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ASPERGILLOSE EXPERIMENTALE DU LAPIN 

R[ponses immunoiogiques et anatomo-pathologiques hun envahissement pulmonaire unique 
et massif de spores vivantes d'Aspergillus fmnigatus, Corri~lations anatomo-s~rologiques. 
Probl~mes pos~s par les infestations pulmonaires aspergillaires fugaces. 

par 

O. Morin, M. F. Nomballais, C. Vermeil 

Resum~ 
Les auteurs ont 6tudi~ sur 40 lapins les r6ponses s6rologiques et histologiques des animaux ~t 

une impregnation aspergillaire par instillation intra-trach~ale de spores vivantes d'Aspergillus 
fumigatus. Ils soul,vent les probl~mes de diagnostic pos6s par des malades chez lesquels les 
examens s6rologiques mettent en 6vidence des arcs de pr6cipitation, au niveau desquels il n'est 
pas possible de r6v61er les activit6s enzymatiques caract6ristiques d'aspergitlome pulmonaire. 
Ace  sujet, ils 6voquent les hypotheses de bronchite aspergiUaire, de ph6nom6nes allergiques 
aspergillaires, d'impr6gnation fugace de l'organisme par un Aspergillus. 

Depuis les travaux originaux de Renon en 1893, de nombreux cher- 
cheurs ont 6tudi6 l'aspergillose broneho-pulmonaire exp6rimentale. 
Depuis quelques ann6es, la pathologie pulmonaire fongique connaR un 
regain d'actualit6, les recherches visant i 6tudier le r61e favorisant des 
th6rapeutiques antibiotiques usuelles ou la r6ponse immunitaire de 
l'organisme /~ une implantation fongique (travaux de l'6cote de Lille: 
J. Biguet et collaborateurs, 1-2). 

En 1966, Hirotsugu Sawasaki et ses collaborateurs au Japon (3), 
6tudiant la pathog6nie de l'aspergillome pulmonaire montraient que 
l'implantation et la croissance fongique d'Aspergillus fumigatus d6pen- 
daient de trois conditions: bronco-st6nose et ligature de l'art6re pul- 
monaire, d6terminant des bronchectasies, des cavit6s o/1 la croissance 
des spores d'Aspergillusfumigatus inject6es secondairement est massive. 

En 1967, Gernez-Rieux et ses collaborateurs (4) 6tudiaient le r61e des 
macrophages alv6olaires dons la d6fense des voies respiratoires apr6s 
inhalation massive de spores d'Aspergillusfumigatus. 

L'Aspergillus peut 6galement atre l'agent premier infectant, d6ter- 
minant une aspergillose primaire, ceci semble possible puisque des 
auteurs ont d6crit des bronchites aspergillaires, des pneumonies dues/t 
un Aspergillus. 
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C'est dans cet esprit que nous avons entrepris l'6tude de ce probl6me 
de l'aspergillose primitive, en essayant de pr6ciser les modalit6s 
r6actionnelles du tissu pulmonaire apr6s injection unique de spores 
d'Aspergillus, et parall61ement les r+ponses immunitaires de l'organisme. 

Moyens d'~tude 

La souche aspergillaire 

La souche d'Aspergillusfumigatus utilis6e a 6t6 isol6e de l'aspergillome 
broncho-pulmonaire d'un de nos malades. Les spores sont r6colt6es 
apr6s 2 jours de culture/t  37 °C sur milieu de Sabouraud g61os6 g 2 %. 
Elles sont utilis6es fraiches sous forme d'une suspension de 100/~ 200 mgr 
de spores par animal pour 1 ml d'eau physiologique fi 8,5 °/o 0 st6rile. 

Les animaux utilisOs 

Pour la r6alisation de ce travail, 40 lapins d'un poids moyen de 3 Kgs 
ont 6t6 utilis6s. 

Technique d'infestation util&de 

La suspension de spores a 6t6 inocul6e dans la trach6e des animaux 
sous anesth6sie g6n6rale. Cette instillation intra-trach6ale a 6t6 unique. 

Nous avons r6alis6 des examens histologiques pr6coces et tardifs 
suivis dans les deux cas de contr61es s6rologiques. Pour ceci, nous avons 
r6parti les animaux en deux groupes : 

1) des lapins ont requ 1 ml de suspension de spores vivantes et ont 
6t6 sacrifi6s 8 jours apr6s leur inoculation/l raison d'un lapin tu6 tous 
les jours. Une poction cardiaque et le pr616vement des deux poumons 
6taient effectu6s, ces derniers 6tant confi6s au laboratoire d'Anatomie- 
Pathologique. Nous avons recommenc6 trois fois cette premi6re partie 
de notre travail et avons utilis6 25 animaux. 

2) des lapins ont requ 1 ml de suspension de spores vivantes dans les 
m6mes conditions, mais ont 6t6 6tudi6s pendant un / t  deux mois sur le 
plan s6rologique par ponction veineuse effectube tousles  jours, 8 jours 
apr6s l'instillation intratrach6ale. Apr6s un ~t deux mois les animaux 
6taient sacrifi6s et les deux poumons pr61ev6s. Nous avons utilis6 15 
lapins dans cette seconde partie de notre travail. 

Technique d'~tude 

1. S6rologique 
La recherche d'anticorps anti-aspergillaires dans les s6rums des lapins 
a 6t6 effectu6e par analyse immuno61ectrophor6tique suivant les m6- 
thodes pr6conis6es par l'6cole Lilloise. 
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Nous avons adopt6 la macro-m6thode en support d'agarose sur des 
plaques de verre de 110 × 50 x2,5 mm recouvertes de I0 ml d'un gel 
0,9 g d'agarose pour 10 ml de tampon v6ronal sod6 HC1 de pH = 8,2. 
Les r6servoirs d'antig6ne de 2,5 mm de diam6tre sont situ6s ~t 8 mm du 
r6servoir de s6rum et ~t 30 mm du p61e n6gatif. La migration de l'antig6ne 
dure 5 H 30 sous une d.d.p, de 20 volts aux extr6mit6s de la lame. 
L'6quilibre antig6ne-anticorps est obtenu avec une dilution de 20 mgr 
de produit sec dans 0,1 ml de tampon pour un s6rum concentr6 4 fois en 
principe. 

Nous avons utilis6 pour ces analyses l'antig6ne Aspergillus fumigatus 
total de m~me souche que celle ayant servi ~t l'inoculati6n des animaux. 

Les plaques d'agarose r6v61ent pendant 48 H ~t +4  °C, elles sont 
ensuite lav6es pendant 3 jours ~ +4  °C dans l'eau physiologique, puis 
d6min6ralis6es au papier whatman n o 1 sous courant d'air froid pendant 
4 H environ. 

Des r6actions de caract6risations enzymatiques ont ensuite 6t6 
effectu6es sur ces plaques et pour en augmenter le contraste sur des 
plaques p artiellement s6ch6es. 

En effet, l'6cole Lilloise (5-6) a montr6 qu'au niveau des arcs 
sp6cifiques (arcs C et J) observ6s en cas de d6veloppement fongique de 
l'Aspergillus, il existait une activit6 enzymatique : activit6 chymotrypsique 
(arc C), activit6 catalasique (arc J). 

Les lames sont ensuite color6es au Noir-amido de Schwarz. 

2. Histologique 
Les deux poumons D et G des 40 lapins ont 6t6 pr61ev6s syst6matique- 

merit pour examen anatomo-pathologique. Ces poumons sont fix6s 
dans du formol ~i 10 9/0. Apr6s inclusion ~t la paraffine, ils sont color6s 

par l'h6mat6ine-phloxine-safran et te hotchkiss-mac-manus. 

Resultats 

Nous envisagerons les r6sultats des examens s6rologiques avant 
d'entreprendre l'6tude anatomo-pathologique des 40 lapins, essayant 
ensuite de d6gager les corr61ations anatomos6rologiques possibles. 

1. Etude s~rologique 

Sur les 40 animaux inocul6s, nous n'avons pu 6tudier que 33 s6rums, 
7 lapins 6tant d6c6d6s des suites de l'inoculation sans qu'il soit possible 
de les ponctionner. 

Donc, sur 33 s6rums 6tudi6s, 19 nous ont donn6 une r6ponse immuno- 
logique sous forme de syst6mes pr6cipitants, de caract+re diff6rent suivant 
les 2 s6ries de lapins inocul6s. 

Nous pouvons globalement r6sumer nos r6sultats dans le tableau ci- 
dessous : 
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~ - ~  R6sultats sbrologiques 
S~ries de lapins ~ S6rotogie positive S6rotogie n6gative 

Lapins tu6s apr+s 8 jours d'inoculation 12 11 
(25 lapins) 

Lapins suivis pendant 1 ~ 2 mois 7 3 (15 lapins) 

a. Dans la s6rie des lapins sacrifi6s apr6s 8 jours  
d ' inoculat ion (un animal sacrifi6 par  jour)  

L '6tude s6rologique nous a donn6 peu de syst~mes pr6cipitants: un 
max imum de 2 arcs seulement a 6t6 retrouv6 darts 6 cas de r6ponses 
positives sur 12, dans les 6 autres cas, nous n 'avons  obtenu que l 'arc 
parfois ~t peine visible. 

b. Dans la s6rie des lapins 6tudi6s pendant  1 /t 2 mois 
L'6tude s6rologique nous a donn6, dans 5 cas sur 7, une r6ponse immu- 

nologique avec une 616vation du taux des anticorps d6butant  10 jours  
apr6s l ' inoculat ion,  mon t ran t  un maximum apr6s 15 jours  ~t 3 ou 4 
syst6mes pr6cipitants, pour  amorcer  une chute au bout  de 20 jours  
et se maintenir / l  1 arc au moment  o/t les animaux ont  6t6 sacrifi6s (fig. 1). 

Si nous essayons d e  donner  une expression graphique 6 ces r6sultats, 
nous obtenous une courbe cor respondant  ~t la figure ci-dessous : 

5yst~mes 
Pr~cipitants 

5 lO 15 2O 25 3O 

T~mp~ en jours 

Courbe  d '6volut ion des syst6mes pr6cipitants en fonct ion du temps 
exprim6 en jours ,  darts le s6rum des lapins dont  l '6volution s6rologique 
a 6t6 suivie pendant  1 ~t 2 mois. 

2. Etude, anatomo-pathologique 

Notre  6tude analyse les 16sions 616mentaires et les regroupe pour  
essayer de d6finir un tableau anatomopathologique .  
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Fig. t. Analyse immunohlectrophorhtique r6vhlant respectivement 2 et 4 syst6mes prhcipitants 
dans les shrums des lapins. 

a. Etude des 16sions 616mentaires 
Sur les 80 poumons, nous avons 6tudi6 de faqon syst6matique le 

rev&e.ment pleural, les gros axes vasculaires, les axes bronchiques, les 
lumi6res et les parois alv6olaires. 
• la plkvre:  nous n'avons jamais observ6 de 16sions pleurales. Le feuillet 
visc6ral est toujours d'6paisseur normale. I1 n'existe aucun exsudat en 
surface, aucun infiltrat inflammatoire. 

les axes  vasculaires: sur les gros vaisseaux art6riels ou veineux, nous 
n'avons 6galement jamais observ6 de 16sions. Les lumi~res sont larges et 
b6antes. Les patois sont toujours subnormales sans aucun d6p6t 
pathologique. Par contre, au niveau des parois alv6olaires, il existe une 
ectasie des capillaires. 

les axes  bronchiques: lfi encore les 16sions sont tr6s peu fr6quentes 
(4 cas) et se r6sument fi des bouchons mucopurulents obstruant les lu- 
mi6res bronehiques, mais sans aucune atteinte des parois bronehiques 
elles-m~mes. 
• les alvdoles: les, 16sions alv6olaires sont par contre beaucoup plus 
fr6quentes puisqu elles ont 6t6 not6es dans les 40 cas. 

Dans les lumi6res alv6otaires, il  existe un exsudat de nature vari6e 
r6alisant soit une alv6olite fibrineuse (5 cas) soit une alv6olite fibrino- 
h6morragique (22 cas), soit une alv6olite fibrino-purulente (2 cas). Par- 
fois, les trois sont associ6es et r6alisent une alv6olite fibrino-h6morra- 
gique et purulente (2 cas). 

les parois  alvdotaires: elles sont 6paissies. Ceci est le fait d'une ectasie 
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vasculaire s 'accompagnant de suffusions h6morragiques et d'un infiltrat 
inflammatoire. Cet infiltrat est tant6t diffus, tant6t localis6 et d'abon- 
dance vari6e. I1 est constitu6 parfois d'616ments polynuc166s, le plus 
souvent d'616ments mononuc166s: lymphocytes, plasmocytes ou histi- 
ocytes. Ces histiocytes constituent des placards cellulaires. Leurs 
cytoplames sont 6tal6s, charg6s de granulations P.A.S. positives. Cet in- 
filtrat peut prendre un aspect tr6s particulier et r6alise le granulome type 
tuberculoide ou sarcoide like dont nous pr6ciserons les caract6res ci- 
dessous. 
• les i lots  lymphoi 'des  ne sont jamais 16s6s. I1 n'existe aucune atrophie ou 
hyperplasie lymphoide. 

b. Regroupement des 16sions 616mentaires 
Ces diff6rentes 16sions r6alisent trois types 16sionnels touchant l'un 

ou l'autre poumon, parfois les deux. 
• le premier type 16sionnel est tout fi fair Aspecifique. C'est celui que 
l'on observe au cours de tout processus inflammatoire. I1 touche les parois 
et les lumi6res alv6olaires et se traduit par la pr6sence d'une alv6olite 
h6morragique ou fibrineuse /~ laquelle s'associent des 16sions inter- 
stitieUes: 6paississement des septa par une ectasie vasculaire et un in- 
filtrat mononuc166. I1 n'existe pas de m6taplasie du rev~tement alv6- 

Fig. 2. Granulome tuberculoide. Au centre: 3 cellules g6antes plurinuc166es macrophagiques. 
A droite: pr6sence d'Aspergillus. 
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olaire. Cette 16sion correspond ~t la pneumonie r6ticul6e hypertrophique 
ou Atetectasie au stade initial vasculo-histiocytaire encore r6versible. 
• le deuxi6me type 16sionnel consid6r6 comme sp6cifique, est le 
granulome type tuberculoide ou 'sarcoide like'. 

Sur le fond 16sionnel pr6c6demment d6crit, apparait un granutome: 
formation nodulaire riche en 616ments inflammatoires off l 'on re- 
connait des histiocytes spumeux, des lymphocytes, parfois des cellutes 
6osinophiles et des cellules g6antes plurinuc166es. Dans le cytoplasme 
des cellules g6antes macrophagiques, nous avons pu observer des spores 
d'Aspergillus fumigatus mais jamais de filaments myc61iens. Ces granu- 
lomes sont parfois confluents et centr6s par une n6crose piquet6e 
d'616ments polynuc166s. Parfois, ils ne sont qu'6bauch6s et se caracte- 
t6risent par la pr6sence d'une seule cellule g6ante et de quelques rares 
616ments 6pith61ioides au sein d'un granulome inflammatoire par ail- 
leurs banal• Cet aspect bien connu est le d6nominateur commun aux 
agressions antig6niques et on t'observe dans toutes les r6actions s'appa- 
rentant aux r6actions d'hypersensibilit6 retard6e. Nous avons observ6 
cette 16sion 10 lois dans le poumon droit, 11 fois dans le poumon gauhe, 
7 lois ce granulome ~tait centr~ par des spores d'AspergilIus fumigatus. 
(fig. 2 & 3)• 

Fi~. 3. Tate aspergillaire au fort grossissement. 
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Fig. 4. Pneumonie interstitielle desquamative. Pr6sence intraalv6olaires de pneumocytes 
granuleux PAS +.  

enfin, nous avons observ6 des 16sions assez particuli6res caract6ris6es 
par la pr6sence intra-alv6olaire de larges placards cellulaires (fig. 4). 
I1 s'agit de pneumocytes granuleux ou cellules alveolaires desquam6es. 
Leur cytoplasme est large, 6ta16, finement granuleux et la coloration du 
hotchkiss-mac-manus objective la pr6sence d'une substance P.A.S. posi- 
tive. En aucun point on ne retrouve cependant de 16sions folliculaires. 
I1 s'y associe un infiltrat inflammatoire monomuc166 souvent histiocy- 
taire ou plasmocytaire dans les parois alv6olaires. 

Une telle 16sion est le substratum anatomique d'une entit6 clinique 
actuellement bien ¢onnue en pathologie putmonaire et d6crite sous le nom 
de Pneumonie interstitielle desquamative. Cette pneumonie inter- 
stitietle desquamative serait un syndrome cons6cutif ~t des 6tiologies 
diverses. Les cons6quences alv6olaires en sont toujours les m~mes, 
savoir l'hyperplasie puis la desquamation intra-alv6olaire de pneumo- 
cytes granuleux avec pertubation de la secr6tion de surfactant dont rend 
compte l 'accumulation intracellulaire de granulations P.A.S. positives. 

Ces trois types 16sionnels peuvent ~tre isol6s ou associ6s et il serait 
6videmment assez satisfaisant d'en faire des stades 6volutifs successifs. 
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3. CorrOlations anatomo-sOrologiques 

Trois points nous paraissent int6ressants ~ relever au terme de ce 
travail: 

a. Dans tous les cas, off nous avons obtenu une rdponse 
s6rologique positive 

• nous avons essay6 de retrouver les activites enzymatiques chymo- 
trypsique et catalasique sp6cifiques au niveau des syst6mes pr6cipitants 
61abor6s dans les s6rums des animaux. Nos r6sultats se sont toujours 
r6v616s n6gatifs. Ce fait s'explique, puisque nous n'avons pas cr66 
d'aspergillome pulmonaire chez les lapins, les 16sions histologiques 
retrouv6es et consid6r6es comme sp6cifiques 6tant un granulome type 
tuberculoide ou 'sarcoide like' dans lequel on retrouve des spores 
d'Aspergillus mais jamais de filaments myc61iens t6moins d'un dOcelop- 
pement aspergillaire. 

b. Dans la s6rie des lapins sacrifi6s apr6s 8 jours d'inoculation, 
nous avons des images histologiques int6ressantes: 

dans 5 cas, nous retrouvons des granulomes typiques centr6s par des 
spores aspergillaires. Ace  granulome s'associe d'ailleurs une pneumonie 
r6ticul6e hypertrophique et un infiltrat histiocytaire PAS positif intra- 
alv6olaire, mais dans ces cas, nous n'avons pas de r6ponse immunitaire 
d6celable en pr6cipitation: r6action n6gative ou faiblement positive (1 
arc) dans 2 cas, les lapins n'ayant pas eu le temps de d6velopper des anti- 
corps anti-aspergillaires, avant d'6tre sacrifi6s. 

dans cette m~me s6rie, nous avons observ6 12 fois dans le poumon D, 
i 1 fois dans le poumon G, le tableau correspondant/t  une pneumonie 
interstitielle desquamative, dans ces cas, nous avons une r6ponse s6ro- 
logique r6v61ant 1 ou 2 syst6mes pr6cipitants t6moins de la r6sorption 
des spores d'Aspergillus par les macrophages. 

c. Dans la s6rie des lapins dont l'6tude s6rotogique a 6t6 poursuivie 
pendant 1 ou 2 mois, et qui ont 6t6 sacrifi6s/t cette date, 

il a 6t6 observ6: 
. 7 fois dans le poumon D et 7 fois dans le poumon G des 16sions non 
sp6cifiques fi type de pneumonie interstitielle desquamative. Parmi ces 
cas, 3 fois, nous avons mis en 6vidence des cellules g6antes sans toutefois 
retrouver de spores aspergillaires. L'6volution s6rologique chez ces 
animaux nous avait montr6 une 616vation, puis une baisse des syst6mes 
pr6cipitants correspondant/t la disparition des spores aspergillaires sous 
l'effect de l'activit6 macrophagique. 

darts 2 cas, il a 6t6 observ6 un granulome tubercutoide centr6 par des 
spores d'Aspergillus, mais dans ces 2 cas, il s'agissait d'animaux d6c6d6s 
quelques jours apr6s l'inoculation et pour lesquels nous n'avons pu faire 
d'6tude s6rologique. 
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Conclusion 

N o s  c o n s t a t a t i o n s  v t r i f i en t  ce que G e r n e z - R i e u x  et ses c o l l a b o r a t e u r s  
(4) ava i en t  6tabl i :  la d i spa r i t ion  r ap ide  des spores  d'Aspergillus du tissu 
p u l m o n a i r e  et  le c a r a c t t r e  s p o n t a n t m e n t  r t g r e s s i f  des 16sions i n f l a m m a -  
toires ,  pu i sque  lo r sque  la r t p o n s e  i m m u n o l o g i q u e  c o m m e n c e  ~t a p p a r a i -  
tre,  les 16sions p u l m o n a i r e s  son t  en voie  de r tg ress ion .  C e p e n d a n t ,  dans  
p lus ieurs  cas (7 cas),  nous  avons  re t rouv6  des images  de g r a n u l o m e  
tube rcu lo ide  centr6  sur  les spores  aspergi l la i res ,  et dans  19 cas,  des images  
de  p n e u m o n i e  interst i t iel le  d e s q u a m a t i v e .  

Ces  r t su l t a t s  nous  p o s e n t  le p r o b l ~ m e  de t ' i n t e r p r t t a t i o n  des r t a c t i o n s  
s t r o l o g i q u e s  en p r a t i q u e  c o u r a n t e  de l abo ra to i r e ,  ~t c h a q u e  fois que nous  
r t v t l o n s  des s y s t t m e s  p r t c i p i t a n t s  o/1 il n ' e s t  pas  poss ib le  de m e t t r e  en 
6vidence  une  activi t6 enzyma t ique .  

- S ' a g i t - i l  de  m a l a d e s  a y a n t  subi  une  i m p r t g n a t i o n  aspergi l la i re  
fugace  p a r  i n h a l a t i o n  de spores  d'Aspergillus? 

- D e  m a l a d e s  qui  p o u r r a i e n t  pa r  la suite d t v e l o p p e r  une  asperg i l lose  
p u l m o n a i r e  interst i t iel le  ou  b r o n c h e c t a s i a n t e  ? 

- O u  de m a l a d e s  p r t s e n t a n t  des p h t n o m t n e s  a l le rg iques  aux  spores  
d' Aspergillus fumiyatus ? 

Les a r g u m e n t s  c l iniques,  r ad io log iques ,  6p id6mio log iques  jo in t s  
aux  r6sul ta ts  s6ro logiques  do iven t  s '6 tayer  r 6 c i p r o q u e m e n t  p o u r  d6par -  
t ager  les 6ventual i t6s  que la s6rologie  ne p e r m e t  pas  de pr6ciser.  
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