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ABREVIATIONS

ABPA : Aspergillose Broncho-Pulmonaire Allergique
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ERCEF : European Epidemiologic Registry of Cystic Fibrosis
ESCF : North American Epidemiologic Study of Cystic Fibrosis
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IL : Interleukine

MBL : Mannose-Binding Lectin

PBS : Phosphate Buffered Saline
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VC : Volume Courant

VR : Volume Résiduel

VRE : Volume de Réserve Expiratoire

VRI : Volume de Réserve Inspiratoire

VEMS : Volume Expiratoire Maximal en une Seconde

WB : Western Blot



INTRODUCTION

L’aspergillose broncho-pulmonaire allergique est une pathologie touchant
essentiellement des sujets immunocompétents et compliquant le plus souvent un asthme ou
une mucoviscidose.

Son diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et

radiologiques.

Actuellement, la recherche des anticorps aspergillaires (I’'un des critéres
diagnostique de 1I’ABPA) est confirmée au CHU de Nancy par la technique de co-
¢lectrosynérese. Cependant, cette technique est longue et difficile a interpréter. De plus,
certains réactifs tendent a ne plus étre commercialisés. Ainsi, le laboratoire doit mettre en

place une nouvelle méthode de confirmation sérologique.

Les objectifs de travail seront de caractériser la population de patients atteints
d’ABPA au CHU de Nancy, et de mettre en place une nouvelle technique de confirmation
sérologique du diagnostic d’ABPA au sein de la plateforme de sérodiagnostic du CHU de
Nancy — Brabois.

Dans un premier temps, une synthese des données actuelles disponibles dans la
littérature scientifique sur I’ABPA sera réalisée, en détaillant notamment les différents
moyens diagnostiques ainsi que les mesures thérapeutiques envisageables.

Ensuite, les caractéristiques des patients atteints d’une ABPA dans notre centre, le
CHU de Nancy, seront déterminées et confrontées aux données nationales et internationales
concernant cette pathologie et ce terrain spécifique.

Enfin, la comparaison de méthode et I’étude des performances de la technique
Western Blot seront présentées pour déterminer si cette méthode sera retenue en pratique

clinique dans notre centre.
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PARTIE I

L’ASPERGILLOSE BRONCHO-PULMONAIRE
ALLERGIQUE :

DONNEES DE LA LITTERATURE
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1. Généralités

Aspergillus est un champignon sporiféere commun, fréquemment retrouvé dans les
déchets organiques, la poussiére et les composts. Différentes espéces existent, mais
Aspergillus fumigatus, pathogéne ubiquitaire pouvant coloniser 1’arbre bronchique, est
responsable de 80 % des infections chez ’Homme (1). Différents tableaux cliniques peuvent
étre décrits en fonction des pathologies sous-jacentes tels que :

- P’aspergillome chez des patients ayant des cavernes pulmonaires préexistantes ;

- l’aspergillose chronique nécrosante chez ceux ayant une immunodépression
légere ou une maladie pulmonaire chronique ;

- aspergillose invasive dans des cas d’immunodépression sévere ;

- aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA).

Durée
d'évolution de < | mois 1-3 mois = 3 moils
I"aspergillose

A : ABPA

Fré Aspergillose S . ]]' :

e quence ' i o Sinusite allergique
q invasive algué . gq_ e
des Asthme sévére sensibilisé

aspergilloses

Aspergillose invasive
subaigug/ ACN

Aspergilloses
pulmonaires chroniques
Aspergillome

Défaut de la fonction Hyperactivité immune
Immunitaire

Figure 1 : Différents types d'aspergillose, avec leur durée d'évolution,
en fonction de I'état immunitaire du patient (2)

Cette derniére entité résulte d’une réaction complexe d’hypersensibilité vis-a-vis
d’Aspergillus  fumigatus. Elle survient chez des patients non immunodéprimés,

essentiellement asthmatiques ou atteints de mucoviscidose.
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En réalité, bien qu’4. fumigatus soit le principal agent pathogéne dans I’ABPA,
plusieurs autres espéces du genre Aspergillus peuvent étre responsables de la maladie
notamment A. flavus, A. nidulans et A. niger (3).

L’inhalation de spores a partir de 1’environnement entraine le développement
d’hyphes aspergillaires au niveau du mucus bronchique. Ceci induit une réponse immune par
I’intermédiaire de lymphocytes T (Th2 CD4+) et la production d’immunoglobulines (Ig) E, G
et A (4).

Cliniquement, I’ABPA se caractérise par une altération de la clairance
mucociliaire, des impactions mucoides, une obstruction des voies aériennes et des infiltrats
pulmonaires. Elle est marquée par des épisodes séveéres d’inflammation et d’obstruction
bronchique pouvant mener, a terme, a une destruction tissulaire avec [’apparition de
bronchectasies. Les exacerbations sont entrecoupées de périodes de rémissions plus ou moins
longues. Au stade terminal, la maladie peut aboutir a une fibrose irréversible (5).

Le diagnostic est établi grace a un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et
radiologiques.

La maladie reste cependant sous-diagnostiquée dans plusieurs pays, voire
diagnostiquée a tort comme une tuberculose pulmonaire dans les pays en voie de
développement (6). Il existe de plus un retard de dix ans entre I’apparition des symptomes et
la confirmation du diagnostic d’ABPA (7).

Le traitement de I’ ABPA repose essentiellement sur la corticothérapie systémique
associée a I’itraconazole (8,9). D’autres molécules commencent également a faire preuve de

leur efficacité.
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2. Epidémiologie

L’ABPA a été décrite pour la premicre fois par Hinson et Peppys, en 1952, sur
une série de huit patients asthmatiques originaires du Royaume-Uni (10). Aux Etats-Unis, les

premiers cas ont été identifiés dans les années 1970 (11,12).

A. Prévalence

La prévalence de ’ABPA s’¢tend de 1 a 8 % chez les patients asthmatiques, et
elle survient surtout chez les adultes (13). Dans la mucoviscidose, elle touche principalement
les enfants de plus de six ans (14), les adolescents et les adultes, avec une prévalence allant de
6a25% (15).

D’aprés le registre épidémiologique de la mucoviscidose, la prévalence globale de
I’ABPA en Europe était de 7,8 % en 2000, avec des écarts variables selon les pays, allant de
2,1 % en Suede a 13,6 % en Belgique (14,16). Elle est moindre aux Etats-Unis (2 %)(17).

En France, elle est le plus souvent rencontrée dans les régions du Nord, alors

qu’elle est plus rare dans les régions méridionales (18).
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B. Facteurs prédisposants

Les facteurs prédisposants décrits dans la littérature different selon la pathologie

d’origine, que ce soit la mucoviscidose ou 1’asthme.

a) Chez les patients mucoviscidosiques

Dans ’ESCF (North American Epidemiologic Study of Cystic Fibrosis) (17) et
I’ERCF (European Epidemiologic Registry of Cystic Fibrosis) (16), une augmentation de la
prévalence de I’ABPA a été notée chez plusieurs catégories de patients :

- les enfants de plus de 6 ans ou les adolescents,

- ceux ayant des fonctions respiratoires faibles, des sifflements respiratoires et

une infection chronique microbienne a Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Strenotrophomonas maltophilia et Candida albicans.
Chacun de ces criteres peut ainsi étre considéré comme facteur favorisant I’ABPA.

L’atopie (définie par un taux d’IgE > 1000 UI/mL) est considérée comme étant un
facteur de risque majeur pour le développement d’une ABPA. En effet, chez les patients
atopiques , la prévalence de I’ABPA est de 22 % alors que chez les non atopiques, elle est
seulement de 2 % (19).

Bien que A4. fumigatus soit assez fréquemment isolé dans les crachats des patients

mucoviscidosiques (9 — 57 %) (17), sa simple présence n’est pas associ¢e a I’ABPA (20).

b) Chez les patients asthmatiques

Tous les asthmatiques ne développent pas une ABPA malgré 1’exposition a un
méme milieu. Les facteurs environnementaux ne sont pas les seuls a 1’origine de la maladie de
méme que 1’atopie, responsable de la grande majorit¢ des cas d’asthme dans les pays
développés.

De plus, selon Marchand et a/, les individus ayant une mutation du gene CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) sont plus a risque de développer une ABPA.
Cette méme ¢tude a également montré qu’une ou plusieurs mutations du géne CFTR, en

association avec des facteurs environnements et génétiques, pourraient étre impliquées dans la
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pathogénése de I’ABPA, chez des sujets n’ayant pas les critéres cliniques de la mucoviscidose

ni méme de ’asthme (21).

¢) Facteurs prédisposants communs a ’asthme et a 1a mucoviscidose

D’apres Chauhan et al, les antigénes HLA-DR, DR2 et DRS, et probablement les
antigénes HLA-DR4 et DR7, contribueraient a cette susceptibilité. Au contraire, HLA-DQ2
serait associé a une protection vis-a-vis de I’affection (22,23).

De plus, des polymorphismes au niveau de la région du collagéne de la protéine
A2 du surfactant pulmonaire (SP-A2 G1649C et SP-A2 A1660G) et de I'IL-4RA pourraient
aussi étre impliqués dans la prédisposition au développement de I’ABPA (21,24).
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3. Physiopathologie

Les mécanismes liés a I’ABPA ne sont pas entierement connus et sont assez
diversifiés. Des taux importants d’exposition aux spores aspergillaires seraient associés a des
exacerbations d’ABPA.

Au cours de I’ABPA, I’inhalation de spores est suivie du développement d’hyphes
aspergillaires avec induction d’une réponse lymphocytaire T (Th2 CD4+) et de la production

d’anticorps (IgE médiée [type I] et IgG médiée [type III]) (4).

A. Différence ABPA / Hypersensibilité a Aspergillus

L’hypersensibilité a Aspergillus (ou Aspergillus Sensitization) (AS) est une entité
particuliére essentiellement décrite dans des populations de patients asthmatiques et parfois
dans des populations de patients atteints de mucoviscidose.

Elle peut étre définie par la présence d’une réaction d’hypersensibilit¢ immédiate
cutanée contre des antigénes d’A. fumigatus. Ce qui équivaut a la présence d’IgE spécifiques a
A. fumigatus (25).

L’aspergillose broncho-pulmonaire allergique est un stade avancé de I’AS, ’AS
étant la premiére étape pathogénique dans le développement de I’ABPA.

Contrairement a celle de I’ABPA, la prévalence de I’AS est beaucoup plus ¢€levée,
allant de 5,5 % (selon Ma ef al.(26)) a 38,5 % (selon Agarwal et al.(27)), dans des populations

de patients asthmatiques.

B. Pathogénicité / Facteurs de virulence

Les conidies fongiques sont immunologiquement inertes en raison de la présence
d’hydrophobines de surface qui empéchent la reconnaissance immunitaire des spores
fongiques (28). Cependant, la clairance défectueuse des conidies dans 1’asthme ou la
mucoviscidose leur permet de germer et de produire ainsi des tubes germinatifs qui donneront
des hyphes. Chez les patients sains, ces formes sont détruites par les polynucléaires
neutrophiles. Les macrophages présents au niveau des voies respiratoires reconnaissent les

champignons par I’intermédiaire de PRRs (Pattern Recognition Receptors) comme les TLRs
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(Toll-Like Receptors) et la MBL (Mannose-Binding Lectin), qui déclenchent la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (29).
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Figure 2 : Schéma des différents acteurs de la réponse de ’hote
a I’inhalation de conidies d’Aspergillus (29).

Dans I’ABPA, il est supposé que des défauts dans I’immunité innée et adaptative
entrainent la persistance d’A4. fumigatus.

Dans 1’asthme, les conidies d’A. fumigatus inhalées (et occasionnellement
d’autres champignons) sont capables de persister et de germer, conduisant a la croissance
fongique. A. fumigatus libére une variété de protéines qui favorise la libération de cytokines
pro inflammatoires (interleukine [IL] 6 et IL8) par I’épithélium des voies respiratoires
(30,31). En outre, certaines protéases aspergillaires sont directement toxiques pour
I’épithélium pulmonaire entrainant un détachement des cellules épithéliales et une mort
cellulaire. Cette cascade d’événements active le systéme immunitaire inné pulmonaire menant

a la production de diverses cytokines inflammatoires (5).
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Ces derniers ¢léments favorisent également le développement de I’ABPA chez les
patients atteints de mucoviscidose. De plus, 1’altération de la clairance d’un mucus anormal
dans la mucoviscidose fagonne 1’environnement dans lequel A. fumigatus colonise les voies
respiratoires pouvant ainsi favoriser le développement de I’ABPA. En raison de
I’augmentation du mucus dans les voies respiratoires, les spores inhalées sont piégées. La
présence continue de I’allergéne conduit a une inflammation des voies aériennes respiratoires

et a la persistance de 1ésions pulmonaires ultérieures (3).

C. Immunité

L’exposition des antigénes d’A4. fumigatus aux cellules dendritiques pulmonaires
active les cellules Th naives en cellules T spécifiques d’Aspergillus. La réaction immunitaire
de I’hote a Aspergillus est une réponse lymphocytaire Thl CD4+.

Cependant, la réponse immunitaire dans ’ABPA et I’AS (qui est quantitativement
plus importante dans I’ABPA) est une réponse lymphocytaire Th2 CD4+ avec sécrétion de
cytokines IL-4, IL-5 et IL-13. La réponse Th2 entraine une réaction inflammatoire profonde
avec afflux de diverses cellules inflammatoires (incluant polynucléaires neutrophiles et
¢osinophiles), une prolifération mastocytaire ainsi que la synthése d’IgE, d’IgA et d’IgG
(totales et spécifiques d’A. fumigatus) par les lymphocytes B (5). Cette synthése
d’immunoglobulines a lieu dans le sang et dans I’arbre respiratoire. Les taux d’anticorps
spécifiques de type IgE et IgA sont plus élevés dans le liquide broncho-alvéolaire (LBA) que
dans le sang, suggérant une synthese locale, contrairement aux anticorps IgG anti-Aspergillus
fumigatus (32).

Les patients avec ABPA développent plus fréquemment une réponse [L4+CD3+T
(aprés stimulation par Asp f2, {3, f4 de lymphocytes circulants) comparativement aux

asthmatiques sensibilisés a Aspergillus (33).
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4, Diagnostic

A. Criteres diagnostiques

Le diagnostic d’ABPA se fait sur un faisceau de critéres cliniques, radiologiques
et biologiques. Cette infection touchant surtout les patients asthmatiques et ceux atteints de

mucoviscidose, des critéres diagnostiques ont été établis selon la pathologie préexistante.

a) Chez ’asthmatique

Selon Greenberger, huit critéres ont été définis, certains étant déterminants (3) :
- Asthme ;

- Tests cutanés positifs envers Aspergillus fumigatus en lecture immédiate ;

- IgE totales ¢élevées (>1000 UI/mL) ;

- Présence d’IgE spécifiques envers A. fumigatus ;

- Présence d’anticorps précipitants IgG envers A. fumigatus ;

- Elévation des IgG sériques vis-a-vis d’A4. fumigatus ;

- Eosinophilie sanguine ;

- Infiltrats pulmonaires ;

- Bronchectasies proximales.

Une réactivité cutanée immédiate contre A. fumigatus est presque systématique,
tandis qu’une réactivité¢ retardée n’est observée que dans 16 a 33 % des cas. Une
hyperéosinophilie au niveau du sang ou des expectorations peut étre observée au diagnostic
ou pendant les périodes d’exacerbations en 1’absence de corticoides. Aspergillus fumigatus
n’est présent dans les expectorations que dans 50 % des cas (3).

Les tests les plus pertinents sont les dosages des IgE totales sériques, des IgG et
IgE spécifiques d’A4. fumigatus et la recherche d’anticorps précipitants. L’importance des
anticorps spécifiques est fonction du traitement, de 1’dge et du stade de ’ABPA. En effet, le
taux d’IgE totales sériques diminue chez les patients atteints d’ABPA généralement 2 mois

apres un traitement par corticoides oraux bien conduit (34).
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b) Chez le patient mucoviscidosique

Le diagnostic d’ABPA dans la mucoviscidose est difficile. En effet, les critéres
diagnostiques décrits par Greenberger (3) correspondent a des manifestations souvent
partagées et rencontrées au cours de la mucoviscidose.

Afin de délimiter le flou diagnostique et de permettre un diagnostic précoce de la
maladie, la « Cystic Fibrosis Foundation » a proposé, en 2003, un certain nombre de critéres
(8). Dans le cas classique, il s’agissait de :

1. Détérioration clinique aigué ou subaigué€ (toux, sibilants, majoration de
I’expectoration, dégradation de la tolérance a I’exercice ou de la fonction respiratoire) non
attribuable a une autre étiologie;

2. Réactivité immédiate (cutanée ou sérique) a A. fumigatus :

- Cutanée : papule avec un diameétre > 3 mm au prick test, encerclée par un
érythéme, en 1’absence de traitement par antihistaminique,

- Sérique : présence d’IgE spécifique a A. fumigatus;

3. IgE sériques totales supérieures a 1000 UI/mL (2400 ng/mL), a moins que le
patient soit sous corticothérapie systémique (si c’est le cas, refaire le test a D’arrét du
traitement) ;

4. Anticorps précipitants ou IgG sériques anti-A. fumigatus ;

5. Anomalies nouvelles ou récentes observées sur la radiographie thoracique
(infiltrats ou quantité¢ de mucus) ou la tomodensitométrie thoracique (bronchectasies) qui ne

disparaissent pas apres la prise d’antibiotiques et la physiothérapie standard.

Dans les formes plus frustes, les critéres minimums pour le diagnostic étaient :

1. Détérioration clinique aigué ou subaigué (toux, sibilants, majoration de
I’expectoration, dégradation de la tolérance a I’exercice, modification de la fonction
respiratoire) non attribuable a une autre étiologie;

2. Réactivité immédiate (cutanée ou sérique) a A. fumigatus :

—> Cutanée : papule avec un diameétre > 3 mm au prick test, encerclée par un
érythéme, en 1’absence de traitement par antihistaminique,

—> Sérique : présence d’IgE spécifique a 4. fumigatus in vitro;

3. IgE sériques totales supérieures a 500 UI/mL (1200 ng/mL). Si une ABPA est

suspectée et si le taux d’IgE totales est compris entre 200 et 500 UI/mL, il est recommand¢ de
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répéter le test entre 1 et 3 mois. Si le patient est sous corticothérapie systémique, refaire le test
a I’arrét du traitement ;

4. Un des critéres suivants : (a) présence de précipitines ou d’IgG vis-a-vis d’A4.
fumigatus ; ou (b) anomalies nouvelles ou récentes observées sur la radiographie thoracique
(infiltrats ou quantité de mucus) ou la tomodensitométrie thoracique (bronchectasies) qui ne

disparaissent pas apres la prise d’antibiotiques et la physiothérapie standard

Ainsi, a été mise en place une conférence de consensus pour le dépistage de

I’ABPA chez les patients atteints de mucoviscidose (8). Celle-ci recommande de :

1.  Maintenir un niveau ¢levé de suspicion d’ABPA chez les patients de plus de
Six ans.
2. Déterminer la concentration sérique d’IgE totales annuellement. Si cette

concentration est supérieure a 500 Ul/mL, réaliser un test de réactivité
immédiate a A. fumigatus (cutané ou sérique). Si les résultats sont positifs, il
faut considérer le diagnostic sur la base des critéres mineurs.

3. Si la concentration en IgE totales est comprise entre 200 et 500 Ul/mL,
répéter le dosage si il y a une suspicion accrue d’ABPA, par exemple une
exacerbation de la maladie, et effectuer d’autres tests diagnostiques (test de
réactivité immédiate cutanée vis-a-vis d’A4. fumigatus, IgE spécifiques et IgG
spécifiques vis-a-vis d’A. fumigatus, précipitines sériques et imagerie

thoracique).

¢) Proposition de nouveaux criteres diagnostiques par Rithest Agarwal

(ISHAM working group) :

En 2013, Agarwal et al ont proposé de nouveaux critéres pour le diagnostic

d’ABPA combinant les patients asthmatiques et ceux souffrant de mucoviscidose (5):

1. Facteurs prédisposants : asthme bronchique, mucoviscidose

2. Criteres obligatoires (tous doivent étre présents) :

Réaction cutanée d’hypersensibilité immédiate vis-a-vis d’Aspergillus fumigatus
ou taux ¢€leveé d’IgE spécifiques anti-A. fumigatus ;

Taux d’IgE totales élevé (>1000 UI/mL)
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3. Associés a au moins deux de ces critéres :

Présence de précipitines ou d’IgG spécifiques anti-A. fumigatus ;
Anomalies radiologiques pulmonaires compatibles avec I’ABPA (transitoires ou
permanentes) ;

Eosinophilie >0,5 G/L en 1’absence d’imprégnation par des corticoides.

Il est précisé que si un patient présente tous les « autres critéres », un taux d’IgE

<1000 UI/mL peut étre acceptable.

B. Clinique

L’ABPA se manifeste plus fréquemment chez de jeunes adultes et fait
généralement suite & un asthme qui devient corticodépendant et difficile a controler (crises
bronchospastiques, majoration de la dyspnée...). Elle se présente aussi avec des symptomes
atypiques tels que la fievre, des malaises, une altération de I’état général (surtout une asthénie
et un amaigrissement), des expectorations purulentes, des hémoptysies, des expectorations
brunes ou noiratres de moules bronchiques, une majoration de la toux et des sifflements
respiratoires ou une douleur thoracique (4). Une condensation pulmonaire, en 1’absence
d’infection bactérienne, peut étre observée (35).

Chez les patients mucoviscidosiques, qui, a terme, sont colonisés par plusieurs
souches bactériennes pouvant étre responsables de symptdmes similaires, ’ABPA doit étre
suspectée devant une réponse inefficace a I’antibiothérapie intraveineuse.

Les patients peuvent aussi étre asymptomatiques et ’ABPA sera découverte de
maniere fortuite sur des examens réalis€s en routine.

Elle peut également étre diagnostiquée a un stade plus avancé de la maladie, voire
par une complication comme 1’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (36).

Durant les périodes d’exacerbations de I’ABPA, les patients sont symptomatiques

et présentent une fievre, des hémoptysies et une toux productive.

C. Imagerie

Les anomalies radiologiques présentes au cours de I’ABPA peuvent étre labiles ou

fixées. Parmi les Iésions labiles, sont distingués les infiltrats, les impactions mucoides et
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I’atélectasie. Les Iésions fixées sont dominées par les bronchectasies (dilatations des
bronches) surtout présentes au niveau des lobes supérieurs avec une topographie centrale.
Elles sont surtout de formes cylindriques et plus rarement de formes kystiques ou
variqueuses, bien que ces deux dernic¢res soient plus typiques de I’ABPA (8). Au stade
terminal, d’autres lésions fixées surviennent comme la fibrose pulmonaire et les images
cavitaires.

Ces lésions s’observent essentiellement par radiographie et tomodensitométrie

thoracique.

a) Radiographie thoracique
- Généralités
La radiographie thoracique standard ne constitue pas en soi un bon examen pour
le diagnostic d’ABPA. Elle peut néanmoins étre un bon outil pour le suivi de patients

souffrant d’ABPA sous corticothérapie.

- Particularités chez les enfants atteints de mucoviscidose

Des infiltrats pulmonaires transitoires ou persistants sont visibles a la
radiographie. Ils sont habituellement distribués au niveau des zones pulmonaires moyennes et
quelquefois au niveau des lobes supérieurs (37,38). Ces anomalies peuvent également étre
observées chez des patients mucoviscidosiques en 1’absence d’ABPA. Cependant, dans un
contexte clinique d’ABPA chez un patient souffrant de la mucoviscidose, I’apparition de
nouveaux infiltrats pulmonaires sur une radiographie pulmonaire est significative.

Il est également suggéré que la disparition, partielle ou totale, des infiltrats
pulmonaires avec une corticothérapie orale peut étre un bon moyen d’identifier les infiltrats

dus a ’ABPA (39).
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10 weeks later

6 weeks later

Figure 3 : Exemples d’infiltrats pulmonaires (fléches) chez des enfants mucoviscidosiques atteints d’ABPA
qui disparaissent sous corticothérapie orale et traitement antifongique (aprés 10 semaines [A,B] ou 6
semaines [C,D]) (39).

b) Tomodensitométrie (TDM) thoracique

- Généralités

La tomodensitométrie thoracique détecte des anomalies non apparentes sur une
radiographie standard, permet une meilleure évaluation de la structure et de la distribution des
bronchectasies et constitue I’examen d’imagerie de choix (40).

Les anomalies rencontrées couramment sur le TDM thoracique incluent les
bronchectasies, les impactions mucoides, les nodules centrolobulaires, les micronodules « en
mimosa » (tree-in-bud patterns) ainsi que la fibrose pleuro-pulmonaire traduisant une
aspergillose pulmonaire chronique (41,42). Des anomalies plus rares peuvent également étre
retrouvées : opacités nodulaires miliaires, opacités périhilaires simulant une

lymphadénopathie hilaire, effusions pleurales... (40)
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La présence de bronchectasies centrales avec un rétrécissement périphérique des
bronches semble typique de I’ABPA. Cependant, ces bronchectasies peuvent s’étendre en
périphérie, et, de plus, des bronchectasies périphériques ont été décrites dans 26 a 39 % des
lobes présentant des bronchectasies (42,43). D’autres études sont assez contradictoires a
propos de ce sujet (42-46). Le groupe expert a également estimé que les bronchectasies
centrales devraient étre considérées comme une complication de I’ABPA et non comme un

critére diagnostique (40).

Figure 4 : Fenétre pulmonaire d’un TDM thoracique montrant des bronchectasies s’étendant jusqu’a la
périphérie (fléches) et des impactions mucoides a I’intérieur des cavités bronchectasiques du poumon
gauche (éclair) (40).

L’impaction mucoide des voies respiratoires est un criteére habituellement retrouvé
dans I’ABPA. Les bouchons muqueux dans cette pathologie sont généralement hypodenses
mais peuvent étre hyperdenses chez 20 % des patients (43). Une hyperdensité spontanée du
bronchogramme (High-attenuation mucous plugging : HAM), définie comme un mucus
visuellement plus dense que le muscle squelettique paravertébral, est un critére
pathognomonique de I’ABPA (27). L’HAM demeure un signe radiologique important pour le
diagnostic différentiel par rapport aux autres causes de bronchectasies. Ainsi sa présence

confirme que I’ABPA est la cause des bronchectasies sous-jacentes.
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Figure 5 : A gauche ; fenétre médiastinale d’un TDM thoracique montrant la présence de mucus
hautement atténué (fleche en gras) avec, a droite, la correspondance avec la fenétre pulmonaire.
En effet, le mucus est visuellement plus dense que les muscles para-vertébraux (astérisque noire) (40).

- Particularités chez les enfants atteints de mucoviscidose

La tomodensitométrie thoracique est considérée comme plus sensible pour
détecter les modifications vues dans la mucoviscidose et I’ABPA. Une haute atténuation des
bouchons muqueux a ¢été décrite comme une caractéristique de I’ABPA mais pas
réguliérement dans la mucoviscidose (47,48). Cependant, des impactions mucoides avec une
atténuation normale et des nodules centrolobulaires vus au scanner peuvent étre observés dans
la mucoviscidose chez des patients souffrant ou non d’ABPA (39).

La présence de bronchectasies centrales est une des caractéristiques principales de
I’ABPA, mais ce type de bronchectasie (associ¢ a des bronchectasies périphériques) est vu
habituellement dans la mucoviscidose compliquée ou non d’ABPA. Toutefois, la
prédominance d’une distribution centrale en 1’absence de bronchectasies périphériques est en

faveur d’ABPA (46,49).

¢) Classification des formes radiologiques selon Rithest Agarwal, 2013 (5)

En se basant sur les classifications de Greenberger et Kumar, ainsi que sur une
é¢tude d’Agarwal, ce dernier et le groupe d’experts ont class¢ I’ABPA en quatre stades
radiologiques :

- ABPA-S (ABPA sérologique) : Tous les critéres diagnostiques de I’ABPA sont

présents mais il n’y a pas d’anomalie sur le TDM en rapport avec ABPA.
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- ABPA-B (ABPA avec bronchectasies) : Tous les critéres diagnostiques de
I’ABPA sont présents y compris les bronchectasies visibles sur le TDM. Elles sont plutdt
proximales, mais également distales.

- ABPA-HAM : Tous les criteres diagnostiques de ’ABPA sont présents y
compris les impactions mucoides a mucus hyperdense.

- ABPA-CPF: ABPA avec au moins deux a trois des critéres radiologiques
suivants : aspect de fibrose pulmonaire voire pleurale, 1ésions fibro-cavitaires, aspergillomes,

en I’absence d’impaction mucoide ou d’hyperatténuation du mucus.

D. Fonction respiratoire

L’¢étude de la fonction respiratoire est nécessaire lors du diagnostic et du suivi ou
lors des signes d’exacerbation, mais ne peut étre utilisée seule dans I’évaluation de la réponse
au traitement (4).

Le test de provocation bronchique avec des antigénes aspergillaires n’est, bien

stir, pas recommandé, puisqu’il peut provoquer un bronchospasme fatal (50).

a) Spirométrie

La spirométrie explore les volumes pulmonaires mobilisables, notamment le
VEMS, volume expiratoire maximum au cours de la premicre seconde lors d’une expiration
forcée, a partir de la capacité pulmonaire totale (CPT) et de la capacité vitale forcée (CVF) et

lente (CVL).
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Figure 6 : volumes et capacités pulmonaires

Volume courant (VC) : volume d’air mobilisé a chaque cycle respiratoire, pendant

une inspiration ou une expiration normale.

Volume de réserve inspiratoire (VRI) : volume d’air pouvant étre mobilisé au-dela
du volume courant pendant une inspiration profonde (forcée).

Volume de réserve expiratoire (VRE) : volume d’air supplémentaire pouvant étre
expiré apres une expiration normale.

Capacité vitale (CV) : Somme des trois volumes précédents. Elle représente le
volume d’air maximal que les poumons peuvent mobiliser, lors d’une inspiration forcée a

partir du volume résiduel (VR), ou d’une expiration forcée a partir de la capacité pulmonaire

totale (CPT)
Volume résiduel (VR) : Volume d'air se trouvant dans les poumons a la fin de

l'expiration forcée. Autrement dit, le volume qu'il est impossible d'expirer. Il est impossible de

mesurer ce volume avec des tests de spirométrie.

Capacite¢ vitale forcée (CVF) : Volume d'air expulsé avec force jusqu'au volume
résiduel (VR) a partir de la capacité pulmonaire totale (CPT). La CVF se mesure de la
maniére suivante: le patient est assis ou debout, il inspire a fond et souffle le plus rapidement

possible tout I’air de ses poumons dans le spirométre.
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Figure 7 : Détermination du VEMS et de la CVF

Dans ’ABPA, des réductions des volumes, notamment le VEMS, sont observées
au moment du diagnostic, lors des exacerbations et chez les patients au stade de fibrose (51).
L’obstruction, définie par une diminution du rapport VEMS/CVF < 0,7, est

aggravée lors des exacerbations.

b) Tests pharmacologiques

La réversibilité du trouble ventilatoire obstructif (mesurée par le VEMS), apres
I’administration d’un bronchodilatateur (B2 agoniste ou anti-cholinergique) est moins

fréquente et moins importante dans I’ABPA, comparée a celle des patients asthmatiques (52).

¢) Etude des échanges gazeux au repos : transfert pulmonaire des gaz

La technique consiste a inhaler une quantité¢ connue de CO, de réaliser une apnée
de 10 secondes, puis d’expirer. En retranchant la partie qui est expirée aprés I’apnée de la
quantité totale de CO, la quantité qui a diffusé est alors connue. Toute valeur de DLCO < 70
% de la valeur théorique est considérée comme pathologique.

Le transfert du CO explore le systéme respiratoire dans sa globalité (ventilation,
diffusion, circulation, hémoglobine). Le transfert du CO dépend donc du volume alvéolaire

(VA) disponible pour sa diffusion.
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Dans I’ABPA, une diminution de la capacité de diffusion pulmonaire est surtout

observée au cours des périodes d’exacerbations et lors du stade de fibrose (51).

Cependant, les test de fonctions respiratoires peuvent étre normaux dans ’ABPA

et une spirométrie normale ne doit pas exclure le diagnostic (43).

E. Biologie

a) Microbiologie

Dans I’ABPA, Aspergillus fumigatus est présent dans seulement 50 % des cas au
niveau des expectorations (53).

Chez les patients atteints de mucoviscidose, la prévalence se situe entre 10 et 60 %.
En effet, elle varie en fonction du degré d’exposition aux spores ; les personnes vivant dans
des zones rurales ou dans des logements mal ventilés ont de plus haut taux de colonisation
(17). I y a un taux plus élevé de colonisation a Aspergillus fumigatus chez les patients atteints
de mucoviscidose et souffrant d’ABPA. D’apres ’ERCF, la colonisation par A. fumigatus est
présente chez 45 % des patients atteints d’ABPA, comparée a 16 % chez ceux sans ABPA
(54).

b) Hyperéosinophilie

Une hyperéosinophilie au niveau du sang ou des expectorations peut étre observee
lors du diagnostic ou lors des exacerbations en 1’absence de corticoides. Dans les
expectorations, elle peut s’élever jusqu’a 3 G/L (53).

Une éosinophilie sanguine > 0,5 G/L était considérée comme un critére majeur de
I’ABPA. Cependant, une ¢tude récente a démontré que seulement 40 % des patients atteints
d’ABPA avait une €osinophilie > 0,5 G/L au moment du diagnostic (55), ainsi un taux faible
d’éosinophiles n’exclut pas une ABPA. Dans I’ABPA, I’éosinophilie pulmonaire constitue un
meilleur parametre que 1’éosinophilie sanguine, bien qu’il existe une faible corrélation entre
les deux (56,57).

Une hyperéosinophilie est commune dans beaucoup d’autres pathologies

(allergiques, parasitaires, hémopathies...). Sa spécificité est par conséquent médiocre.
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De plus, les patients sous corticothérapie orale peuvent avoir un taux faible ou
normal d’éosinophiles.

Enfin, chez les patients atteints de mucoviscidose, 1’hyperéosinophilie a un rdle
limité dans le diagnostic d’ABPA. En effet, une hyperéosinophilie peut étre présente chez ce

type de patient et serait due a une infection chronique a 4. fumigatus plutoét qu’a I’ABPA (8).

¢) Prick tests

Une réaction cutanée d’hypersensibilité immédiate aux antigénes d’A. fumigatus est
caractéristique d’ABPA, et correspond a la présence d’IgE spécifiques a A. fumigatus. Le test
peut étre réalisé aussi bien par un prick test cutané que par une injection intradermique. Dans
la plupart des cas, le prick test cutané sera réalisé¢ en premiere intention. Il s’agit d’un test
facile, rapide et peu onéreux.

La sensibilité du test est de 90 % pour le diagnostic d’ABPA (58).

Dans la plupart des cas, le prick test servant a la détection d’Aspergillus est assez
sensible pour que I’absence d’un test positif diminue la probabilit¢ du diagnostic d’ABPA.
Cependant, sa spécificité est modérément faible : une réaction positive ne signifie pas
forcément ABPA. La prévalence d’une réaction cutanée a Aspergillus est de 23 a 28 % chez
les patients asthmatiques (13). Les patients atteints d’asthme sévére peuvent donc étre
faussement positifs ou avoir une réponse exagérée a 1’allergéne testé, alors que ceux ayant
pris un traitement antihistaminique dans les dernicres 24-48 heures peuvent avoir un test
faussement négatif.

De méme, cette prévalence est de 29 % chez les patients atteints de mucoviscidose ne
souffrant pas d’ABPA (59).

Par conséquent, un prick test positif doit toujours étre suivi par une sérologie et une
imagerie pour confirmer le diagnostic d’ABPA ; c’est pourquoi cet examen n’est pas souvent
fait et une sérologie est ainsi réalisée en premiere intention.

Une réactivité immédiate vis-a-vis d’A4. fumigatus est presque systématique, tandis

qu’une réactivité retardée n’est observée que dans 16 a 33 % des cas (53).

47



d) Marqueurs immunologiques

I1 s’agit des tests les plus pertinents pour le diagnostic d’ABPA, notamment les
IgE totales sériques ainsi que les IgE et IgG spécifiques d’Aspergillus fumigatus, utilisés en
routine et plus récemment les anticorps dirigés contre les allergénes recombinants d’A.

fumigatus, actuellement encore a 1’état de recherche.

e) IgE totales

Le taux d’IgE totales est un test utile pour le diagnostic et le suivi de I’ABPA.
Dans les criteres diagnostiques de I’ABPA, un taux d’IgE totales > 1000 UI/mL constitue un
critére majeur (8). Un taux d’IgE sérique normal (en 1’absence de corticothérapie systémique)
exclu généralement une ABPA active comme étant responsable des symptomes actuels du
patient.

D’autre part, une élévation du taux d’IgE totales refléte une hypersensibilisation a
des allergénes. Cette ¢lévation a ainsi plus de chance d’étre due a I’atopie elle-méme qu’a
I’ABPA.

Malgré ses limites, les IgE totales constituent un outil valable pour le diagnostic
d’ABPA chez les patients atteints de mucoviscidose. Leurs variations servent ainsi de
marqueur pour les exacerbations de la maladie et la réponse au traitement, en rapport avec la
clinique (60). Leur taux augmente pendant les phases d’exacerbation et diminue aprés un
traitement par corticoides, généralement dans les deux mois apres initiation (61), et peut aussi

se normaliser au stade de fibrose (61).

f) IgE spécifiques a A. fumigatus

Comme les IgE totales, le taux d’IgE spécifiques a A. fumigatus peut étre utile
comme marqueur d’exacerbation ou de rémission et varie également en fonction du
traitement.

La présence d’IgE spécifiques a A. fumigatus est un marqueur sensible d’ABPA
dans I’asthme et la mucoviscidose comparé au taux d’IgE totales seul (62,63). Une

augmentation sérologique du taux d’IgE spécifiques (> 17,5 UI/mL), mesuré par RAST
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(RadioAllergoSorbent Test), suggere une sensibilisation au champignon, et, associée a un
taux ¢élevé d’IgE totales, augmente la probabilité du diagnostic d’ABPA.

Bien que les taux d’IgE totales et spécifiques soient utiles pour le diagnostic et la
surveillance de I’ABPA, il existe certains patients pour lesquels ces taux sont perpétuellement
augmentés (39). Dans ces cas, il est difficile de prouver si un nouveau symptome est dii ou

non a une exacerbation de I’ABPA.

g) IgE spécifiques contre les allergénes recombinants d’A. fumigatus

Depuis que I’identification des allergénes aspergillaires est possible, en utilisant
des allergénes recombinants, la détection d’IgE spécifiques produites contre ces allergeénes
permet d’apporter une aide supplémentaire pour le diagnostic d’ABPA. Ces allergeénes
recombinants sont devenus plus largement utilisés en Europe car ils sont plus sensibles et
spécifiques que les IgE totales et spécifiques. Leur utilisation aux Etats-Unis est encore peu
répandue.

La détection des IgE dirigés contre les allergénes recombinants d’A. fumigatus se
fait par technique ELISA ou par la technologie ImmunoCAP en phase solide, ce qui permet
des tests quantitatifs et entiérement automatisés (8).

Environ 40 épitopes connus et présents sur Aspergillus fumigatus sont capables de

se lier a I’'IgE.

Environ une vingtaine d’allergénes recombinants (appelés Asp f1 a Asp f22) sont
synthétisés, leur poids moléculaire varie de 11 a 90 kDa. Ils pourraient prochainement
permettre de différencier une ABPA d’un asthme aspergillaire (64,65). Par exemple, rAsp 2,
f4 et f6 semblent interagir surtout avec les IgE sériques de patients atteints d’ABPA, a
I’inverse de fl et f3, présents également chez les patients asthmatiques sensibilisés a A.
fumigatus (66). De plus, une réactivité¢ cutanée avec rAsp f4 et f6 est observée. D’apres
Schwienbacher et al, Asp t6 semble étre un antigéne présent exclusivement au niveau des
hyphes aspergillaires et est absent chez les patients atteints d’un asthme allergique. Asp 6 est

ainsi un antigene spécifique de I’ABPA (67).

Les performances diagnostiques des allergénes recombinants Asp f1, Asp 12, Asp

3, Asp f4 et Asp {6 ont été évaluées dans le but de différencier une mucoviscidose avec ou
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sans ABPA (68,69). Ces études ont montré la présence d’IgE dirigées contre rAsp fl et f3
chez des patients mucoviscidosiques, sensibilisés a A. fumigatus, non atteint d’ABPA, avec
une sensibilité¢ de 88 % et une spécificité de 100 %. En revanche, les IgE spécifiques contre
rAsp f4 et 6 sont exclusivement détectés chez les patients atteints d’ABPA. 80 % des patients
avec ABPA ont montré une réponse a Asp f4, 55 % a Asp 6 et 90 % a au moins 1’'un de ces

allergénes (66)

D’autres études impliquant rAsp fl et f3 ont montré une pauvre discrimination
entre des patients sensibilisés a A. fumigatus et ceux atteints d’ABPA, alors qu’une réponse
positive a chacun des allergénes recombinants Asp 2, f4 et f6 a montré une sensibilité et une

spécificité de 100 % pour le diagnostic d’ABPA.

Les patients avec une ABPA ont, dans 70 % des cas, un taux ¢élevé d’IgE
spécifiques dirigés contre Asp fl16, contrairement aux patients qui n’ont qu’une simple

réactivité cutanée a Aspergillus fumigatus (70).

Cependant, il a été relevé un certain nombre d’incohérences dans les résultats
obtenus dans différents centres (64). Bien que les données actuelles suggérent un role
prometteur des antigénes recombinants dans le diagnostic de I’ABPA, de plus grandes études
venant de différents centres sont attendues par les groupes d’experts pour donner une

recommandation finale sur la valeur diagnostique de ces allergenes.

h) IgG spécifiques a A. fumigatus

Le dosage des IgG et des sous-classes d’1gG spécifiques a A. fumigatus (Af) peut
étre également utile pour le diagnostic d’ABPA, surtout comme test de dépistage. Ainsi, pour
confirmer le diagnostic, d’autres tests sérologiques seront requis.

Ces IgG spécifiques peuvent étre recherchées soit par méthode ELISA (Enzyme
LInked ImmunoAssay), soit par méthode FEIA (Fluorescent Enzyme ImmunoAssay) ou
d’autres techniques (71).

Baxter et al ont comparé deux tests commerciaux (ImmunoCap et Platelia
Aspergillus 1gG EIA) aux techniques d’électrosynérese. Ces tests avaient une meilleure

sensibilit¢ par rapport a 1’électrosynérese (respectivement 97 et 93 %). La méthode
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ImmunoCap a une meilleure reproductibilité et est ainsi plus adaptée pour le suivi des taux
d’IgG durant le traitement (72). Cependant, les IgG anti-Aspergillus ne sont pas spécifiques
de I’ABPA et des taux élevés peuvent également étre rencontrés dans d’autres formes
d’aspergillose, en particulier I’ Aspergillose Pulmonaire Chronique (APC) (73).

Selon Skov et al, un profil spécifique d’augmentation des taux des sous-classes
d’anticorps Af-IgGl, Af-IgG2 et Af-IgG4, mais pas d’Af-IgG3 chez les patients atteints
d’ABPA serait observé. Le dosage des anticorps Af-IgG4 était le plus spécifique pour établir
le diagnostic d’ABPA (74).

i) Précipitines aspergillaires

Les précipitines sériques (IgG) contre A. fumigatus sont présentes chez 69 a 90 %
des patients atteints d’ABPA (40).

La prévalence de ces précipitines aspergillaires augmenterait avec 1’age chez les
patients atteints de mucoviscidose, indépendamment de I’ABPA (75,76). La détection des
précipitines aspergillaires peut donc représenter des expositions antérieures a la maladie
actuelle. Cependant, si des taux importants de précipitines sont détectés, la probabilité d’étre

atteint d’ABPA augmente.

j) Thymus and Activation Regulated Chemokines (TARC)

Une TARC est une chimiokine produite suite a la réponse immunitaire
antifongique. Des études ont prouvé que les patients mucoviscidosiques atteints d’ABPA
avaient des taux sériques de TARC élevés (77), comparés a ceux sans ABPA (78).

Comparé¢ aux autres marqueurs seriques (IgE totales et spécifiques d’A. fumigatus,
IgG spécifiques d’A. fumigatus, IgE spécifiques contre les allergénes recombinants d’A.
fumigatus f1, 3, 4 et 6), les TARC constituent un marqueur plus sensible et spécifique. Les
taux de TARC semblent pouvoir faire la différence entre une mucoviscidose compliquée ou
non d’ABPA ; des patients mucoviscidosiques colonisés ou sensibilisés a A. fumigatus et des
patients mucoviscidosiques atopiques. Des taux de TARC seraient élevés méme avant
I’apparition des signes cliniques d’ABPA et avant I’augmentation des IgE (78). Leur taux

reste ¢levé durant une période de temps prolongée et il est suggéré que 1’augmentation et la
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baisse de ce taux pourraient étre utilisés pour le suivi des exacerbations et des rémissions de
I’ABPA (77,78).

Toutefois, d’autres études impliquant un nombre plus important de patients sont
encore nécessaires pour étudier ce nouveau marqueur, qui semble avoir un grand potentiel

clinique pour la détection précoce de I’ABPA.

k) Cellular Antigen Stimulation Test (CAST)

Les CAST sont utilisés en tant que marqueurs diagnostiques des réactions
allergiques et pseudo-allergiques.

Ce test mesure les sulfidoleucotriénes qui sont produits in vitro par des
polynucléaires basophiles stimulés par des allergénes.

Ringer et al ont étudié le role potentiel d’utilisation des CAST dans le diagnostic
d’ABPA dans une étude de 27 patients atteints de mucoviscidose dont huit avait une ABPA
confirmée cliniquement et biologiquement. Les tests étaient positifs chez tous les patients
atteints d’ABPA et chez cinq patients contrdles sans ABPA mais ayant des IgE spécifiques a
A. fumigatus. Ceci confére a ce test une forte sensibilité de 100 % mais une faible spécificité
de 74 %. Cependant, la combinaison d’un test CAST positif, d’un taux d’IgE totales > 500 UI
/ mL et la présence d’IgE spécifiques contre les allergénes recombinants rAsp f4 et f6 était
seulement retrouvée chez les patients atteints d’ABPA, ¢élevant la spécificité a 100 % (79).

De méme que pour les TARC, d’autres ¢tudes impliquant un nombre plus
important de patients sont nécessaires avant que les CAST ne deviennent un examen de

routine pour le diagnostic d’ABPA.
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5. Stades

Si elle n’est pas traitée, I’ABPA, par son processus inflammatoire inexorable, peut
entralner une dilatation des bronches et atteindre, au final, le stade de fibrose irréversible
associ¢ a un cceur pulmonaire chronique (5). L’ABPA ne se guérit généralement pas mais elle

peut rester quiescente pendant de longues périodes.

A. Selon Patterson et al (1982)

D’aprés Patterson et al, I’ABPA peut étre divisée en cinq stades (80,81) . Il est

important de noter que ces stades ne correspondent pas a des phases de la maladie.

- Stade 1 : stade aigu, caractérisé par des épisodes de sifflements respiratoires

(wheezings) et une obstruction des voies aériennes réversible. Il est identifié par une
augmentation nette des IgE totales, une hyperéosinophilie périphérique, la présence d’IgE et
d’IgG spécifiques a 4. fumigatus et d’infiltrats pulmonaires observés a 1’imagerie. A noter

que le taux d’IgE diminue ensuite lentement sur une période de six semaines.

- Stade 2 : stade de rémission, caractéris¢ par une chute du taux d’IgE totales (sans

pour autant revenir a la normale), I’absence d’hyperéosinophilie et la disparition des infiltrats

pulmonaires a la radiographie thoracique.

- Stade 3 : stade d’exacerbation, se produit chez des patients ayant un diagnostic

d’ABPA établi. Les différentes caractéristiques sont les mémes que celles observées dans le
stade 1. A ce stade, les patients répondent encore bien aux corticoides. Le traitement précoce

des infiltrats pulmonaires peut ainsi prévenir la destruction bronchique.

- Stade 4 : corticodépendance. A ce stade, toute tentative de réduction ou d’arrét

de la corticothérapie entraine ’aggravation de I’ABPA. La présence de bronchectasies

centrales est prouvée par la tomodensitométrie.

- Stade 5 : stade de fibrose. Il s’agit du stade terminal principalement caractérisé

par une insuffisance respiratoire irréversible. La destruction bronchique est importante et

I’arbre respiratoire est colonisé par des germes comme Pseudomonas aeruginosa et
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Staphylococcus auerus. Les taux d’IgE et de polynucléaires ¢osinophiles peuvent étre élevés

ou bas.

Stades

I: aigu

II : rémission

III : exacerbation

IV : asthme
corticodépendant

V : fibrose

Caractéristiques cliniques

Fiévre, douleur

Asymptomatique

Symptomes du stade aigu

Asthme persistant sévere

Cyanose, dyspnée

B. Selon Kumar (2003)

Biologie
Augmentation IgE totales
sériques

IgE totales sériques normales
ou augmentées

Augmentation des IgE totales
sériques

IgE totales sériques élevées
ou normales

IgE totales sériques élevées
ou normales

Tableau 1 : Les cinq stades de ’ABPA, d’aprés Patterson et al (4).

Radiologie

Infiltrats

Pas d’infiltrat
en absence de
corticoides 6 mois

Infiltrats

Présence ou absence
d’infiltrat

Lésions cavitaires,
bronchectasies
étendues, fibrose

Selon Kumar, les patients souffrant d’ABPA pourraient étre divisés en 3 groupes

(82) :

- ABPA avec une sérologie positive (s-ABPA)

- ABPA avec bronchectasies centrales

- ABPA avec bronchectasies centrales et autres anomalies radiologiques

Le groupe « s-ABPA » peut étre considéré comme une forme moins agressive ou

un stade débutant, et donc important a reconnaitre afin de prévenir la progression vers un

stade terminal d’ABPA
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6. Traitements

Le traitement de I’ABPA a pour objectifs le controle de 1’asthme et des
exacerbations ainsi que la prévention de la destruction pulmonaire, en stoppant le
développement des bronchectasies et de I’aspergillose pulmonaire chronique.

Deux types de molécules sont utilisés classiquement pour leur efficacité¢ dans
cette affection : les corticoides oraux, qui sont immunosuppresseurs, et les antifongiques
azolés, notamment I’itraconazole ou le voriconazole, qui atténuent la charge fongique dans les
voies respiratoires. Depuis quelques années, 1’omalizumab fait également preuve de son
efficacité, en particulier chez les patients résistants a 1’itraconazole ou ayant un nombre

important d’exacerbations.

A. Corticothérapie systémique

Les corticoides oraux sont actuellement le traitement de référence des
exacerbations de I’ABPA, d’aprés la derni¢ére conférence de consensus de 2003 (8).

Ce sont des anti-inflammatoires ayant un effet immunosuppresseur sur
I’hyperréactivité dans I’asthme et ’ABPA.

Il n’existe pas de données pour orienter sur la dose et la durée de la
corticothérapie. L utilisation de doses faibles de corticoides sans traitement antifongique est
associée a un plus haut risque d’exacerbations récurrentes ou de corticodépendance (45 %)
(81). Une dose plus forte de corticoides est associée a un plus haut taux de rémission et a une
plus faible prévalence de corticodépendance (13,5 %) (43)

Cependant, généralement les exacerbations sont traitées par corticothérapie orale a
la dose de 0,5 a 0,7 mg / kg de prednisone (83). Elle n’est pas indiquée au long cours. Elle
doit étre prolongée deux a six mois et réévaluée en fonction des symptomes cliniques, des
épreuves fonctionnelles respiratoires, du taux d’IgE sériques totales et des résultats
d’imagerie. Mais, dans la plupart des cas, la poursuite d’une corticothérapie orale prolongée
est nécessaire, malgré le risque d’effets secondaires séveres (ostéoporose, diabete,

hypertension artérielle, ulcere gastro-duodénal...).
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B. Corticoides inhalés

Les corticoides inhalés atteignent des concentrations élevées au niveau de 1’arbre
trachéo-bronchique en ne donnant que des effets secondaires systémiques minimes. De
nombreuses études ayant un petit nombre de patients ont rapporté 1’utilisation de corticoides
inhalés dans I’ABPA (84—89). Ces ¢tudes utilisaient des doses variables de corticoides inhalés
et plusieurs patients continuaient a recevoir une corticothérapie systémique. Les critéres
cliniques, radiologiques et spirométriques ¢étaient utilisés pour définir la réponse au
traitement. Ces données ne permettent pas de conclure sur 1’effet bénéfique des corticoides
inhalés pris isolément.

Cependant, a forte dose, ils permettent de controler les symptomes de I’asthme au

cours des périodes de rémission.

C. Traitements antifongiques

L’ABPA résulte de la colonisation de I’arbre bronchique par Aspergillus
fumigatus. Les traitements antifongiques ont été proposés dans cette indication. En effet, ils
peuvent diminuer la charge fongique et par conséquent diminuer la réponse immunitaire en
réduisant la stimulation antigénique, et ainsi réduire les besoins en corticoides oraux (9).

La classe des azolés est essentiellement utilisée : I’itraconazole SPORANOX™ en
régle générale, mais également le voriconazole VFEND® principalement en cas d’inefficacité

du premier.

a) Itraconazole SPORANOX"®

L’itraconazole est le traitement antifongique de choix ayant montré son efficacité
en association avec les corticoides oraux.

Deux études contrdlées randomisées (84 patients au total) ont évalué le role de
I’itraconazole dans I’ABPA (90,91).

Dans la premicre étude (90), randomisée, controlée en double insu, 55 patients
ayant une ABPA corticodépendante ont regu soit de 1’itraconazole 200 mg deux fois par jour
soit un placebo pendant 16 semaines. La réponse au traitement était définie par une

diminution de la dose de corticoides oraux d’au moins 50 %, par une diminution du taux
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sérique d’IgE totales de 25 % et, au moins un des paramétres suivants : augmentation de la
tolérance a 1’exercice d’au moins 25 %, amélioration d’au moins 25 % des résultats de
spirométrie ou résolution des opacités pulmonaires. Le taux de réponse était statistiquement
significatif en faveur de I’itraconazole (46 % de réponse chez les patients sous itraconazole
contre 19 % chez ceux ayant regu un placebo). Dans une seconde partie de 1’étude, tous les
patients recevaient en ouvert de 1’itraconazole pendant 16 semaines. Durant cette phase, 12
des 33 patients qui n’avaient pas eu de réponse pendant la phase en double aveugle ont eu des
réponses, et aucun de ceux ayant eu une réponse dans la phase initiale n’a fait de rechute. Les
résultats de cette étude démontrent clairement 1’efficacité de I’itraconazole en association a la
corticothérapie orale.

Dans la seconde étude (91), Wark et al. ont évalué I’effet anti-inflammatoire de
I’itraconazole chez les patients souffrant d’ABPA. Vingt-neuf patients « cliniquement
stables » ont ét¢ inclus et randomisés pour recevoir soit de 1’itraconazole 400 mg / jour soit un
placebo. Une diminution de tous les parameétres inflammatoires (éosinophilie sanguine, taux
sérique d’IgE totales et spécifiques d’A. fumigatus, présence d’A. fumigatus et polynucléaires
¢osinophiles dans les ECBC) a été observée dans le groupe traité. La diminution du taux de
polynucléaires éosinophiles dans les crachats induits était surtout marquée lors du premier
mois de traitement. Tous les patients recevaient également une corticothérapie inhalée et cinq
patients dans chaque groupe recevaient une corticothérapie orale.

Une des principales limites est qu’aucune de ces études n’a fait état de résultats
sur plus de huit mois en termes de rechutes d’ABPA.

En pratique clinique, le traitement par itraconazole devrait généralement étre suivi
par un dosage du médicament afin d’assurer une biodisponibilit¢é adéquate (92) et de
minimiser sa toxicité. Des données récentes suggérent également que des taux sanguins
faibles peuvent étre associés a une dégradation clinique et au possible développement de
résistance aux azolés pour A. fumigatus (92,93).

L’itraconazole a aussi été testé en monothérapie dans les phases d’exacerbation de
I’ABPA (91,94), mais d’autres études sont requises pour confirmer son efficacité en
monothérapie.

Chez ’enfant, la dose est généralement de 10 mg / kg.

Bien qu’il soit bien toléré a long terme, une attention particuliere est a donner a la
voie de métabolisation essentiellement hépatique et son usage doit étre réalisé avec prudence

chez les patients atteints de mucoviscidose avec une atteinte hépatique prononcée.
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b) Voriconazole VFEND®

Le voriconazole est efficace dans le traitement de I’ABPA (95), s’il est bien
toléré. Son utilisation se fait surtout en pédiatrie, dans I’ABPA compliquant une
mucoviscidose (96,97). Il est principalement indiqué chez les patients qui développent une
intolérance a I’itraconazole ou en cas d’échec d’un traitement bien conduit par itraconazole

(98).

D. Omalizumab XOLAIR®

L’omalizumab est un anticorps monoclonal recombinant ciblé sur
I’immunoglobuline E. Il réduit le taux d’IgE ainsi que la sensibilité de cette immunoglobuline
a son récepteur (FceR) (99).

L’utilisation de 1’omalizumab dans ’ABPA est associée a une amélioration des
symptomes, une réduction du nombre d’hospitalisations dues a I’asthme et aux exacerbations,
une ameélioration des fonctions respiratoires ainsi qu’a une réduction de la dose de corticoides
oraux (95). Cependant, la plupart de ces données sont des cas cliniques sur un seul patient.
Des études cliniques font défaut pour pouvoir évaluer et généraliser ce traitement.

Actuellement, I’omalizumab peut étre utilisé chez les patients ayant une ABPA

corticodépendante ou chez ceux qui développent des effets indésirables liés au traitement.

E. Mesures associées

a) Solution saline hypertonique en aérosols

Une solution saline hypertonique peut étre utilisée pour réduire la viscosité des
expectorations de bouchons muqueux. Cependant, la premicre dose doit étre administrée sous
surveillance médicale et précédée d’une dose de salbutamol a cause du risque de

bronchospasme (100,101).
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b) Controle des surinfections bactériennes

Un traitement par azithromycine au long cours peut également étre donné pour
réduire la toux et les expectorations chez les patients ayant des bronchectasies et des
exacerbations fréquentes (102,103). Mais, si le traitement n’a pas fait preuve de son efficacité

au bout de 2 a 3 mois, il devra étre arrété.

¢) Désobstruction bronchique et amélioration de la clairance mucociliaire

En premicre intention, une kinésithérapie de drainage bronchique sera réalisée.

Une bronchoscopie thérapeutique devra étre envisagée chez les patients ayant un
collapsus proximal qui persiste aprés 3 a 4 semaines d’une corticothérapie systémique bien
conduite. L’¢élimination des bouchons muqueux peut ainsi entrainer une amélioration

significative des symptomes et de la fonction respiratoire (104).

d) Controle de I’exposition environnementale

Des preuves suggérent que certaines exacerbations d’ABPA seraient entrainées
par des expositions environnementales (10,105,106).

Il est donc recommandé d’éviter les activités qui pourraient étre responsables de
I’inhalation d’un nombre important de conidies aspergillaires comme le jardinage,
I’agriculture, 1’exposition a la poussiére lors des rénovations domestiques et d’habiter a
proximité d’un site de compostage. Si ces activités sont inévitables, le port de masques

chirurgicaux peut minimiser 1’inhalation de spores (40).
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7. Complications

Les complications de I’ABPA incluent des épisodes d’exacerbations récurrents,
une insuffisance respiratoire aigu€é due a un collapsus proximal des voies aériennes, des
bronchectasies, et si elle n’est pas traitée une aspergillose pulmonaire chronique avec
apparition d’une hypertension artérielle pulmonaire et d’une insuffisance respiratoire

chronique.

A. Exacerbations récurrentes

Les exacerbations récurrentes dans I’ABPA peuvent étre dues a des épisodes
récurrents d’impactions mucoides ou a des épisodes récurrents d’aggravation de la limitation
du débit respiratoire. Durant la phase aigué, la plupart des patients recevront un traitement par
corticothérapie orale. Cependant, 1’objectif devrait étre de prévoir ces exacerbations

récurrentes par une utilisation judicieuse des corticoides et des azolés (40).

B. Collapsus des voies aériennes

Des impactions mucoides chez les patients atteints d’ABPA sont habituellement
retrouvées, bien qu’un collapsus lobaire et des bronches principales soit moins fréquent. Les
patients ayant un collapsus important des voies aériennes peuvent développer une insuffisance
respiratoire aigu€. Chez ces patients, une bronchoscopie thérapeutique est indiquée en

fonction de la sévérité de I’insuffisance respiratoire (40).

C. Bronchectasies

Il s’agit de la complication la plus redoutée de I’ABPA. Actuellement, la plupart
des patients sont diagnostiqués avec des bronchectasies, en particulier dans les pays en voie
de développement. L’apparition de ces bronchectasies dénote non seulement des dommages

permanents aux poumons, mais aussi une prédisposition aux rechutes fréquentes (107).
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D. Aspergillose pulmonaire chronique

Les premicres descriptions d’ABPA incluaient des patients présentant une fibrose
pulmonaire, habituellement au niveau du lobe supérieur. Des cavités pulmonaires étaient
documentées chez 3 a 21 % des patients. Une fibrose pleurale était retrouvée chez 18 a 43 %
des patients (40). Ces résultats sont cohérents avec une aspergillose pulmonaire chronique,
qui peut compliquer un certain nombre de pathologies pulmonaires, dont 1’ABPA.
L’aspergillose pulmonaire chronique progresse de fagon variable selon les individus, mais

peut étre stoppée par un traitement bien conduit par des azolés (108).

E. Hypertension artérielle pulmonaire

Si I’ABPA n’est pas traitée de facon appropriée, des bronchectasies généralisées
ainsi qu’une fibrose pulmonaire peuvent se développer, avec des manifestations éventuelles
de coeur pulmonaire et d’insuffisance respiratoire chronique. Certains patients, chez qui le
diagnostic d’ABPA n’aurait pas été établi, peuvent méme présenter une hypertension
artérielle pulmonaire (36). Mis a part le traitement par corticoides oraux, 1’oxygénothérapie

longue durée est indiquée comme dans d’autres pathologies pulmonaires (109).
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PARTIE II

CARACTERISTIQUES DES PATIENTS
PRESENTANT UNE ABPA AU CHU DE NANCY
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1. Patients et méthodes

Les patients présentant une ABPA dans notre centre correspondent
essentiellement a ceux atteints de mucoviscidose dont I’ABPA constitue une des
complications. De ce fait, dans cette partie, les caractéristiques de cette pathologie vont étre
déterminées dans cette population de patients mucoviscidosiques au CHU de Nancy.

Ces patients sont suivis, notamment en consultation, aux Centres de Ressources et
de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) du CHRU de Brabois, dans le service de
pneumologie par le Docteur Billon, pour les adultes et dans le service de médecine infantile
par le Docteur Derelle et ses collaborateurs, pour les enfants.

Cent trente patients sont suivis au CRCM pédiatrique, quatre-vingt-seize au
CRCM adulte. Dix-sept patients ont été inclus, huit au CRCM pédiatrique et neuf au CRCM
adulte. Dans ces centres les critéres de définition de I’ABPA sont : la présence d’IgE totales et
spécifiques d’A. fumigatus, pouvant étre associés ou non a la présence de signes cliniques,
fonctionnels, radiologiques et associés ou non a d’autres signes biologiques (positivité des
sérologies 1gG spécifiques d’A4. fumigatus, hyperéosinophilie, présence d’A4. fumigatus dans
les crachats).

En examinant les différents dossiers médicaux des deux CRCM, les données
épidémiologiques, cliniques, radiologiques, biologiques de I’ABPA ainsi que les traitements
administrés ont été recueillis et synthétisés.

Au CHU de Nancy, ’ABPA est toujours diagnostiquée a partir de la positivation
des marqueurs utilisés pour le suivi d’un patient atteint de mucoviscidose (IgE totales et
spécifiques, IgG spécifiques +/- recherche de précipitines), associée ou non a des signes

cliniques, fonctionnels ou radiologiques.
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2. Résultats
A. Epidémiologie

a) Prévalence

La prévalence globale des patients souffrant d’ ABPA au CHU de Nancy est de 7,5
%. Au CRCM pédiatrique, elle est de 6,2 %. Et au CRCM adulte, elle atteint 9,4 %.

b) Age et sexe

Les patients étudiés sont actuellement &gés de onze a trente-six ans.

Age des patients au moment de I'étude

1 2 3 4 5 6 7
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Figure 8 : Age des 17 patients au moment de I'étude

L’age moyen au diagnostic d’ABPA est de 15,70 ans et va de deux a trente et un

ans. La médiane est de 13 ans. Le délai moyen entre les diagnostics de mucoviscidose et

d’ABPA est de 13,26 ans.
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ABPA : age au diagnostic et délai d'apparition
apres le diagnostic de mucoviscidose

10 11 12 13 14 15 16 17
Patients

35
30
25
2
1
1

]

Années
(93]

(=]

B Age au diagnostic ABPA (années) B Délai Muco-ABPA (années)

Figure 9 : ABPA : Age au diagnostic et délai d*apparition apreés le diagnostic de mucoviscidose
pour les 17 patients étudiés

Le sexe ratio global H/F est de 11/6 (6/8 au CRCM pédiatrique, 5/9 au CRCM
adulte).

SEXE (%)

Femmes
35%

Hommes
65%

Figure 10 : Sexe-ratio des patients atteints d'une ABPA suivis au CRCM du CHU de Nancy
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B. Caractéristiques de la pathologie sous-jacente, la
mucoviscidose

a) Mutations génétiques

53 % des patients (9/17) présentent la mutation AF508 du géne CFTR a I’état
homozygote. Un patient posseéde cette mutation a 1’état hétérozygote. 18 % des patients (3/17)
portent cette mutation associée a une seconde (G542X, 1148T ou QI1313X). Les autres
patients (24 %, 4/17) présentent d’autres mutations, isolées ou associ¢es (G542X, R553X,
Y1092X, Q1100P, R1158X, CFTRdele2,3).

b) Age au diagnostic

Le diagnostic de mucoviscidose était établi en général au cours de la premicre
année de vie, entre la période néonatale et 1’age de 12 ans dans notre population. La moyenne

est de 24 mois et la médiane de 5 mois.

¢) Complications

Tous les patients présentent une insuffisance pancréatique exocrine. 24 % des
patients (4/17) souffrent d’une insuffisance pancréatique endocrine (diabete insulino-
dépendant) et 29 % (5/17) présentent une polypose naso-sinusienne.

La plupart sont colonisés par des bactéries opportunistes fréquemment retrouvées
chez ce type de patients : Pseudomonas aeruginosa (76 %, 13/17 patients), Staphylococcus
aureus (76 %, 13/17 patients), Stenotrophomonas maltophilia (35 %, 6/17 patients),
Bukholderia cepacia (6 %, 1/17 patients) et Acromobacter xylosidans (6 %, 1/17 patients). Un
patient a seulement présenté une primo-infection a Pseudomonas aeruginosa sans développer

d’infection chronique. Un autre est colonisé par des mycobactéries atypiques.
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C. Circonstances diagnostiques

Comme dit précédemment, I’ABPA est toujours diagnostiquée a partir du bilan
biologique de suivi des patients atteints de mucoviscidose.

Différentes circonstances diagnostiques sont observées (par ordre décroissant) :

- la dégradation de la fonction respiratoire lors des épreuves fonctionnelles (41 %,
7/17 patients),

- une ou des anomalie(s) isolée(s) observée(s) au cours du bilan biologique de
suivi (35 %, 6/17 patients),

- des signes cliniques (bronchites a répétition, persistance d’une toux seéche, d’une
dyspnée d’effort, majoration du volume et de la fréquence des expectorations, hémoptysie /
hyperthermie) (24 %, 4/17 patients) associés ou non a une dégradation de la fonction
respiratoire,

- une majoration des signes radiologiques (8 %, 2/17 patients) pouvant également

étre associée a d’autres signes (cliniques ou fonctionnels).

CIRCONSTANCES DIAGNOSTIQUES (%)

Biologie +
signes cliniques
22%

Biologie isolée
32%

Biologie +
dégradation EFR
38%

Figure 11 : Circonstances diagnostiques de I'ABPA au CRCM du CHU de Nancy
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D. Imagerie

La plupart des patients présentait déja des signes radiologiques consécutifs a la
mucoviscidose au moment du diagnostic initial d’ABPA ou lors d’une période
d’exacerbation : 88 % avaient des bronchectasies (15/17 patients) dont 53 % étaient
bilatérales ou diffuses et 76 % avaient des impactions mucoides (13/17 patients) dont 31 %

étaient diffuses.

E. Epreuves fonctionnelles respiratoires (EFR)

Le VEMS (Volume Expiratoire Maximal en une Seconde) a été le seul caractére
¢tudié pour noter les variations (amélioration ou dégradation) des fonctions respiratoires chez
les différents patients étudiés. Mesuré par spirométrie, il correspond au volume d’air expiré en
une seconde au cours d’une expiration forcée effectuée aprés une inspiration maximale. 11 est
exprimé en pourcentage.

Pour prendre en compte ces variations, les valeurs choisies sont celles mesurées
six mois avant le diagnostic, au moment du diagnostic et six mois apres le diagnostic et lors
des différentes exacerbations. Ces parametres sont disponibles chez dix des dix-sept patients
étudiés. Aucune diminution notable du VEMS n’a ét¢ démontrée au moment du diagnostic
par rapport a la valeur retrouvée six mois avant, excepté dans trois cas (baisse de 100 a 82 %,

de 61 445 % etde 85 a 75 %).

F. Biologie

Trois patients ont été exclus de cette partie de 1’étude. Les résultats biologiques,
au moment du diagnostic d’ABPA, n’étaient pas disponibles. En effet, ces patients ont été
diagnostiqués entre 1999 et 2003, dates auxquelles le logiciel informatique des laboratoires du
CHU, Glims, n’était pas encore en place. De plus, les dossiers médicaux papiers de ces

patients n’ont pas été retrouvés. L’analyse sera donc faite sur quatorze patients.
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a) IgE totales et spécifiques

- Au diagnostic

Au moment du diagnostic, 50 % des patients (7/14) présentait un taux d’IgE
totales élevé (> 1000 UI / mL), 21 % (3/14 patients) avait un taux entre 500 et 1000 UI / mL
et 29 % (4/14 patients) avait un taux < 500 UI / mL. Une élévation significative (> 1,5 X) du
taux d’IgE totales a été retrouvée chez 57 % des patients (8/14) par rapport au bilan réalisé¢ un
an avant le diagnostic d’ABPA.

Au moment du diagnostic, 86 % des patients (12/14) avait des IgE spécifiques a
A. fumigatus (> 0,35 kU / L). Une ¢élévation significative (> 1,5 X) du taux d’IgE spécifiques
a été retrouvée chez 29 % des patients (4/14) par rapport au bilan réalis¢ un avant le

diagnostic d’ABPA.

- Lors des phases d’exacerbation

Chez les quatorze patients inclus dans cette partie de 1’étude, au total 14 épisodes
d’exacerbation de I’ABPA sont observés. Cinq patients n’ont jamais fait de rechute, tandis
qu’un patient a eu cinq épisodes d’exacerbations sur une période de six ans. Un autre patient
présente quant a lui une ABPA persistante (taux d’IgE totales > 1000 UI / mL, six mois apres
le diagnostic).

Lors de ces périodes d’exacerbations, les taux d’IgE totales étaient > 1000 UI /
mL dans 57 % des cas (8/14), compris entre 500 et 1000 UI / mL dans 7 % des cas (1/14) et <
500 UI / mL dans 29 % des cas (4/14). Chez un patient, le résultat du dosage des IgE totales
au moment de son épisode d’exacerbation n’a pas été retrouvé.

Le taux d’IgE spécifiques étaient > 0,35 kU / L dans 93 % des cas d’exacerbations
(13/14).

b) IgG spécifiques et précipitines
Au moment du diagnostic, les IgG spécifiques d’A4. fumigatus étaient présentes
chez 86 % des patients (12/14). Au moment des périodes d’exacerbation, elles étaient
positives dans 71 % des cas (10/14). Chez deux patients pour lesquels elles étaient négatives
au moment du diagnostic, les IgG spécifiques se sont positivées lors des périodes

d’exacerbation.
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La recherche de précipitines aspergillaires était utilisée comme test de
confirmation pour le diagnostic d’ABPA et, par conséquent, était réalisée uniquement en cas
de sérologie (IgG) positive. Au moment du diagnostic, chez les douze patients ayant des IgG
positives, la présence d’arcs spécifiques (entre 1 et 3) était observée dans seulement 42 % des
cas (5/12). Lors des périodes d’exacerbation ou les IgG étaient positives, 60 % des cas (6/10)

présentaient des précipitines (entre 1 et 3 arcs spécifiques).

¢) ECBC

Au moment du diagnostic d’ABPA, 4. fumigatus était retrouvé dans 93 % des
crachats des quatorze patients inclus dans cette partie de 1’étude (13/14). Au moment des
différentes exacerbations, la présence d’A. fumigatus est observée dans 71 % des

prélevements.

d) Eosinophilie
Au moment du diagnostic, une hyperéosinophilie sanguine (> 0,5 G / L) est
retrouvée chez 50 % des patients (7/14). Sur les quatorze exacerbations prises en compte dans

I’étude, huit cas présentaient une hyperéosinophilie (57 %).
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Patients

Période du prélevement

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (juillet 2010)
Exacerbation 1 (juillet 2013)
3 ans avant le diagnostic
Diagnostic (mars 2013)
Persistance (Septembre 2013)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic (avril 2011)
Exacerbation 1 (été 2012)
Exacerbation 2 (juin 2014)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (mars 2013)
Suivi (février 2014)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (mai 2007)

Exacerbation 1 (novembre 2008)

Exacerbation 2 (mars 2010)

Exacerbation 3 (septembre 2011)

Exacerbation 4 (juillet 2012)
Exacerbation 5 (juillet 2014)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic (ao(t 2005)
Exacerbation 1 (juillet 2007)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic (décembre 2007)

Exacerbation 1 (ao(t 2009)
Exacerbation 2 (avril 2011)

IgE totales
(Ul / mL)
Non réalisé

628
866
42,9
3531
4310
410
1162
2011
2925
1074
1853
965
425
1822
490
1100
1039
1941
3801
7
55,5
?
11
577
383
340

IgE spécifiques
(KU /1)
Non réalisé
4,374
20,4
2,46
> 100
16,8
22,6
32
44,3
41
<0,35
<0,35
<0,35
10
32
27,3
18,8
27,2
35,8
76,3
<0,35
1,91
3,72
<0,35
3,42
9,2
9,1

I1gG spécifiques

Positifs
Positifs

Positifs
Positifs

Positifs
Négatifs
Positifs

Positifs
Positifs

Positifs
Négatifs
Positifs
Négatifs
Négatifs
Positifs

Négatifs
Positifs

Positifs
Positifs
Positifs

Précipitines

2 arcs spécifiques
Absence

3 arcs spécifiques
3 arcs spécifiques

1 arc spécifique
Absence
1 arc spécifique

1 arc spécifique
2 arcs spécifiques

Absence
Non réalisé
1 arc spécifique
Non réalisé

Non réalisé
Absence

Non réalisé
2 arcs spécifiques

1 arc spécifique
2 arcs spécifiques
Absence

ECBC
(A. fumigatus)

Présence
Présence

Présence
Présence

Présence
Présence
Présence

Présence
Présence

Présence
Absence
Absence
Absence

Présence
Absence

Présence
Présence

Présence
Présence
Présence

Eosinophilie

(/L)

100
1120

770
970

750
790
850

240
320

1660
?
640
480

320
250

728
1380

1320
500
950
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10

11

12

13

14

15

16

17

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (juillet 2014)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (novembre 1999)
Exacerbation 1 (janvier 2004)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (2003)

Exacerbation 1 (novembre 2011)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic (2007)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (juin 2000)
Exacerbation 1 (mars 2001)
Exacerbation 2 (septembre 2004)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic (octobre 2007)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (janvier 2008)
Exacerbation 1 (septembre 2012)
1 an avant le diagnostic
Diagnostic

1 an avant le diagnostic
Diagnostic (2000)

Exacerbation 1 (janvier 2008)

1 an avant le diagnostic
Diagnostic

Tableau 2 :

408
3934

789

21,2
?
79,8
?
1062
1675
>2000
61,6
70,9
14,4
14,6
88,2
356
715
?
?
?
1217
1093

19,49
69,9

<0,35
<0,35

23,5
26
58,5
0,53
<0,35
<0,35
0,56
<0,35
27,4
27,1
?

?

?
47,5
60

Positifs

Positifs
Positifs

?
Positifs

Positifs
Négatifs
Positifs
Positifs

Positifs

Positifs
Positifs

Positifs

Positifs

Absence

?

1 arc spécifique
Absence
Non réalisé
1 arc spécifique
1 arc spécifique

Absence

Absence
Absence

Absence

Absence

Absence

Présence
Présence

?

Absence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence

Présence
Présence

Présence

Présence

Données biologiques au moment du diagnostic et des exacerbations d'ABPA

390

520
80
140
233
310

120

620
560

680

Non réalisé
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G. Traitement

Au moment du diagnostic ou lors des différentes périodes d’exacerbation, les
traitements utilisés dans la population étudiée étaient: corticoides oraux (65 %, 11/17
patients) et itraconazole SPORANOX® (88 %, 15/ 17 patients). Au diagnostic, 59 % des
patients (10/17) recevaient ces deux molécules en association, 29 % (5/17) avaient seulement
de T’itraconazole et un patient recevait des corticoides oraux seuls (6 %). Une patiente
diagnostiquée en avril 2014 sur les seuls critéres biologiques n’a pas eu de traitement contre

I’ABPA.

TRAITEMENT INSTAURE AU DIAGNOSTIC
(%)

Corticoides
seuls

6%

ltraconazole
seul
29%

Association
59%

Figure 12 : Traitement instauré au moment du diagnostic d'ABPA

Ces traitements de premiére intention étaient parfois associés au voriconazole
VFEND® et / ou & I’omalizumab XOLAIR® chez les patients pour qui ces traitements
devenaient inefficaces.

Au moment du diagnostic ou lors des rechutes, 73 % des patients répondaient bien
aux traitements de premiére intention (11/15). Cependant, un traitement par VFEND® a été
instauré chez quatre de ces patients et seulement un seul parmi eux a montré une bonne
évolution. L’instauration d’un traitement par XOLAIR® a dii étre mise en place chez les trois
autres patients. Le premier patient a évolué de fagcon favorable. 1l a été inefficace pour le

second qui est au stade d’ABPA résistante. Le troisieéme patient est en cours de suivi.
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3. Discussion

La prévalence des patients atteints d’ABPA au CHU de Nancy est similaire a la
prévalence mondiale chez les patients mucoviscidosiques (7,5 % vs 6-25 %) (15). Elle
survient principalement chez les enfants de plus de six ans, les adolescents et les adultes
(14,15). Dans notre étude, la médiane de 1’dge moyen au diagnostic était de 13 ans. La
proportion respective de ses différentes tranches d’age était la suivante : 29 % (5/17 patients),

29 % (5/17) et 35 % (6/17). Un seul patient a été diagnostiqué avant I’age de six ans.

D’aprés le registre frangais de la mucoviscidose (110) 1’age médian au diagnostic
de mucoviscidose de la population nationale est de 3 mois et se rapproche donc de celui de
notre ¢étude (5 mois). L’age moyen au diagnostic est de 4,3 ans alors que celui de notre
population était d’environ 2 ans.

La mutation AF508 a I’état homozygote constitue le génotype principal retrouvé
dans la population générale (42,3 %), de méme que dans celle de notre étude (53 %).

La présence des complications de la mucoviscidose dans la population générale,
comparées a celles de notre étude sont respectivement : diabéte insulinodépendant (12,4 % vs
24 %), insuffisance pancréatique exocrine (82,3 % vs 100 %), polypose naso-sinusienne (13,2
% vs 29 %).

La population de patients de notre étude présentait donc des caractéristiques
propres de la mucoviscidose proches de celles de la population nationale. Il est possible que
notre population de patients présentant une ABPA soit atteinte d’une mucoviscidose plus

agressive, détectée plus tot au cours de la vie et générant plus de complications.

Certains facteurs favorisants retrouvés dans la population générale étaient présents
dans la population étudiée notamment six mois avant et au moment du diagnostic d’ABPA
(16,17). 11 s’agissait des fonctions respiratoires faibles, de la colonisation par des bactéries
opportunistes et du caracteére supposé¢ prédisposant de 1’atopie.

Des fonctions respiratoires faibles étaient ici essentiellement représentées par un
VEMS moyen (50 % < VEMS < 80 %) ou faible (< 50 %). Six mois avant le diagnostic, 18 %
des patients (3/17) avaient un VEMS moyen et 29 % (5/17) un VEMS faible.

Un certain nombre de patients était colonis¢ par des bactéries opportunistes :
Pseudomonas aeruginosa (76 %), Stenotrophomonas maltophilia (35 %), Bukholderia

cepacia (6 %). Ces germes colonisent ou infectent également la population générale de
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patients mucoviscidosiques : Pseudomonas aeruginosa (41,8 %), Stenotrophomonas
maltophilia (9,9 %), Bukholderia cepacia (1,7 %). Cependant, 1’étude européenne menée par
Mastella en 2000, concernant des patients mucoviscidosiques atteints d’ABPA comparés a
d’autres sans ABPA (14), a montré ces résultats : Pseudomonas aeruginosa (84,5 % vs 64,1
%), Stenotrophomonas maltophilia (16,7 % vs 7,3 %), Bukholderia cepacia (7,9 % vs 5,7 %).
Ainsi, leur plus forte incidence dans notre population corrélée a celles d’autres études
corrobore 1’idée qu’ils pourraient constituer des facteurs favorisants la survenue d’une ABPA.

L’atopie serait elle aussi un facteur de risque important pour le développement de
I’ABPA chez des patients mucoviscidosiques (62,94). Par exemple, dans une étude
comprenant 104 patients mucoviscidosiques, I’ABPA survenait dans 22 % des cas chez des
patients atopiques et dans seulement 2 % des cas chez des patients non atopiques (94). Six
mois avant le diagnostic, 12 % des patients (2/17) de notre étude pouvaient étre considérés

comme atopiques (IgE totales > 1000 UI / mL).

Chez les patients diagnostiqués entre 2013 et 2014 (4/17), les critéres
diagnostiques utilisés dans les différents CRCM correspondent a ceux établis par Rithest
Agarwal en 2013 (5). Tous présentaient au moins les deux critéres obligatoires (présence
d’IgE totales et spécifiques d’A. fumigatus) associés a au moins deux des autres critéres
(présence de précipitines ou d’IgG spécifiques, anomalies radiologiques compatibles avec
I’ABPA, éosinophilie > 0,5 G/L).

Pour ceux diagnostiqués entre 2003 et 2013 (10/17), 70 % des patients présentait
au moins trois des cinq criteres diagnostiques de I’ABPA établis par la Cystic Fibrosis
Foundation en 2003 (8) (détérioration clinique, réactivité immédiate a A. fumigatus, IgE
totales sériques > 1000 UI / mL, anticorps précipitants ou IgG sériques anti-A. fumigatus,

anomalies nouvelles ou récentes sur la radiographie thoracique).

Les signes cliniques, non spécifiques, décrits au moment du diagnostic d’ABPA
(majoration de la toux, de la dyspnée, du volume des expectorations, fievre, hémoptysies...)
sont régulierement décrits dans la littérature (4) au moment de poussées d’ABPA chez les
patients mucoviscidosiques. Il est souvent difficile de faire la part des choses entre la
symptomatologie de la mucoviscidose, celle de ’ABPA voire d’une autre complication

(surinfection bactérienne par exemple).
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Au moment du diagnostic, une diminution notable du VEMS n’a été observée que
dans trois cas. En effet, prés de la moiti¢ des patients (8/17) avait déja un VEMS moyen ou
faible six mois avant le diagnostic, di a I’insuffisance respiratoire compliquant la

mucoviscidose.

En imagerie thoracique, la plupart des patients présentaient déja des anomalies
caractéristiques de I’ABPA (bronchectasies — localisées ou diffuses, impactions mucoides) au
moment du diagnostic. Cependant, ces anomalies sont également observées dans la
mucoviscidose, en I’absence de cette complication (37,38). Néanmoins, l’apparition de
nouveaux infiltrats au moment du diagnostic a été notée chez deux patients de 1’étude, ce qui
rend ce critére significatif.

Bien que I’hyperdensité spontanée du bronchogramme soit considérée comme un
critere pathognomonique de ’ABPA (27), elle n’a été décrite chez aucun patient de 1’étude.
Ce qui corrobore I’hypothése selon laquelle elle ne serait pas réguliérement retrouvée dans

I’ABPA compliquant une mucoviscidose (47,48).

Au moment du diagnostic et des expectorations, A. fumigatus est fréquemment
retrouvé dans les ECBC (respectivement 93 % et 71 %). Ces taux sont cependant plus élevés
que ceux décrits dans la littérature qui se situent autour de 50 % (53). Peut-étre est-ce di au
fait que notre population soit issue d’un milieu rural, et soit ainsi plus a risque d’exposition
aux spores d’A. fumigatus. De plus, dans la plupart des cas décrits dans la littérature, les
patients atteints d’ABPA sont testés indifféremment au moment d’une exacerbation ou d’une
rémission ce qui expliquerait la présence plus faible d’A. fumigatus dans la population
générale.

Une hyperéosinophilie sanguine était présente chez 50 % des patients au moment
du diagnostic et dans 57 % des cas au moment des périodes d’exacerbations. Bien qu’elle soit
devenue un des criteres indispensables pour le diagnostic d’ABPA (5), I’hyperéosinophilie
manque de spécificité. En effet, elle pourrait étre due a d’autres pathologies associées chez ce
type de patient. Par exemple, dans notre étude, certains patients présentaient des allergies,
notamment aux acariens, a Alternaria et aux phanéres de chevaux. De plus,
I’hyperéosinophilie serait ¢galement due a une infection chronique a A. fumigatus plutdt qu’a
I’ABPA en elle-méme (8).

Comme décrit dans la littérature (8), une augmentation significative du taux d’IgE

totales est retrouvée chez la plupart des patients de 1’étude, 57 % au moment du diagnostic. Il
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était > 1000 UI / mL chez 50 % au moment diagnostic et dans 57 % des cas durant les
périodes d’exacerbations. Cela confirme qu’il s’agit d’un excellent marqueur pour le
diagnostic et le suivi de la maladie. Une étude réalisée dans 58 centres au Royaume-Uni (111)
a montré¢ qu'un taux d’IgE totales était supérieur a 1000 UI / mL chez des patients
mucoviscidosiques atteints d’ABPA dans 45 % des cas.

De méme, une ¢€lévation significative du taux d’IgE spécifiques d’A. fumigatus a
été observée chez 86 % des patients au moment du diagnostic et 93 % en cas d’exacerbation.
Dans 1’étude multicentrique menée au Royaume-Uni (111), 54 % des patients avaient des
anticorps spécifiques.

Ces ¢lévations étaient associées dans la plupart des cas. Cela appuie ainsi
I’hypothése selon laquelle une augmentation du taux d’IgE spécifiques associée a une
augmentation du taux d’IgE totales augmenterait la probabilit¢é du diagnostic d’ABPA
(62,63).

La spécificité des IgG spécifiques d’A. fumigatus et des précipitines aspergillaires

sera discutée dans la partie III.

L’administration d’une corticothérapie systémique (65 % vs 56,2 %,
respectivement dans notre étude et dans 1’étude européenne menée par Mastella et al (14))
d’un antifongique (itraconazole) (88 % vs 83,1 %, idem (14)) ou leur association, au moment
du diagnostic ou des périodes d’exacerbations, a permis de confirmer leur efficacité dans le
traitement de I’ABPA (8,9). Dans notre étude, il a été rapporté un taux de 73 % de succes en
tant que traitement de premiere intention.

Le voriconazole est utilisé classiquement en pédiatrie en tant que traitement
antifongique de seconde intention (96,97). Hilliard et a/ ont rapporté son efficacité en tant que
traitement de seconde intention, administré en monothérapie, apres un traitement inefficace
par I’association itraconazole / corticothérapie orale, chez deux adolescents (de 13 et 16 ans)
mucoviscidosiques ayant eu une exacerbation d’ABPA (96). Dans notre étude, il a fait preuve
de son efficacité dans seulement un cas sur quatre. Il s’agissait d’une patiente de quinze ans
ayant fait une rechute traitée par corticothérapie orale associée a de I’itraconazole. Le
traitement s’étant avéré inefficace, un switch itraconazole / vorionazole avait été mis en place,
toujours en association avec une corticothérapie systémique, et avait ainsi entrainé une

régression assez rapide des symptomes.
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Les ¢études faites sur I’efficacité¢ de I’omalizumab dans ’ABPA portent souvent
sur quelques voire un seul patient (95,99) et manquent ainsi de précision. Par exemple, Zirbes
et Milla ont rapporté les cas de trois enfants, non améliorés par I’itraconazole, pour lesquels
I’omalizumab a rapporté une diminution significative des exacerbations et a permis un
sevrage de la corticothérapie (112). Van der Ent et al ont quant a eux observé une
amélioration rapide et significative des symptomes chez une fille de 12 ans traitée par
omalizumab apres 1’arrét de la corticothérapie systémique responsable de nombreux effets
secondaires (113). Dans notre étude, un traitement par omalizumab avait ét¢ instauré chez
trois patients résistants aux traitements de premiére et seconde intention. Il a fait preuve de
son efficacité dans 1/3 des cas. Le deuxi¢me patient a développé une ABPA résistante a tout

traitement. De plus, le dernier patient est toujours en cours de suivi.
En définitive, les caractéristiques de notre population, qu’elles concernent les

données épidémiologiques, diagnostiques ou thérapeutiques, se rapprochent globalement de

celles de la population générale de patients mucoviscidosiques atteints d’ABPA.
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Partie III

UTILISATION D’UNE NOUVELLE TECHNIQUE
DIAGNOSTIQUE DE CONFIRMATION POUR LA
RECHERCHE D’ANTICORPS ASPERGILLAIRES
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1. Contexte scientifique

L’Aspergillose Broncho-Pulmonaire Allergique (ABPA) est une pathologie
survenant chez des patients immunocompétents et compliquant essentiellement une
mucoviscidose ou un asthme. Son diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques et biologiques. Le diagnostic biologique fait principalement intervenir des
marqueurs immunologiques. Les IgE totales et spécifiques d’A4. fumigatus ainsi que les 1gG
spécifiques sont actuellement utilisés en routine pour le diagnostic d’ABPA.

Les IgG spécifiques d’A. fumigatus constituent un bon marqueur pour le
diagnostic d’ABPA et font partie du bilan systématique de suivi des patients présentant la
mucoviscidose.

La recherche de ces anticorps fait intervenir dans un premier temps une technique
de dépistage, généralement quantitative. Les méthodes le plus souvent utilisées sont I’ELISA
ou I’hémagglutination indirecte, avec une utilisation respective pour 31 et 11 laboratoires de
CHU frangais.

Cette détection doit ensuite étre confirmée. Historiquement, des techniques de
précipitation  étaient  utilisées, telles que la  double immunodiffusion et
I’immunoélectrophorése (2). Les différents arcs de précipitation, observés par ces techniques,
avaient ét¢ identifiés en fonction de leur position de la cathode jusqu’a 1’anode. Les quatre
précipitines (ou anticorps précipitants) les plus fréquemment retrouvées étaient : 1’arc C
(retrouve dans 100 % des cas d’aspergillome), I’arc J (96 %), I’arc M (74 %) et I’arc F (65 %)
(2). Une réponse positive permettant de conclure que 1’organisme avait ét¢ imprégné par les
antigenes d’A. fumigatus était donnée si trois a quatre arcs étaient observés.

Ensuite, parallélement a ces résultats, ont été détectées des précipitines porteuses
d’activité enzymatique : I’activité chymotrypsique et 1’activité catalasique.

Les arcs chymotrypsiques comprennent 1’arc chymotrypsique I, peu spécifique et
I’arc chymotrypsique II (correspondant a 1’arc C mentionné plus haut) dont la présence signe
un contact direct de I’organisme avec les antigénes d’A. fumigatus. Ce dernier est surtout
retrouvé dans les sérums de patients présentant un aspergillome, mais moins fréquemment
dans les cas d’ABPA.

L’activité catalasique (correspondant a I’arc J mentionné précédemment), est
quant a elle non spécifique d’A4. fumigatus. Néanmoins, cet arc était toujours présent lorsque

les techniques de précipitation montraient plus de trois arcs de précipitation. Cette activité
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enzymatique constituait un atout majeur pour le diagnostic des aspergillomes, des ABPA ou
en cas d’infiltrat pulmonaire aspergillaire (2).

Une bonne corrélation a été rapportée entre le nombre d’arcs (double diffusion) et
les taux d’IgG mesurés en ELISA.

Cependant, les techniques de confirmation précédemment décrites posent de
nombreuses difficultés : standardisation, approvisionnement en réactif notamment. Et, malgré
une bonne spécificité, la sensibilité de ce test demeure médiocre (86 %). De plus, un test
ELISA est souvent positif avant la détection des précipitines (entre 1,5 et 7,5 mois) (114).

De ce fait, une nouvelle méthode a été développée dans ce contexte et repose sur
la technique de western blot, test qualitatif de diagnostic sérologique de 1’aspergillose. Des
¢tudes récentes ont montré que celle-ci avait de meilleures performances. Sa sensibilité est de
98.2 % pour le diagnostic de I’ABPA et sa spécificité de 94 %.

Dans ce travail, la mise en place de cette technique dans notre laboratoire sera

donc présentée en s’appuyant sur notre population d’intérét.
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2. Matériels et méthodes

A. Patients testés

Les dix-sept patients étudiés dans la partie II ont bénéfici¢é d’une sérologie
aspergillaire. Les sérums ont été testés avec la nouvelle méthode de confirmation, le Western
Blot, comparativement a I’ancienne méthode de référence utilisée par la plateforme
d’immunodiagnostic du CHU de Nancy, la co-¢lectrosynérese (CoES).

La plupart de ces dosages sont réalisés dans le cadre du suivi annuel des patients
mucoviscidosiques atteints ou non d’ABPA. Ils sont plus rapprochés dans le cas ou une
exacerbation est suspectée ou pour vérifier I’efficacité du traitement instauré.

Les sérums disponibles dans la sérotheque de la plateforme d’immunodiagnostic
¢tant stockés pendant dix-huit mois, certains dosages ont été réalisés plusieurs mois voire
plusieurs années apres la date de diagnostic d’ABPA. Ainsi, certains patients ont été testés au
moment du diagnostic ou quelques mois aprés. D’autres furent testés lors d’une période
d’exacerbation. Mais la plupart des tests étaient réalisés chez des patients asymptomatiques
vis-a-vis de ’ABPA pour lesquels les prélévements étaient faits plusieurs années apres le

diagnostic ou de la date de la derniére exacerbation (voir tableau 3).

B. Réactifs et mode opératoire

a) Co-Electrosynérese

- Principe de la méthode

La co-¢lectrosynéreése est une méthode qualitative, basée sur la détection d’arc de
précipitation lors de la migration simultanée d’antigene et d’anticorps sur une bande d’acétate
de cellulose sous I’action d’un champ électrique.

La recherche d’anticorps précipitants dirigés contre 4. fumigatus est réalisée en cas

de détection d’anticorps anti-Aspergillus lors du test de dépistage par ELISA.
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Figure 13 : Principe de la méthode de co-électrosynérése (Mode opératoire de la plateforme
d'immunodiagnostic du CHU de Nancy)

- Conditions de prélévement

Les échantillons doivent étre prélevés sur tube sec (ou tube sec avec gel

séparateur).

- Préparation des réactifs

Porter tous les réactifs et échantillons a +18/+25°C avant le début du test.

» Tampon de migration Tris - glycine pH 8,8

Tris (hydroxymethylaminométhane) 14,1 ¢
Glycine 27.6¢g
Citrate trisodique 030¢g
Eau distillée gsp 1 litre

» Eau Physiologique + 0.3% Tween 20 (premier ringage des bandes apres migration)

NaCl 9¢
Eau distillée gsp 1 litre
Tween 20 3 mL

» Eau Physiologique (ringage des bandes aprés migration)
NaCl O¢g
Eau distillée gsp 1 litre

&3



» Décolorant sous la hotte de la piece BO1.E1E057A

Acide acétique 100 mL
Ethanol 400 mL
Eau distillée 500 mL

» Colorant Serva Blue sous la hotte de la piece E1IE051
Tablettes (comprimés bleus) 8 tablettes
Décolorant 100 mL

Le colorant est a changer toutes les 2 semaines

» Antigéne métabolique et somatique a mélanger volume a volume

- Mode opératoire

1. Préparation des bandes :

Remplir la cuve de tampon de migration (essuyer le pont de la cuve).

- Identifier chaque bande d’acétate de cellulose / mod¢ele pour marquer les 3 repéres

(repere des dépdts : Ag / sérum soit une distance de 2,5 cm, repere de pliage de la

bande).

- Placer les bandes Sartorius une a une dans une boite « hydratation » contenant 200

mL de tampon de migration.

- Eviter la formation de zones non hydratées en déposant délicatement les bandes a

la surface du tampon et laisser le liquide les recouvrir progressivement.

- Agiter pendant 20 minutes.

- Sortir les bandes une a une et ¢liminer I’exces de tampon entre 2 feuilles de papier

Joseph.

- Placer les bandes sur le portoir de la cuve en veillant a ce qu’elles soient bien

tendues et paralleles.

- Mettre les pinces de chaque c6té du support pour maintenir les bandes.

- Placer immédiatement le portoir dans la cuve remplie de tampon de migration.

- Fermer la cuve et mettre sous tension (140 Volts) pendant 5 minutes.

- Débrancher et laisser stabiliser 5 minutes.

2. Dépot de I’antigene :
Positionner la cuve dans le sens de la longueur.

- Pipeter 15 pL du mélange Ag métabolique + Ag somatique :



- mélange pur sur une premiere bande ;
- mélange dilué au %2 dans du PBS 7.2 (a préparer extemporanément) sur une
seconde bande.
- Déposer 15 puL sous forme lin€aire en s’aidant de la régle (co6té pdle négatif =

anode).

3. Dépot des sérums :
- Pipeter 15uL du sérum a étudier et 15uL de témoin positif et le déposer « en
goutte » (coté pdle positif = cathode) :

- témoin positif au centre ;

- sérums a tester de part et d’autre.

Laisser les dépots pénétrer dans la membrane (environ 30 min), cuve ouverte.

I

. Migration :

- Apres pénétration des sérums, fermer la cuve et brancher le cable au générateur.

- Migrer pendant 2h15 a 140 Volts.

- A Dlarrét de la migration, arréter le générateur et débrancher la cuve.

- Vider le tampon de migration puis replacer le support dans la cuve et fermer la
cuve.

- Laisser stabiliser 10 minutes.

Penser a agiter le bac de colorant (pour éviter des dépdts de colorants sur les bandes)

minimum 30 min avant coloration.

5. Coloration :

- Couper les bandes en conservant 1 cm de part et d’autre des dépots Ag et sérum.

- Placer les bandes coupées dans la boite « lavage » contenant 200 mL de tampon
eau physiologique - Tween pendant 5 minutes sous agitation.

- Faire un 2°™ bain dans 200 mL d’ecau physiologique pendant 10 minutes sous
agitation.

Etapes sous la hotte :

- Placer les bandes coupées dans la boite « coloration » contenant 200 mL de

solution colorante pendant 10 minutes sous agitation.

- Réaliser 1 seul bain décolorant pendant environ 3 minutes jusqu’a obtention d’un

fond blanc de la bande hors champ migration.
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Rincer les bandes dans un bac d’eau du robinet et les laisser dans 1’eau.

Vider le décolorant utilisé dans le bidon de déchets liquides.

6. Lecture :
- Lire a I’aide du systéme de transillumination avec la loupe : noter la présence d’arc
continu ou non continu.

- NB : Il est impératif que le témoin positif présente au moins 3 arcs spécifiques.

- Interprétation

Un test sera considéré comme négatif en 1’absence d’arcs spécifiques ou en
présence d’arcs non continus avec le témoin positif.
Un test sera considéré comme positif en présence d’arc(s) continu(s) avec le

témoin positif.

Figure 14 : Co-électrosynérese
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b) Western Blot

ASPERGILLUS Western Blot (WB) IgG est un test qualitatif de diagnostic
sérologique par western blot de 1’aspergillose. 1l est proposé comme test de confirmation d’un
résultat positif ou douteux obtenu par des tests classiques de dépistage, notamment par

ELISA.

- Principe

Les antigénes d’A. fumigatus, aprés séparation ¢€lectrophorétique sur gel de
polyacrylamide, ont été fixés par électro-transfert sur la surface de bandelettes de
nitrocellulose (technique de Western Blot). Les bandelettes sont fournies prétes a 1’emploi,

numérotées et prédécoupées.

Chaque échantillon sérique a tester est déposé séparément sur une bandelette. Les
anticorps anti-Aspergillus éventuellement présents dans le prélévement se fixent
sélectivement sur les antigénes d’A. fumigatus présents sur les bandelettes. Le lavage élimine
les anticorps non fixés. Chaque bandelette est ensuite incubée avec le conjugué Phosphatase
Alcaline-anti-IgG humaines qui se lie aux anticorps anti-Aspergillus éventuellement fixés. Le
lavage ¢élimine le conjugué non fixé. Lors de la derniére étape, les complexes immuns
réagissent avec le substrat : les antigenes reconnus par les anticorps anti-Aspergillus de classe
IgG éventuellement présents dans les échantillons sont révélés sous formes de bandes
transversales violettes. La réaction de coloration est arrétée par un lavage a 1’eau distillée. Les
bandelettes sont séchées ; leur coloration est stable plusieurs années a I’abri de la lumicre.

La présence sur la bandelette de bandes spécifiques est indicative de la présence
d’anticorps anti-Aspergillus dans 1’échantillon. La lecture des bandes se fait en comparaison

avec ’immunoblot de référence réalisé a partir du témoin positif fourni dans la trousse.
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- 1 LE

Figure 15 : Automate Auto-LiPA utilisé pour la réalisation des WB

Réactifs

Une pochette de 24 bandelettes de nitrocellulose, numérotées et
prédécoupées mais attachées par leur extrémité supérieure a la souche.
Elles ont ét¢ sensibilisées par électro-transfert d’antigénes d’Aspergillus

fumigatus séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide.

Un flacon contenant 30 mL de diluant échantillons (solution tampon +

surfactant + NaN3)

Un flacon contenant 30 mL de conjugué anti-IgG (solution tampon +
sérum polyclonal de chévre anti-IgG humaines conjugué a la phosphatase

alcaline + NaNj; + stabilisants)

Un flacon contenant 30 mL de substrat (solution tampon + NBT + BCIP +

stabilisants)

Un flacon contenant 60 mL de tampon de lavage concentré 10 fois

(solution tampon + surfactant + NaNj3)
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e Un tube contenant 100 pL de sérum de controle positif (solution tampon +
pool de sérums humains positif en sérologie aspergillose + NaN; +

stabilisants)

Tous les réactifs du coffret doivent étre conservés entre 2 et 8°C. Une fois dilué,

le tampon de lavage est stable 2 mois.

- Conditions de prélévement

Les échantillons doivent étre prélevés sur tube sec. 10 pL de sérum sont
nécessaires pour I’analyse.
Laisser coaguler le sang, centrifuger et décanter le sérum. Le conserver a 2-8°C.

Le congeler a -20 +/- 5°C s’il ne doit pas €tre utilisé dans les 72 h.

- Préparation des réactifs

Tampon de lavage : Pour 4 tests, diluer dans un flacon propre 10 mL de tampon
de lavage concentré 10x dans 90 mL d’eau distillée ou désionisée. Le tampon dilué se

conserve 2 mois a 2-8°C.

- Mode opératoire

1. Préparer le plan de distribution des échantillons et du controle positif. Seule
I’utilisation de ce controle permet de valider techniquement la manipulation et de fournir un
modele précis pour 1’identification finale des bandes antigéniques révélées.

2. Distribuer 1,2 mL de tampon échantillon dans chacun des puits selon le plan
établi.

3. Mettre des gants. Ne pas toucher les bandelettes avec les doigts mais utiliser
une pincette pour les manipuler. A 1’aide d’un cutter (ou scalpel) et d’une régle plate
transparente, propre et seche, découper le nombre de bandelettes nécessaires en prenant garde
de conserver le trait de positionnement sur la bandelette. Pour cela, maintenir fermement les
bandelettes plaquées par la regle et les découper du coté de la souche (les numéros étant
visibles au travers de la régle transparente).

4. Distribuer les bandelettes numérotées a 1’aide des pincettes selon le plan de

distribution établi. Laisser les bandelettes se réhydrater a la surface du tampon pendant
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environ 1 minute, face vers le haut (numéro visible) puis agiter doucement la cuve pour les
immerger totalement dans le tampon.

5. Distribuer échantillons et controle positif, selon le plan de distribution, a raison
de 10 pL par puits. Agiter doucement la cuve aprés chaque dépot. Incuber sur un agitateur
oscillant pendant 90 minutes +/- 5 minutes a 18-25°C.

6. Lavage : Vider le contenu des puits a ’aide d’une pompe aspirante, d’une
pipette pasteur ou par retournement de la cuve d’incubation et répartir environ 2 & 3 mL de
tampon de lavage dilué dans chacun d’eux en évitant de retourner les bandelettes. Agiter
doucement la cuve horizontalement puis revider le contenu des puits.

Répartir a nouveau environ 2 a 3 mL de tampon de lavage dilué en évitant de
retourner les bandelettes. Incuber 3 a 5 minutes sur I’agitateur. Vider le liquide.

Répéter cette derniere opération une fois.

7. Distribuer 1,2 mL de conjugué anti-IgG dans chacun des puits. Les bandelettes
doivent étre totalement recouvertes et face vers le haut (numéros visibles). Incuber sur un
agitateur oscillant pendant 60 minutes +/- 5 minutes a 18-25 °C.

8. Lavage : procéder comme pour I’étape 6.

9. Distribuer 1,2 mL de substrat NBT/BCIP dans chacun des puits. Les
bandelettes doivent étre face vers le haut (numéros visibles) et totalement recouvertes par le
tampon. Incuber sur un agitateur oscillant, a 18-25°C et a I’abri de la lumiére directe
(recouvrir les cuves d’un papier d’aluminium).

Vérifier le développement de la coloration régulierement. Il dure généralement
environ 60 minutes mais il n’y a pas de regle absolue.

L’arrét est décidé lorsque les bandes éventuellement présentes sont bien
contrastées par rapport a la couleur que prend la bandelette (gris — rosé). L arrét se fait par
I’aspiration du substrat avec 1’aide d’une pompe aspirante, d’une pipette pasteur + propipette
ou par retournement de la cuve d’incubation et la distribution de 2 mL d’eau distillée dans les
puits. Répéter une fois ce dernier lavage.

Remarque : Des sérologies trés faibles peuvent demander jusqu’a 60 minutes pour
se positiver du fait des trés faibles concentrations d’anticorps retrouvées dans les
prélévements. La révélation peut étre poursuivie tant que la couleur du fond de la bandelette
ne s’assombrit pas au point de rendre la lecture difficile (la qualité des lavages a une influence
fondamentale sur cette coloration et sur le contraste des bandes).

10. Saisir les bandelettes par leur extrémité numérotée a I’aide de la pincette (cette

manipulation est plus aisée si les puits sont plein d’eau) et les déposer, numéro visible, sur un
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papier absorbant de type Whatman. Les laisser sécher a I’air. La couleur des bandelettes

s’éclaircit naturellement en séchant (la lecture ne doit s’effectuer qu’apres séchage complet).
11. Transférer les bandelettes sur la feuille de papier qui servira a les archiver.

Aligner les traits de positionnement. Maintenir les bandelettes avec la régle plate et les coller

par le haut a 1’aide du ruban adhésif transparent. Eviter de les manipuler avec les doigts.

Ces différentes étapes peuvent étre réalisées sur Autolipa, un appareil permettant

de réaliser les lavages de manicre automatique.

- Interprétation

La juxtaposition de la bandelette et du standard de poids moléculaire coloré et
fourni dans la trousse permet d’estimer le poids moléculaire des bandes antigéniques révélées.

Le contrdle positif est volontairement peu concentré. Il présente toutes les bandes
décrites dans la notice. Utilis¢ dans la méme série que les échantillons, il fournit une
bandelette témoin qui indique trés précisément, en ajustant les traits de positionnement, la
position des bandes spécifiques du test.

Un échantillon positif peut présenter de nombreuses bandes situées entre 10 et 200
kDa. En pratique et pour des raisons de spécificité, seule la zone de bas poids moléculaire
(<30 kDa) est retenue pour la lecture.

Quatre bandes, parfois dédoublées, ont été retenues pour leur spécificité, leur
sensibilité et leur facilité de lecture. Situées a 16, 18-20, 22 et 30 kDa, elles sont donc
appelées : P16, P18-20, P22 et P30.

Deux autres bandes spécifiques sont parfois rencontrées a 10 kDa et plus rarement
a 15 kDa. Moins visibles et peu fréquentes, elles ne sont pas prises en considération pour
I’interprétation du test.

La présence simultanée de deux bandes bien définies parmi P16, P18-20, P22 et
P30 est indicative de la présence d’anticorps anti-Aspergillus. Bien que pour certains sérums
les bandes spécifiques apparaissent trés pales (sous forme de trace plus ou moins présente
selon les lecteurs), si au moins deux bandes spécifiques apparaissent ainsi tres faiblement, le

résultat obtenu est considéré comme positif.
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- Limites du test

Les résultats sérologiques doivent étre interprétés en fonction des renseignements
disponibles (épidémiologie, clinique, imagerie, biologie) afin d’établir le diagnostic

d’aspergillose.

Un résultat sérologique négatif n’écarte pas le diagnostic d’aspergillose.
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3. Résultats

Les dix-sept patients étudiés dans la partie II ont été testés en western blot en

comparaison avec la technique de co-¢électrosynérese.

A. Résultats généraux

En fonction des patients sélectionnés, la comparaison de méthode des deux

techniques de confirmation a eu lieu a des moments différents de I’histoire clinique :

trois au moment du diagnostic d’ABPA (patients 4, 8 et 17),

- trois au moment (ou proches de la date) de la derniére rechute (patients 1, 3 et 5),

- un six mois aprés la date du diagnostic dans le cadre d’une ABPA persistante

malgré les traitements de premicre intention (patient 2).

- les autres dosages ont été faits sur des prélevements effectués plusieurs mois ou
plusieurs années apres le diagnostic ou la derniére rechute (patients 6, 7, 9, 10, 11,

12,13, 14, 15 et 16).

Tous les patients avaient une sérologie aspergillaire positive (IgG spécifiques > 10
unité par la technique ELISA BioRad). Chez 53 % des patients (9/17), la recherche de
précipitines (1 a 3 arcs spécifiques) était €également positive. Le western-blot €tait quand a lui

positif chez 82 % des patients (14/17).
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Patients DD

1 juil-10
2 mars-13
3 avr-11
4 mars-13
5 mai-07
6 aot-05
7 déc-07
8 juil-14
9 nov-99
10 2003
11 juin-07
12 juin-00
13 oct-07
14 janv-08
15 ao0t-09
16 2000
17 avr-14

Tableau 3 : Résultats WB aspergillus vs Co-électrosynérese

DDR

juil-13
sept-13 : persistance
juin-14
/
juil-14
juil-07
avr-11
/
janv-04
nov-11
/
sept-04
/
sept-12
/
janv-08
/

DD : date du diagnostic

DDR : date de la derniére rechute
DP : date du prélévement

IgG spé : normale si index < 10

DP

sept-13
sept-13
juin-14
févr-13
juil-14
janv-13
juil-13
juil-14
aolt-13
juil-13
avr-13
sept-13
avr-13
mars-13
mai-13
juin-13
avr-14

IgG Spé Précipitines

64,08
>80
41,02
36,82
12,95
65,39
21,69
35,01
25,77
52,5
13,81
13,6
11,63
16,17
47,51
13,19
13,59

Présence
Présence
Présence
Présence
Absence
Présence
Présence
Absence
Présence
Présence
Présence
Absence
Absence
Absence
Absence
Absence
Absence

16 kDa

18-20 kDa

+

+ + o+ o+ o+ o+

Profil blot
22 kDa

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+

30 kDa

+ o+ o+ o+ o+

+

Résultats
Positif
Positif

Positif faible
Positif
Négatif
Positif
Positif
Négatif
Positif
Positif
Positif
Positif faible
Positif
Positif
Négatif
Positif faible
Positif faible
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B. Analyse des concordances et discordances

L’étude de concordance révele dans la population de patients mucoviscidosiques
présentant une ABPA 12 concordances et 5 discordances (tableau 4). L’ensemble des
discordances correspond a une co-¢lectrosyneérese négative associée a un western blot positif.

62,5 % (5/8) des patients négatifs en co-€lectrosynérése étaient positifs en
Western-Blot alors qu’aucun patient n’était positif en co-électrosynérése et négatif en

Western-Blot. 100 % des patients ayant des précipitines étaient positifs au Western-Blot.

Ces 5 discordances concernaient les patients 12, 13, 14, 16 et 17.

Pour le patient 17, le dosage a été réalisé au moment du diagnostic et le taux
d’IgG spécifiques était de 13,59 unités (pour un seuil de positivité¢ a 10). Concernant les
quatre autres patients, les dosages avaient été réalisés dans le cadre du suivi biologique de la
mucoviscidose. Les derni¢res périodes d’exacerbation de I’ABPA dataient d’au moins deux
ans pour ces patients et remontaient jusqu’a quatorze ans auparavant. Les taux d’IgG
spécifiques étaient compris entre 11,63 et 16,17 unités. Ainsi ces cing patients présentaient un

taux faible d’IgG anti Aspergillus.

Les sensibilités de la CoES et du WB étaient donc respectivement de 53 % (9/17)
et de 82 % dans la population étudiée (14/17).

Si tous les patients sont considérés, les deux tests sont concordants dans 53 % des
cas. Par contre, si uniquement les patients pour lesquels les tests ont ét€ réalisés au moment

du diagnostic ou d’une exacerbation d’ABPA sont inclus, la concordance s’¢éléve a 86 % (6/7

patients).
Tableau 4: Concordances et discordances CoES /WB
CoES - CoES + Total
WB - 3 0 3
WB + 5 9 14
Total 8 9 17
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C. Analyse en fonction de la période clinique

Au moment du diagnostic d’ABPA (patients 4, 8 et 17), 33 % des patients (1/3)
avaient des précipitines et 67 % (2/3) plus de deux bandes spécifiques au western-blot.

Les patients ayant eu des dosages au moment des épisodes d’exacerbation (1, 3 et
5) ont quant a eux 67 % (2/3) de résultats positifs pour les précipitines et des résultats
identiques au niveau du western-blot.

Le patient ayant une ABPA persistante (patient 2) était positif dans les deux
techniques.

Pour les autres patients, 50 % avaient des précipitines (5/10) et 90 % étaient

positifs en western-blot.
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D. Dossier de validation de méthodes

Afin d’utiliser la technique de western blot en routine lors de la recherche
d’anticorps aspergillaires spécifiques, la vérification de méthode a été réalisée sur site. En
référence au tableau du § 9.2.1 du Document Cofrac SH GTA 04, la maitrise des risques, ainsi

que I’évaluation des performances, nécessaires en portée A, ont été mise en ceuvre.

a) Description de la méthode

DESCRIPTION DE LA METHODE
Analyte/Mesurande : Anticorps anti Aspergillus fumigatus
Principe de la Mesure : Westem Blot
Méthode de mesure : Detection des bandes en comparaison au témain positif
Marquage CE (Oui/Non) Oui
Codage C.N.Q. (s’il existe) : Pas de codage CNQ
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b) Maitrise des risques

MAITRISE DES RISQUES

Données d'entree

Points critiques a maitriser

Modalités de maitrise

Type d'échantillon primaire
(urine, sang, Type de
récipient (tubes, ...), Additifs :

Type de tube
Conditions de transport
Délai d’acheminement

Manuel de prelévement
hitp://chu-nancy.manuelprelevement.fr
Procédure de réception des
echantillons
LABO210-PROC-014
Procedures générale et spécifique a la
structure des non conformités
LABO210-PROC-0015
LABO4358-FITEC-0002

Prétraitement de I'échantillon
(centrifugation, dilution, ...) :

Centrifugation
Décantation et aliquotage

Procédure générale et spécifique de
gestion de la phase pré-analytique
LABO210-PROC-0019
LABO4358-FITEC-0004
Fiche de suivi métrologique
Centrifugeuse
LABO210-FORM-0029

Main d'ceuvre (habilitation du
personnel) : Préciser les
références des procedures et
enregistrements.

Compétences du personnel

Procédure habilitation d’'un personnel
non médical du pdle Laboratoires aux
postes de travail
LABOZ210-PROC-0028
Procédure habilitation du biologiste du
LBM
LABOZ210-PROC-0029
Fiche d’habilitation TLM
LABO4358-FORM-0011
Fiche d’'habilitation Biclogiste
LABO4315-FORM-0015
Renouvellement d’habilitation et
maintien des compétences Biclogiste
LABO4315-FORM-0021

Conditions ambiantes
requises (ex : température,
organisation des locaux,
éclairage,...) :

Non precisees dans la notice
technique

Référence du réactif
(référence fournisseur,
version) :

Aspergillus Western-Blot 1gG LDBio

REF : ASP-WB24G
Motice :
F212—ASP WBG-£-30/11/2013
Version 6

Mode opératoire analytique
LAB4315-MOOP-0004
\érification de la date de peremption
et date limite d'utilisation aprés
ouverture
Tracabilité des réactifs dans Glims

Matériau de références
(témoins) :

Pas de matériau de référence

!

Equipements :

Exigences métrologiques®
(définir les paramétres
critiques)

Exigences informatiques*
specifiques

Automate Auto-LiIPA

Pas de fransmission des résultats

Fiche de vie dans COSWIN
\erifiee par le service Technigue
Mode opératoire Analyseur AutoLIPA
LAB4358-MOOP-0005

!

* item a renseigner si nécessaire




¢) Evaluation des performances de la méthode

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

SPECIFICITE & SENSIBILITE DIAGNOSTIQUES
(indispensable en portée B)

Résultats de I'dtude des courbes
ROC a partir d'une étude clinique :

Spécificite - 94 %
Sensibilité : 92,2 %

CONTAMINATION

Inter échantillon
parameétres sensibles :

pour les

Mon réalisée (tests unitaires)

Inter réactif si nécessaire :

Tubulure pour chague réactif
Maintenance hebdomadaire de 'automate

Vérification bibliographique :

Nan réalisee

Vérification sur site :

Pas de contamination du témoin paositif vis-a-vis des
echantillons patients

COMPARAISON DE METHODES

Meéthode précédente, autre méthode
utilisée dans le laboratoire :

Co-électrosynérése

Nombre de mesures :

27

Descriptif de I'echantillon étudié :

Sérums présentant des anticarps aspergillaires
detectés par ELISA

Methode d'exploitation des résultats
{études des concordances) :

Etude de concordance

Résultats et interprétations des
discordances :

29 % de discordance
Le WB permet de detecter et de confirmer la spécificite d’AC
circulants de taux faible dans des situations ol la coES ne le
permettait pas.

Conclusions et dispositions® :

Meéthode validée pour confirmer la spéecificite anticorps de la
méthode de dépistage par ELISA
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4, Discussion

Dans notre étude, la sensibilité des tests était de 53 % pour la CoES et de 82 %
pour le WB. Cependant, plus de la moitié¢ des patients (10/17) ont été testés a distance d’une
période d’exacerbation de I’ABPA. La positivit¢ du WB signerait donc a la fois une ABPA en
phase active d’exacerbation ou une ABPA en phase de rémission clinique. Méme a distance
d’un épisode d’exacerbation, la spécificité des anticorps reste détectable par western blot.

Si uniquement les tests réalisés au moment d’une poussée d’ABPA ou au moment
du diagnostic sont sélectionnés, cette sensibilité passe a 57 % (4/7 patients) pour la CoES et a
71 % pour le WB (5/7 patients). La technique WB serait donc plus performante que la CoES.

D’aprés 1’étude des discordances, il apparait que le WB permet de détecter et donc
de confirmer la spécificité d’AC circulants de taux faible (proche du seuil de positivité de la

technique de dépistage) dans des situations ou la CoES ne le permettait pas.

Plusieurs études ont montré que le WB Aspergillus était au moins aussi
performant, voire plus performant, que I’immunoélectrophorése (IEP), une autre technique de
confirmation par précipitation en tant que test de confirmation sérologique pour le diagnostic
des aspergilloses chroniques (dont ’ABPA) (115-118).

Brun et al ont comparé ces deux techniques pour le diagnostic des aspergilloses
chroniques. Le kit commercial Aspergillus Western Blot IgG (LDBio Diagnostics) a ¢été
comparé a I’immunoélectrophorése (utilisée en confirmation d’une hémagglutination
indirecte). Il s’agissait d’une étude rétrospective incluant 63 patients du service de
pneumologie de I’hopital Avicenne de Bobigny (41 malades ayant une aspergillose chronique
et 22 sains) ayant bénéficié d’une sérologie aspergillaire entre juin 2012 et septembre 2014.
La sensibilité et la spécificité étaient respectivement de 86,9 % et 97,8 % pour ’IEP et de 94
% et 97,8 % pour le WB (118).

Grenouillet et al ont, quant a eux, réalisé une étude de concordance. Ils ont testé
184 sérums « tout-venants » consécutifs recu entre janvier et juillet 2013, au laboratoire de
Parasitologie-Mycologie du CHRU de Besancon, qui ont été réévalués par trois techniques :
Elisa Aspergillus Bordier, IEP avec antigénes somatique et métabolique Aspergillus fumigatus
Biorad et Western Blot Aspergillus 1LDBio. L’Elisa et le Western Blot étaient plus
fréquemment positifs (respectivement 53/184, 28,8 % et 46/184, 25 %) que I'IEP (26 a
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32/184, 14,1 % 17,4 %). L’IEP et le Western Blot étaient concordants dans 91,3 % des cas,
I’Elisa et le Blot dans 92,4 % des cas (115).

En 2013, Oliva et al ont testé trois groupes de patients venant de quatre CHU
Francais (Grenoble, Marseille, Saint-Etienne et Saint-Antoine, Paris). Le groupe 1 comprenait
des sérums de patients ayant une aspergillose pulmonaire chronique prouvée, suspecte ou
possible, mais non atteint de mucoviscidose. Le groupe 2 comportait des sérums de patients
mucoviscidosiques ayant une ABPA prouvée ou une simple colonisation a Aspergillus. Le
groupe 3 était constitué de patients témoins. L’IEP a été comparée au kit Aspergillus WB 1gG
de LDBio Diagnostics. La spécificité du WB était de 96 %. La sensibilité allait de 67 % a 100
% selon le diagnostic du patient. Par exemple, 97 % des patients ayant une ABPA prouvée

étaient positifs en WB alors que seulement 85 % 1’¢était en IEP (116).

Notre étude manque de puissance en raison d’un faible nombre de patients atteints
d’ABPA au CHU de Nancy et d’une durée de conservation des échantillons dans la
sérothéque trop courte (18 mois) pour pouvoir interpréter finement la cinétique des anticorps
dans une pathologie complexe telle que ’ABPA.

Cependant, la technique western blot répond parfaitement aux attentes des
biologistes et des cliniciens, a savoir, confirmer la spécificité des anticorps détectés par
ELISA. En effet, dans la population générale, sur une durée de 4 mois, cette technique a
permis de considérer 23 % de sérologie comme présentant des anticorps non spécifiques,
évitant ainsi des prises en charge non justifiée sur ce seul critére sérologique (données du
laboratoire).

De plus, bien qu’étant jusqu’alors la technique sérologique de référence de
confirmation sérologique, les techniques de précipitation sont longues, chronophages, non
standardisées, parfois difficile a interpréter et avec des problemes d’approvisionnement en
antigenes (118). Le WB, au contraire, est une technique rapide dont I’interprétation est plus
aisée.

Ainsi, comme le montrent les données exposées lors de ce travail et la vérification
de méthode, la technique western blot peut parfaitement remplacer les techniques de

précipitation en pratique clinique courante.
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CONCLUSION

Les connaissances sur I’ABPA se sont affinées ces dix dernieres années
notamment grace a une standardisation des critéres nécessaires au diagnostic et a 1’arrivée de
nouvelles thérapeutiques pour lutter contre les formes résistantes aux médicaments

administrés en premiére intention.

Notre étude, réalisée sur la population locale du CHU de Nancy et a ’occasion de
circonstances diverses (bilan de suivi systématique, suspicion de rechute, diagnostic initial), a
montré une bonne comparabilité en termes de données épidémiologiques, cliniques,
diagnostiques et thérapeutiques aux cohortes nationales ou internationales.

Ce travail nous a permis d’évaluer localement les performances du test de
confirmation des anticorps aspergillaires par Western Blot, en le comparant a la technique
précédemment utilisée, la co-électrosynerése. Les performances plus grandes, associées a la
capacité de détecter la spécificit¢ de taux seuils d’anticorps et a une meilleure qualité
d’utilisation nous ont permis de choisir cette technique en pratique diagnostique courante.

L’ABPA restant une pathologie complexe, des études de plus grandes ampleurs
seraient intéressantes pour réaliser des suivis cinétiques, englobant les données cliniques
(exacerbation respiratoire), biologiques (¢€lévation et diminution des IgE totales, spécifiques,
des IgG spécifiques, présence ou absence des bandes en WB, éosinophilie) et radiologiques
(apparition de nouvelles 1€sions spécifiques de I’ABPA), aux différents stades de la maladie
(diagnostic, rémission, rechute voire fibrose irréversible).

De plus, les résultats prometteurs des études concernant les nouveaux marqueurs
envisageables pour le diagnostic d’ABPA (anticorps recombinants, CAST, TARC)
constituent de belles perspectives d’avenir pour le diagnostic et le suivi thérapeutique de cette

pathologie.
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