2.1-9.8)
IgE totales (kUI/L) 49.9 (10.5-135)  73.8(0—140)  29.2(0-107.1) 913 (516.5-1340) 1795 (1415 -2650)
IgE A. fumigatus (KkUUL) 0.9 (0.0 -7.3) 0.1 (0.0 -0.9) 0.0 (0.0 -0.2) 15.6 (7.1 - 20.3) 55.1 (30.6 - 65.2)
%%i/ﬁ;Lf‘)‘migat“s 0.0 (0.0-7.5)  13.0(8.0-27.0) 0.0 (0.0 -5.0) 11.0 (6.0 - 24.5) 31.5 (20.5 - 50.5)
PNE 235 (165-345)  130(100-230) 160 (120 -220) 350 (265 -545) 595 (490 -725)

Les données sont présentées en médiane (IQ) ou en % (nombre).
ACt : La PCR est exprimée comme différence entre le seuil de positivité (40 cycles) et le nombre de cycles de PCR effectué par 1’automate. PNE
: polynucléaires éosinophiles ; GM : galactomannane ; DO : densité optique.
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Figure 11. Evolution des paramétres de fonction respiratoire au cours du suivi selon les

Clusters.
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Légende. A. Variation du VEMS entre Dl'inclusion et le suivi a 1 an selon I’atteinte
aspergillaire sous-jacente. B. Variation du nombre de jours d’antibiothérapie intraveineuse
entre ’année précédant I’inclusion et la période de suivi. Chaque triangle représente la
médiane pour chacun des groupes. ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique ; A.
fumigatus : Aspergillus fumigatus.

Enfin, nous avons comparé¢ les Clusters identifiés aux groupes de patients issus des
classifications usuelles (Tableau VI). Les patients présentant une ABPA ¢étaient
majoritairement retrouvés dans les Clusters 4 et 5. Dans le cluster 1, on retrouvait plus d’un
tiers (23/63) des patients qui ne présentaient pas d’hypersensibilité mais également 30 des 48
patients présentant une sensibilisation aspergillaire. Les Clusters 2 et 3 pour lesquels les
marqueurs d’hypersensibilité aspergillaires étaient bas mais dont les marqueurs de présence
aspergillaire étaient élevés (culture, sérologie, GM, PCR) regroupaient en majorité des

patients issus du groupe « Absence d’hypersensibilité ».
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Absence Sensibilisation ABPA
d’hypersensibilité
N =63 N =48 N=22
Cluster 1
N=56 23 30 3
Cluster 2
N=26 18 8 Aucun
Cluster 3
N=28 22 4 2
Cluster 4
N=16 1 6 9
Cluster 5
N=8 Aucun Aucun 8

Tableau VI. Répartition des patients selon leur groupe et leur Cluster d’appartenance.

En résumé, I’adéquation entre les phénotypes (clusters) aspergillaires et la classification

clinico-biologique n’est pas parfaite, notamment sur le diagnostic d’ABPA qui se retrouve

reparti de maniere équivalente dans 2 clusters différents. On retiendra que les patients des

clusters 4 et 5 présentent des profils sérologiques d’hypersensibilit¢ avec une évolution

respiratoire plus défavorable, alors que les patients des clusters 2 et 3 présentent des profils de

colonisation et d’immunisation anti-aspergillaire et semblent avoir un pronostic respiratoire

plus favorable. Les patients du Cluster 1 qui ne présentent aucun marqueurs aspergillaire ou

alors une élévation isolée et modeste des IgE aspergillaires semblent également avoir un

pronostic respiratoire favorable.
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3. Discussion

Dans cette étude prospective incluant 134 patients adultes atteints de mucoviscidose et
suivis au CRMR de I’hopital Cochin, nos résultats indiquent que :

(1) La sensibilisation aspergillaire est trés fréquente mais son association a un déclin
plus rapide de la fonction respiratoire n’était pas statistiquement significative.

(2) L’ ABPA touche environ 1 patient sur 6 des patients de notre cohorte. Ces derniers
avaient tendance a présenter un déclin du VEMS plus rapide et une augmentation de la
consommation d’antibiotiques IV plus importante que les patients ne présentant pas de
marqueur d’hypersensibilité.

(3) La prévalence de la colonisation bronchique a A. fumigatus était également €levée
puisqu’elle touchait 42,9 % des patients de notre cohorte, sans €tre associée a un pronostic
respiratoire défavorable.

(4) L’analyse en clusters a montré que les variables en rapport avec 1’hypersensibilité
aspergillaire (IgE totales et aspergillaires et PNE) étaient fortement corrélées et évoluaient

indépendamment des autres marqueurs (culture, sérologie, PCR et GM).

Les prévalences de I’ABPA (16,9%) et de la sensibilisation aspergillaire (35,8%) dans
notre cohorte sont concordantes avec les données de la littérature. Dans leur analyse des
données de 45 études, Maturu et al. rapportaient une prévalence poolée de 10,1% d’ABPA
chez les adultes mucoviscidosiques et 39,1% de sensibilisation aspergillaire (cohorte mixte)
(56). Avec leur nouvelle classification, Baxter et al. retrouvaient chez les adultes une
prévalence de 17,7% pour I’ABPA et de seulement 14,6% pour la sensibilisation aspergillaire
(34).

Dans notre étude, nous n’avons pas constaté de différence sur la fonction respiratoire a
I’inclusion (VEMS, durée d’antibiothérapie IV) entre les patients présentant une ABPA et les
autres groupes contrairement aux résultats de De Baets et al. (62). Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que nous n’avons inclus dans notre étude que des patients a 1’état stable. Les
patients les plus graves (cures antibiotiques fréquentes, hospitalisations) et présentant une
détérioration de leur fonction respiratoire en rapport avec I’ABPA n’ont donc pas été inclus
dans notre étude. Une autre explication résiderait dans le fait que nous n’avons inclus que des

patients capables de produire des expectorations. Or, les patients non expectorants présentent
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plus souvent une fonction respiratoire normale et un faible de taux de colonisation
microbienne.

Par ailleurs, nos résultats ont retrouvé une tendance a la dégradation de la fonction
respiratoire (chute du VEMS et durée de I’antibiothérapie 1V) dans le groupe « ABPA » sans
pour autant atteindre de significativité statistique. Ce résultat pourrait s’expliquer par trois
facteurs. D’abord, par la « courte » durée de suivi et les effectifs réduits, notamment dans le
groupe « ABPA ». La variation attendue du VEMS dans la population générale adulte
mucoviscidosique est d’environ -2% par an (8). Nous aurions vraisemblablement pu
augmenter la puissance de notre étude et obtenir des résultats statistiquement significatifs
avec une plus grande cohorte et une durée de suivi d’au moins 2 ans. Par ailleurs, I’exclusion
des patients a 1’état instable est également un biais de sélection puisque nous avons
potentiellement exclu les patients les plus graves avec une détérioration plus importante de la
fonction respiratoire. Enfin, une forte proportion des patients présentant une ABPA recevait
un traitement pour cette indication au moment de I’inclusion, ou ont bénéfici¢ d’une
introduction ou d’une intensification du traitement au cours du suivi avec possiblement un
impact sur la fonction respiratoire.

Nous avons décrit un groupe de patients (17,9%) présentant une immunisation
aspergillaire (sérologie, IgG) sans marqueurs d’hypersensibilit¢é mais avec des marqueurs
¢levés de « colonisation aspergillaire » : culture, GM et PCR positive. En 2013, Baxter et al.
avaient également décrit un groupe similaire appelé « bronchite aspergillaire » mais dont la
proportion était beaucoup plus importante (39/130 patients soit 30%) (34). La prévalence de
la bronchite aspergillaire telle que définie précédemment (voir 2.5.2) était nulle dans notre
cohorte. Contrairement aux résultats de Baxter et al., les patients du groupe « Immunisation »
de notre population n’avaient pas de déclin de la fonction respiratoire plus important que les

patients ne présentant aucune atteinte aspergillaire.

Dans notre cohorte, nous avons retrouvé une proportion importante (42,8%) de
patients colonisés a A. fumigatus. Ce chiffre differe des prévalences rapportées dans la
littérature avec, pour les études les plus récentes, des résultats variant entre 18 et 23,5% (42,
44, 45). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que la plupart des études ayant évalué
la prévalence de la colonisation aspergillaire chez les patients mucoviscidosiques étaient des
¢tudes réalisées en pédiatrie. A notre connaissance, c’est la premiére fois que la prévalence de

la colonisation aspergillaire définie sur la base de plusieurs prélévements positifs sur une
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période donnée est évaluée dans une population adulte mucoviscidosique. De maniére
intéressante, nous avons montré en analyse univariée que les patients colonisés étaient plus
fréquemment immunisés contre A. fumigatus (Sérologie IgG positive), qu’ils avaient un taux
de polynucléaires sanguins plus bas et des marqueurs de fonction respiratoire meilleurs (durée
de I’antibiothérapie IV) au terme du suivi que les patients non colonisés. Par ailleurs, nous
avons constaté que plus de 50% des patients colonisés a A. fumigatus ne présentaient pas de
marqueurs d’hypersensibilité liés a A. fumigatus. Enfin, chez les patients sensibilisés a 4.
fumigatus, les patients colonisés avaient une évolution respiratoire significativement meilleure
que les patients colonisés.

Ces résultats suggerent qu’il existe 2 grandes catégories de manifestations
aspergillaires : d’une part, les patients présentant une colonisation et/ou une immunisation
sans marqueurs d’hypersensibilité associés et dont le pronostic respiratoire ne serait pas
différent des patients ne présentant aucune atteinte aspergillaire ; et, d’autre part, les patients
présentant une hypersensibilité aspergillaire dont la sensibilisation et I’ABPA formerait un
continuum physiopathologique et chez lesquels 1’évolution vers I’ABPA entrainerait une

morbidité significative.

Nous avons obtenu un faible taux de positivit¢ de la PCR A. fumigatus (35,8%).
Baxter et al. trouvaient un taux de PCR positive de 74% en utilisant une PCR Aspergillus
amplifiant toutes les especes issues du groupe Aspergillus et pouvant donc détecter la
présence d’autres espeéces qu’A. fumigatus et ainsi surestimer la prévalence de PCR positive
(34). Une étude plus récente ayant comparé différents types de PCR dont celle utilisée dans
notre ¢étude pour la détection d’A. fumigatus dans les expectorations de patients
mucoviscidosiques retrouvait un taux de PCR positive de 53,8% pour un taux de culture
positive de 35,3% (36). Nos résultats, discordants avec ceux de la littérature, pourraient étre
dus & un échec technique (difficultés dans le traitement des échantillons, mauvaise
conservation des échantillons).

Le taux de prélévements pour lesquels le GM était positif était fortement élevé dans
notre cohorte (76,1%), ce qui difféere des résultats obtenus par Baxter et al. ainsi que Brandt et
al. qui retrouvaient respectivement 46% et 45,5% de prélévements positifs pour le GM (34)
(35). 1 existe principalement 2 causes de faux positifs pour le GM : la réaction croisée avec le
GM produit par d’autres champignons et la présence de béta-lactamines hémisynthétiques

dans les expectorations. Dans notre cohorte, nous avons identifi¢ 7 patients (5,2 % de la
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cohorte) pour lesquels le dosage du GM était positif alors que la culture fongique et la PCR
¢taient négatives. Chez ces 7 patients, la culture fongique é€tait en revanche positive pour des
champignons impliqués dans une réaction croisée avec le GM d’A. fumigatus (penicillinum,
Geotrichum). De plus, une forte proportion de patients recevait régulicrement des
antibiotiques par voie intraveineuse, dont I’association pipéracilline-tazobactam, pouvant
interférer avec le dosage du GM. Nos résultats suggerent donc que I’utilisation du GM est
faisable en routine mais n’a pas un apport diagnostic significatif (pas de corrélation entre GM
et atteinte aspergillaire), sauf peut-étre pour le sous-groupe de patients présentant une
immunisation. L’utilisation de la PCR semble moins évidente en routine. Une étude récente
soulignait également les difficultés rencontrées avec cette technique pour la détection d’A.

fumigatus dans les expectorations de patients BPCO et colonisés a A. fumigatus (73).

Un des résultats importants de notre étude réside dans les résultats obtenus a partir de
I’analyse en clusters et en particulier ceux obtenus lors de la premicre étape du processus, a
savoir la classification des variables. Nous avons montré que les variables d’hypersensibilité
liée a A. fumigatus étaient statistiquement corrélées les unes aux autres tout comme 1’étaient
entre elles les variables associées a la présence d’A. fumigatus dans les bronches. Ces 2
groupes de variables n’étaient cependant pas reliés entre eux. Ce résultat conforterait
I’hypothéese de I’existence de 2 grands phénotypes aspergillaires : hypersensibilité¢ d’une part
et colonisation/immunisation d’autre part, le premier ayant un pronostic défavorable. Bien
que notre analyse ait permis I’identification de 5 phénotypes (clusters) aspergillaires dont les
caractéristiques cliniques et de suivi corroborent partiellement 1I’hypothése énoncée ci-dessus,
I’adéquation entre les phénotypes (clusters) aspergillaires et la classification clinico-
biologique ne semble pas parfaite, notamment sur le diagnostic d’ABPA qui se retrouve
reparti de maniere équivalente dans 2 clusters différents. Par ailleurs, le faible effectif des
différents clusters a empéché la réalisation d’analyses statistiques et de comparaison entre les
groupes. Néanmoins, les clusters identifiés ne semblent pas présenter une pertinence clinique

supérieure a celles des classifications habituelles.

Les limites de notre étude et D’interprétation des résultats obtenus résident
principalement dans I’effectif insuffisant de la cohorte et la courte durée de suivi. Nos
résultats devraient étre validés sur une plus large cohorte d’adultes mucoviscidosiques,

incluant des patients suivis dans plusieurs centres sur une durée d’au moins deux ans.
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CONCLUSION

En conclusion, notre étude rapporte pour la premicre fois la prévalence et 1’impact
clinique de la sensibilisation et de la colonisation aspergillaire dans la population adulte
mucoviscidosique. Elle suggére également 1’existence de 2 grandes catégories d’atteintes
aspergillaires dont les potentiels évolutifs diffeérent : d’une part les patients présentant des
signes de colonisation et d’immunisation (cultures fongiques positives de manicre répétées,
sérologie positive) sans manifestation d’hypersensibilit¢ ; et d’autre part les patients
présentant des atteintes avec manifestations d’hypersensibilité induite par A. fumigatus.
L’hypersensibilité aspergillaire semble étre un continuum physiopathologique allant de la
sensibilisation a I’ABPA, cette derniére étant associée a une morbidité respiratoire plus
importante. Ces données, si elles étaient confirmées sur une plus large cohorte, suggereraient
que I’instauration systématique d’un traitement antifongique chez les patients présentant une
colonisation ou une immunisation a 4. fumigatus ne serait pas justifié¢ (balance bénéfice risque
défavorable). Une étude randomisée multicentrique serait ensuite nécessaire pour valider cette

hypothese.
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Caractérisation des atteintes aspergillaires broncho-pulmonaires chez les adultes
mucoviscidosiques.

Aspergillus fumigatus (A.f.) est le champignon le plus fréquemment isolé dans les bronches des
patients mucoviscidosiques. Il peut entrainer des atteintes respiratoires allant de la colonisation a
I'aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA). Les données publiées portent essentiellement
sur des populations pédiatriques. Les objectifs de cette étude étaient : (1) déterminer la prévalence
des atteintes aspergillaires et leur impact sur la fonction respiratoire chez les adultes
mucoviscidosiques, (2) étudier les performances du galactomannane (GM) et de la PCR A.f. dans
les expectorations et (3) évaluer la pertinence clinique d’une nouvelle classification issue d'une
analyse en clusters. Nous avons inclus 134 patients dans cette cohorte prospective. La
sensibilisation aspergillaire était I'atteinte la plus fréquente (35,8%), devant 'ABPA qui était
retrouvée chez 16,4% des patients. Toutes deux semblaient associées a un déclin plus rapide de la
fonction respiratoire. La colonisation a A.f. n’était pas associée a une accélération du déclin de la
fonction respiratoire. La culture fongique était positive pour A.f. chez 47% des patients alors que la
PCR n’était positive que dans 35,8% des cas. Le dosage du GM dans les expectorations était
positif chez 76,1% des patients et n’était pas spécifique d’une atteinte aspergillaire. Parmi les cing
phénotypes aspergillaires identifiés par I'analyse en clusters, ceux présentant des marqueurs
d’hypersensibilité aspergillaire semblaient avoir un pronostic respiratoire plus défavorable. Ces
résultats montrent que I'’hypersensibilité induite par A.f serait un facteur de comorbidité chez les
patients adultes mucoviscidosiques. lls suggerent que la colonisation a A.f. n'aurait pas d’'impact
sur la fonction respiratoire chez ces patients.

Mots clés : Aspergillus fumigatus, Aspergillose broncho-pulmonaire allergique, Galactomannane,
Mucoviscidose, Sensibilisation aspergillaire

Clinico-biological presentation of pulmonary aspergillosis in adult patients with cystic
fibrosis.

Aspergillus fumigatus (A.f) is the most common fungi isolated in adult cystic fibrosis (CF) patients. A
wide range of clinico-immunological presentations have been reported, from asymptomatic
colonization to allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA). Most available published data on
pulmonary aspergillosis in CF patients come from pediatric cohort. Our objectives were (1) to
determine the prevalence of pulmonary aspergillosis manifestations and their impact on lung
function in adults with CF, (2) to evaluate the performance of sputum galactomannan (GM) and
real-time PCR to detect A.f, and (3) to assess the clinical relevance of a new classification built with
cluster analysis. We conducted a monocentric prospective study including 134 adults with CF. A.f
sensitization was highly prevalent (35.8%) and ABPA was present in 16.4% of patients. Both
conditions were associated with worse lung function decline. A.f colonization was not associated
with accelerated lung function decline. Fungal culture was overall positive in 47% of patients
whereas sputum A.f. PCR was positive in only 35.8% of patients. Sputum GM was positive in 76.1%
patients and was not correlated to a specific aspergillosis-related manifestation. Among the 5
phenotypes identified with cluster analysis, those with high A.f. hypersensitivity markers had worse
lung function decline. These findings confirm that A. fumigatus-related and ABPA occur frequently
and are associated with worse lung function in adults with CF. They also suggest that A.f
colonization has no impact on lung function in adults with CF.

Keywords: Aspergillus fumigatus, Allergic bronchopulmonary aspergillosis, Cystic fibrosis,
Galactomannan, Sensitization.
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