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Introduction
• Les moisissures du genre Aspergillus sont responsables d’une grande variété

de maladies dont la physiopathologie et l’expression clinique sont
principalement conditionnées par la réponse du système immunitaire de
l’hôte au champignon.

• On distingue schématiquement:

• Les formes allergiques (asthme aspergillaire, aspergillose bronchopulmonaire
allergique [ABPA], rhinosinusite fongique allergique)

• La colonisation des bronches ou de cavités (balle fongique sinusienne ou pulmonaire
[aspergillome])

• Les formes invasives chroniques (sinusite aspergillaire chronique, aspergillose
chronique cavitaire)

• Les formes invasives subaiguës ou aiguës.
• Elles surviennent chacune dans un contexte particulier ; les formes invasives

intéressent principalement les patients immunodéprimés.



Épidémiologie

• Les aspergilloses chroniques cavitaires:

• Patients immunocompétents

• Terrains: ATCD de TBC, une bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO),
une sarcoïdose pulmonaire

• Les aspergilloses chroniques sont des entités complexes regroupant plusieurs
entités nosologiques.

• Les aspergilloses invasives:

• Patients ayant une immunodépression profonde (acquise ou innée):

• Patients d’hématologie++ (neutropéniques, allogreffés de cellules souches
hématopoïétiques, notamment au cours de la maladie du greffon contre l’hôte,
patients atteints de syndromes myélodysplasiques) qui représentent 75 % des cas

• Les transplantés d’organes solides, les patients recevant des corticoïdes à dose
élevée et prolongée, les patients atteints de granulomatose septique chronique

• La létalité de l’aspergillose invasive aiguë est d’environ 40 % (dépend du terrain)



Les aspergilloses

• Les formes chroniques: associées à une altération de l’état général,
avec perte de poids, toux productives, sueurs nocturnes, dyspnée et
hémoptysies.

• Les formes invasives peuvent être paucisymptomatiques du fait de la
forte immunodépression ; une douleur thoracique ou une fièvre
isolée peuvent en révéler l’existence

• Les différentes méthodes de diagnostic biologique de l’aspergillose se
caractérisent par une sensibilité et/ou spécificité imparfaite(s),
rendant le diagnostic de certitude souvent difficile.

• Cela justifie d’associer différentes techniques sur des prélèvements
répétés dans le but d’améliorer la performance du diagnostic.



Diagnostic biologique
• Le mode de contamination étant l’inhalation de spores d’Aspergillus ,

les aspergilloses ont avant tout une expression clinique respiratoire

• Il n’y a pas de signe pathognomonique.

Méthodes de diagnostic directe:
o Examen mycologique (prélèvement, examen direct, culture, identification,

ATFgramme)
o Biologie moléculaire
o Examen anatomopathologique
o Spectrométrie de masse

Méthodes de diagnostic indirecte:
o Sérologie
o Recherche des antigènes circulants



Diagnostic mycologique

• Le prélèvement doit se faire dans des conditions d’asepsie,
dans un récipient stérile.

• Crachats induits,  aspiration bronchique, LBA, PTP, biopsies 
(stériles)

• Les plus profonds possibles, sites stériles (sans ouverture avec 
l’environnement)

• Biopsie non fixée au formol !!  (si besoin de différer: eau 
physiologique stérile et conservé à +4°C en attendant son 
acheminement rapide au laboratoire)

• Le diagnostic mycologique doit être effectué par un laboratoire
expérimente ́



Précautions à prendre en 
manipulant les 
prélèvements 
respiratoires:

• Il est essentiel de respecter les
règles de sécurité
microbiologiques et
d’ensemencer les prélèvements
sous poste de sécurité
microbiologique (PSM) II.

• (Sous hotte à flux laminaire car
risque de contagion par la
tuberculose, le COVID etc.)



Examen direct

• Rechercher à l’état frais ou après coloration
de filaments mycéliens de "type
aspergillaire" fins régulièrement septés à
bords parallèles et à ramification à angles
aigus, en faveur d'une infection plutôt
qu'une colonisation. Entre lame et lamelle,
ils mesurent de 2 à 4 μm de diamètre,
apparaissent hyalins, cloisonnés, et parfois
ramifiés (dichotomie avec angles aigus à 45°)

• Rarement, des têtes aspergillaires peuvent
être observées (prélèvements au cours
d’aspergillome).

Filaments mycéliens de "type aspergillaire"

Tête aspergillaire



Examen direct après colorations spécifiques
• Des méthodes de marquage (noir chlorazole,

calcofluor) ou des colorations (coloration
argentique de Gomori-Grocott, Giemsa)
peuvent augmenter la sensibilite ́ de l’examen

• La seule présence de filaments « de type
aspergillaire » est présomptive d’aspergillose,
mais peut aussi correspondre à d’autres
hyphomycoses

Coloration argentique (MUSTO ou Grocott modifié)



Culture et identification

• Milieu de Sabouraud C+A à 27°C et à 37°C pendant 15j

• Aspergillus sp. se développe en quelques jours (3 à 5
jours à 37°C ) sur milieu de Sabouraud ou au malt à
une température de 30 ± 2 °C à 35 ± 2 °C et jusqu’à
plus de 50 °C pour A. fumigatus (espèce
thermophile).

• Le cycloheximide inhibe sa croissance dans la majorité
des cas mais quand Aspergillus sp. pousse sur les
mileux additionnés de cycloheximide cela est en
faveur de sa pathogénicité

• La culture des balles fongiques (avec examen direct
positif) se révèle négative (après 2 semaines
d’incubation) dans la moitié des cas

• L’aspect macroscopique des cultures est essentiel en
association à l’analyse morphologique microscopique
(morphologie des têtes aspergillaires, des hyphes,
présence d’organes de la reproduction sexuée, etc.)





Aspergillus fumigatus ( Aspergillus section Fumigati )

• A.fumigatus est l’espèce la plus fréquemment
retrouvée en pathologie humaine (littérature)

• Croissance rapide en 24-48 heures à 35 °C,

• donnant des colonies blanches devenant rapidement bleu-
vert, puis vert foncé à gris noirâtre (croissance possible au-
delà de 50 °C)

• Le verso est incolore, jaune, vert ou brun-rouge suivant les
souches.

• À l’examen microscopique, le conidiophore est court (300
µm), lisse et incolore avec évasement progressif au sommet
portant une vésicule hémisphérique (20 à 30 µm). Les
phialides sont directement insérées sur la vésicule (absence
de métule) et produisent des conidies globuleuses, vertes,
échinulées, petites (2,5 à 3 µm) donnant un aspect de tête
unisériée en colonne compacte (100 µm). Absence de Hülle
cells .



Aspergillus flavus ( Aspergillus section Flavi )

• Le plus isolé en Tunisie

• Croissance rapide en 2 à 3 jours à 35 °C

• des colonies blanches devenant rapidement
jaunes puis vert-jaune. Le verso est incolore,
rosé ou brun foncé.

• À l’examen microscopique, le conidiophore est
long (1 mm et parfois jusqu’à 2,5 mm), hyalin,
habituellement recouvert d’aspérités
(verruqueux) surtout près de l’apex, et porte
une vésicule sphérique (25 à 45 µm)

• Les cultures jeunes sont souvent
microscopiquement très polymorphes. À
maturité, les phialides sont typiquement
portées par des métules, produisent des
conidies globuleuses, vert pâle, échinulées (3,5
à 4,5 µm), donnant un aspect de tête bisériée,
radiée (300-400 µm). Absence de Hülle cells



Culture et identification
• En revanche, cette identification morphologique reste limitée à la

section (par exemple Aspergillus section Fumigati, Aspergillus
section Flavi, Aspergillus section Nigri, etc.) du fait de la diversité des
espèces potentiellement impliquées en clinique et de l’existence
d’espèces cryptiques

• La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet une identification
rapide et fiable à l’espèce, notamment des espèces cryptiques

• L’identification moléculaire par séquençage des gènes codant la β-
tubuline et la calmoduline reste la référence pour la détermination
de l’espèce des champignons du genre Aspergillus

• L’importance d’une identification précise à l’espèce est justifiée,
notamment en cas d’infection invasive, car la sensibilité aux
antifongiques peut varier considérablement d’une espèce à l’autre
au sein d’une même section

Classification simplifiée des sections et espèces du genre Aspergillus.

Source : d’après Gautier M, Normand AC, Ranque S. Previously unknown

species of Aspergillus. Clin Microbiol Infect 2016 ; 22(8) : 662-9.



Diagnostic Mycologique

Nécessité de répéter les prélèvements +++ afin d’améliorer la
sensibilité

• Le manque de spécificité pose des difficultés d’interprétation du fait
de la possibilité de contamination du prélèvement ou du portage
fortuit dans l’arbre respiratoire de spores aspergillaires

• La culture reste essentielle: permet l’isolement de la souche (délai
de réponse d’au moins 48 heures), nécessaire pour une
identification précise et l’évaluation de la sensibilité in vitro aux
antifongiques





• Indications :
• Isolement d’Aspergillus sur un terrain à risque (neutropénie +++, ABPC)

• Échec thérapeutique

• Aide à la décision thérapeutique

• Aspergillus : de plus en plus de résistances naturelles et acquises aux 
triazolés

Antifongigramme



Difficultés +++

• Conditions techniques : spores 

• Particularités de la croissance des espèces

• Action de l’ATF sur Aspergillus : fongistatiques 
(échinocandines)/ fongicides (AmB et azolés)

• Niveau de corrélation in vitro/in vivo?

• Antifongigramme ≠  Antibiogramme +++

• Le choix de l’antifongique repose surtout sur l’espèce 
identifiée (A.terreus, A.flavus, A.nidulans R AmB)

Antifongigramme : Etude de la sensibilité aux 
antifongiques (Azolés, AmB, Echinocandines)





• Résistances à l’AmB
• Identification d’espèce  et antifongigramme +++ 

EUCAST 2020



AmB FCZ ITZ VCZ 5FC CAS ANI

A.fumigatus S R S S R S* S*

A.flavus R R S S R S* S*

A.terreus R R S S R S* S*

A.niger S R R R R S* S*

A.nidulans R R S S R S* S*

Etat de la résistance naturelle des Aspergillus

• Le choix de l’antifongique repose surtout sur l’espèce identifiée +++



Etat de la résistance naturelle des Aspergillus



Etat de la résistance naturelle des Aspergillus



Etat de la résistance naturelle des Aspergillus



Détection d’ADN par PCR
• Performances très variables selon la population

étudiée et la nature du prélèvement

• L’extraction d’ADN sur un volume de plasma ou de
sérum (le plasma serait préférable) d’au moins
500 µL ainsi que l’utilisation de l’ADN ribosomique
comme cible de la PCR, permettant de compenser
la faible quantité d’ADN circulant, ont montré des
résultats particulièrement intéressants.

• Un consortium européen (European Aspergillus
PCR Initiative) a travaillé à la standardisation de
la PCR avec publication de recommandations
techniques pour sa réalisation de la PCR ainsi qu’à
son inclusion dans la récente révision des critères
diagnostiques

• L’usage combiné de la PCR et du GM améliore nettement la sensibilité du diagnostic d’aspergillose
invasive chez les patients à risque

• Kits de Détection d’ADN aspergillaire directement à partir des échantillons cliniques ayant subi un
traitement préanalytique adapté; certains incluent les principales mutations du gène CYP51A d’ A.
fumigatus associées à la résistance aux azolés





Spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation Time Of 
Flight mass spectrometry)

Standardisée, rapide (2h)+++, peu coûteuse



Examen anatomopathologique
Il peut mettre en évidence des filaments mycéliens septés "de type aspergillaire" ou non
septés « de type mucorale » et peut objectiver un processus d’invasion tissulaire

L'examen anatomopathologique fait appel à des colorations non spécifiques (hémalun éosine
safran, periodic acide Schiff) ou spécifiques basées sur la coloration argentique qui colore la
paroi fongique

Filaments mycéliens "de type aspergillaire"



Autres méthodes diagnostiques

• En pratique, la détection
d’antigènes de paroi
(galactomannane ou 1,3-β-D-
glucane) et la détection d’ADN par
PCR sont dédiées au diagnostic
des formes invasives

• La recherche d’anticorps est
principalement indiquée pour le
diagnostic des formes allergiques
et chroniques d’aspergillose



Antigène galactomannane

• L’antigène galactomannane aspergillaire (GM) :un polymère de
mannose et de galactose de la paroi d’ Aspergillus sp. (dispersé
sous forme soluble au cours de la prolifération du champignon en
cours d’infection)

• Sur le sérum (pvt de sang total sur tube sec stérile sous vide)

• et le LBA (récipient stérile), mais est également possible sur le LCR

• Techniques: EIA++ (Immunochromatographie existe)

• La recherche de GM sérique:
• largement utilisée en criblage systématique bihebdomadaire pour le

dépistage de l’aspergillose invasive chez le patient à haut risque
(patient neutropénique)

• de façon ponctuelle en cas de suspicion chez les autres patients (non
neutropéniques) (sensibilité du dosage sur le sérum est faible) la
détection du GM dans le LBA présente un intérêt, en complément
des méthodes de mycologie classique (examen direct, culture).







• Aspergilloses pulmonaires invasives
• Mortalité >50% ( terrain sous-jacent +++)

• TERRAIN : Facteurs liés à l’hôte +++ : 

•Haut risque
• Greffe de moelle osseuse allogénique

• PNN < 500 élts/mm3 pendant >10j

• Corticothérapie à dose moyenne d’au moins 0,3mg/kg/j  
pd > 3semaines

• Hémopathies (onco-hématologie)

• Déficits immunitaires héréditaires (Granulomatose 
Septique Chronique)



• GM dans le sang
• Sensibilité : 

• Populations : Malades d’hématologie+++/malades transplantés 
d’organes/maladies systémiques/ttt corticoïdes/enfants

Cordonnier Clin Microbiol Infect 2009; 15 : 81-6

Husain Am J Transplantation 2004; 4 : 796-802

Guinea Clin Microbiol Infect 2010; 16 : 870-7

Sens de 93% chez le neutropénique, 70-92% chez les LA, 82-86% 
allogreffés , elle diminue sensiblement chez les autres malades.
Dépistage sérique ne doit être proposé qu’aux patients 
d’hématologie et non aux autres malades à risque chez qui on 
peut faire le dosage en cas de forte suspicion. 

• Nombre de prélèvements : screening 2 fois/sem
Maertens Blood 2001; 97 : 1604-10

Suarez . J Clin Microbiol 2008; 46 : 3772-7 



• 1AA sérum ou plasma ≥ 1

• 1 AA LBA ≥ 1

• 1 AA LCR ≥ 1 

• 1 AA sérum ou plasma ≥ 0,7 et 1 AA LBA ≥ 0,8

2019



• Des défauts de spécificité liés à des faux positifs sont dus à de nombreux facteurs: 6-
12%  
• D’origine externe

• Galactomannane d’origine alimentaire (produits lactés+++)

• Alimentation parentérale
• ATB (l’administration concomitante de pénicillines hémisynthétiques contaminées par du GM 

(par exemple pipéracilline-tazobactam) (Tazocilline®))
• Réaction croisée avec d’autres champignons(Penicillium, Fusarium, Geotrichum, 

Cryptococcus..)
• Réactions croisées au cours d’infections fongiques invasives rares (Trichosporon spp., 

champignons dimorphiques tels que Histoplasma capsulatum , Talaromyces marneffei , 
Coccidioides immitis , Blastomyces dermatitidis , etc.)

• Ig IV 

• maladie du greffon contre l’hôte (GVH) digestives
• Enfants < 2 ans
• Aspergillose extra-pulmonaire

• D’origine int (technique elle-même : non reproductible dans 30% des cas)

Précautions+++ (tubes stériles en verre, signaler le ttt ATB, deux prélèvements consécutifs 
et répéter le dosage dans le même sérum ou sur un 2ème pvt)

Une AA+ seule ne permet pas de distinguer colonisation d’infection
Tamma, P. Pediatr Infect Dis J 2007; 26:641

Marr, KA, Laverdiere, M, Gugel, A, Leisenring, W. Clin Infect Dis 2005; 40:1762
CNR Mycoses Invasives et Antifongiques 2022



• L’antigénémie aspergillaire se positiverait pls jours avant l’apparition des signes cliniques et 
radiologiques au cours de la surveillance des patients à risque

J Clin Microbiol 1999;37:3223-8   
Cancer  2001;91:311-8

screening 2 fois/sem chez les malades à risque

PCR



Antigène (1,3) β-D-glucane (BDG)
• Prélèvement de sang total sur tube stérile sous vide

• Il s’agit d’un polymère de glucose présent dans la paroi de
nombreux champignons tels qu’Aspergillus sp., Candida
sp. et Pneumocystis sp. sauf Cryptococcus et Mucorales

• Non spécifique de l’aspergillose invasive.



Antigène (1,3) β-D-glucane (BDG)
• Les tests commerciaux utilisent une réaction

protéase zymogène issue de la modification du
mécanisme de lysat d’amœbocytes de limule :
cette réaction est mesurée en cinétique

• Sa réalisation nécessite des précautions
particulières et l’usage de consommables
exempts de glucane.

• La sensibilité pour le diagnostic d’aspergillose
invasive est inférieure à celle du GM et varie
entre 60 % et 80 %.





Détection du (1,3) β-D-glucane (BDG) dans le sérum

• Des faux positifs sont observés fréquemment dans 
certaines situations : en postchirurgie, dialyse (en cas 
d’utilisation de membranes en cellulose) ou lors de 
l’administration d’antibiotiques ou encore lors de sepsis 
bactériens. 

VPN+++ infection fongique invasive



Méthodes de diagnostic indirect

• On commence par une technique sensible puis on confirme
par le Western blot

• Plusieurs techniques (EIA, double diffusion,
coélectrosynérèse, immunoélectrophorèse, et plus
récemment Western Blot )

• Le Western Blot: sensibilité supérieure à 90 %, pour le
diagnostic des aspergilloses chroniques ; il ne permet pas
d’exclure les colonisations chroniques de l’arbre respiratoire

• La détection d’IgG et/ou de précipitines anti- Aspergillus est le
test le plus sensible pour le diagnostic d’aspergillose
chronique cavitaire



• Aspergilloses pulmonaires chroniques (plusieurs entités)

Toux hémoptysie AEG

• Aspergillome pulmonaire

• L’aspergillose pulmonaire chronique cavitaire (APCC) 

• L’aspergillose pulmonaire chronique fibrosante (APCF) 

• Aspergillose pulmonaire semi-invasive ou Aspergillose pulmonaire 
chroniques nécrosante (APCN)

Sur le plan pratique:

http://www.google.tn/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://tiloupiot.free.fr/ImagerieECN/317/317.htm&ei=QcMaVdCkCoOBUdKpgoAM&bvm=bv.89381419,d.d2s&psig=AFQjCNEcsdtus8B5UnHySyq42XjjLWstJQ&ust=1427903479757145
http://www.google.tn/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://tiloupiot.free.fr/ImagerieECN/317/317.htm&ei=QcMaVdCkCoOBUdKpgoAM&bvm=bv.89381419,d.d2s&psig=AFQjCNEcsdtus8B5UnHySyq42XjjLWstJQ&ust=1427903479757145


• Diagnostic des Aspergilloses pulmonaires chroniques 

• Dg mycologique :
• Répéter les pvts +++

• PCR +++

• Marqueurs sériques:
• Galactomannane

• Sur LBA +++

• Sur sérum -

• 1-3 βD glucane sérum (Aspergillome, APCC et APCF) +/-

• Sérologie:
• Aspergillome, APCC et APCF +++

• APCN +/-



Diagnostic d’Aspergillose pulmonaire invasive en 
onco-hématologie: Critères de l'EORTC chez

Donnelly J.P., Chen S.C., Kauffman C.A., et. al.: Revision and update of the consensus definitions of invasive fungal disease from
the European Organization for Research and Treatment of Cancer and the Mycoses Study Group Education and Research
Consortium. Clin Infect Dis 2020; 71: pp. 1367-1376.



Diagnostic de l’Aspergillose invasive :difficile
• Classification des API (EORTC/MSG): 

• API possible
1 Facteur lié à l’hôte + 1 critère clinique (clinico-Rx) sans critère 
microbiologique 

• API probable
1 Facteur lié à l’hôte + 1 critère clinique (Rx+++) + 1 critère 
microbiologique (isolement et identification du champignon ou 
PCR+ dans les prélèvements respiratoires  y compris le LBA, AA+)

• API prouvée
Examen anapath (ou ED) montrant la présence de filaments 

mycéliens et culture positive à Aspergillus dans un prélèvement 
stérile (PTP ou biopsie) ou PCR Aspergillus + dans un prélèvement 
stérile (PTP ou biopsie) 

De Pauw et al. CID 2008; 46 : 1813-21

IDSA 2019















Conclusion

• Les champignons du genre
Aspergillus sont responsables d'un
large spectre de pathologies

• Le diagnostic des aspergilloses
nécessite une collaboration étroite
entre biologistes et cliniciens

• La phase préanalytique: la qualité
du prélèvement+++



Merci pour votre attention


