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Recherches sur les caractéres
des Aspergillus pathogénes. Les espéces mineures

par J. JacQuEr et P. BouTiBONNES

Nous avons, dans une note précédente, précisé les caracteres
distinctifs des espéces pathogénes majeures actuelles des Asper-
gullus, A. fumigatus, A. clavatus et A. flavus (14). Le rdle biologique
en a été longuement envisagé par ailleurs (5), pour la derniére. La
production de toxines par elle-méme et par la pénultieme, a fait
I'objet de diverses investigations de notre part (6) (16) (14) (17). Et,
cependant, on voit de plus en plus invoquer encore d’autres variétés
dans la production d’affections des animaux, d’une part, de’homme,
d’autre part, depuis la premiére constatation de ce genre qui remonte
a 1842, avec RAYER et MonTAGNE (28) isolant un A. candidus du
sac a air d’un bouvreuil, jusqu’a la suspicion toute récente de
'action parasitaire d’A. restrictus (21). Nous sommes persuadés que
cette liste, déja longue, s’étendra encore. Il y a lieu, cependant,
d’étre tres prudent, et le recensement des souches pathologiques doit
se faire avec beaucoup de circonspection : ces moisissures sont, en
effet, des contaminants tres fréquents ; aussi, peut-on les retrouver
souvent au cours des analyses qui portent sur des organes lésés,
sans qu’elles y soient pour quelque chose : au lieu d’étre la cause du
trouble, elles ont bien pu ne s’installer qu’en raison de celui qui
leur offrait un milieu favorable.

Des aspergilloses pulmonaires de I’dne et du cheval ont été attri-
buées 4 A. nidulans, respectivement par TscHERNIAK (34) et PiNoY
et Masson (23) ; celles des oiseaux a A. glaucus, A. amstelodami,
par SAEz (29) ; & A. terreus par AINSWORTH et Austwick (1), SAEz
(29) ; enfin, & A. nidulans par AiNnswoRTH et Austwick (1), AINs-
worTH et REWELL (2), Mc Diarmip (20). Les avortements des
bovins peuvent étre dus a A. nidulans (PLum [24], AINSWORTH et
Austwick [1]), A. niger (MoriERA, JacoB et Coll. [22]), A. terreus
(PLum [24]), et A. versicolor (PLum [24], AINSWORTH et Ausrt-
wick [1]).

Des otites a A. niger ont été décrites chez le chien par LapcEvic
et Ciric (19).

Des granulomes cutanés chez les vaches sont provoqués par
A. terreus (Davis et Coll. [9]).
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Les insectes (doryphores) peuvent étre parasités par A. ochraceus
(VOoros [36]) et comme CoupERrT (8) I’a trouvé au cours de sto-
matites ou d’otites chez ’homme, cette espéce pourrait bien, quel-

Fi1c. 1. — Aspect des conidiospores au microscope électronique
(les barres noires des images du haut délimitent 1 ).

— En haut a gauche : 4. niger, image directe. La capsule d’enve-
loppe est souvent fragile dans cetteespece, commele montre la spore
du bas.

— En haut a droite : 4. wentii, image directe.

— En bas a gauche : 4. versicolor, image directe.

— En bas a droite : A. terreus, contre tirage.
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que jour, étre observée chez les animaux. Il en est de méme d’A. wen-
tit, responsable de bronchites chroniques humaines (Counerr [8]).

Quant a la production de toxine, elle est invoquée par CaRLL
et Coll. (7) sur des veaux et par ScHuMmAIER et Coll. (30), sur des
volailles par Aspergillus glaucus. En dehors de I'acide oxalique,
trés abondamment formé par A. niger et qui constituerait la cause
de certains troubles (WiLson [37], FrisBIER et RICHTESTEIGER [12],
Arro et Coll. [4]), il y a peu d’arguments probants & ce sujet pour
cette espéce. A. ochraceus est beaucoup plus intéressant, car il
produit une autre mycotoxine, 'ochratoxine qui est cancérogéne,
au méme titre que la flavatoxine (Staron et Coll. [31], VAN den
MerwE et Coll. [35], TuERON et Coll. [32] [33]). A. versicolor, de
son coté, secréte de la sterigmatocystine, qui donne, sous les rayons
ultra-violets, une fluorescence rouge-orange. La méme substance
est produite par A. nidulans (HorzapreL et Coll. [13]). Selon
ArLLarp (3), il y aurait formation de flavatoxine. Avec les souches
dont nous disposons, nous n’avons pu confirmer ce fait. En 1964,
KoLEsova (18) a montré que les extraits de la moitié des souches
d’A. wentii étaient toxiques pour les paramécies ; 'année suivante,
RaBiE et Coll. (26), avec du mais contaminé, intoxiquaient des
poussins, des moutons, des lapins. PoTGIETER et BooYsE (25), ont
fractionné, par chromatographie, cinq composants qu’ils assimilent
a de ’ergostérol. Par culture sur notre milieu synthétique I, induc-
teur de la toxinogenése, nous avons isolé, en chromatographie sur
gel de silice, une tache fluorescente bleu-violet de flavatoxine, a
coté de 4 taches d’un pigment orangé.

Il ne faut pas attribuer, pourtant, aux Aspergillus, un rdle uni-
quement néfaste : ils jouent, en effet, souvent, pour le microbio-
logiste alimentaire ou médical, un roéle utile éminent. Qu’il nous
suffise de citer la préparation empirique de produits fermentés a
base de soja par A.wentit,la fabrication industrielle d’acide citrique
par A. niger, enfin 'obtention d’antibiotiques comme la niduline
et I'ustine d’A. nidulans, la terréine d’ A. terreus. Ce sont la d’autres
raisons de les mieux connaitre.

Il ne sera question ci-dessous que de nos constatations person-
nelles, renvoyant, pour le reste, a I’excellent ouvrage de RAPER
et FENNELL (27).

I. — CARACTERES MORPHOLOGIQUES

A Tinstar des espéces précédemment étudiées, nous nous som-
mes servis, comme aide a la détermination, de la morphologie, des
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conidiospores au microscope électronique. Nous constatons, alors,
des différences spécifiques dans les dimensions, la forme, les orne-
mentations de la surface, qui viennent s’ajouter aux variations de
couleur, facilement visibles.

— A. glaucus : spores vertes ou vert-jaune, de 4, 5 a 7 p de long
sur 3 4 5 ¢ de large, ovalaires ou subovalaires, spinulées.

— A. amstelodami : spores jaunes ou gris-vert, de 5 4 6,5 p. de long
sur 2,5 a 3,5 u de large, subglobulaires ou elliptiques, finement spi-
nulées.

— A. restrictus : spores vertes ou vert foncé, 4 4 6 p de long sur
3 a 4 p de large, elliptiques ou pyriformes, trés rugueuses.

— A. ochraceus : spores ocres ou de couleur daim, de 2,5 a 3,5 p.
de long sur 2,5 a 3 u de large, globulaires ou subglobulaires, lége-
rement rugueuses ou lisses.

— A. niger : spores brunes a brun-noir, de 4 4 5 u de long sur
3,5 a 4 u de large, globulaires ou légérement ovalaires, hérissées de
piquants et de crétes.

— A. wentii : spores jaunes a jaune-brun, 5 a4 5,5 p de long sur
4 a 4,5 p de large, elliptiques, a surface légérement rugueuse ou
lisse.

— A. versicolor : spores jaunes, jaune-orange, ou vertes, de 2,5 a
3,5 » de diamétre, sphériques, échinées.

— A. nidulans : spores vertes a vert clair, de 3 4 3,5 n de diamétre,
globulaires, a paroi externe rugueuse.

— A. terreus : spores beiges ou brun clair, de 2 4 2,5 p. de long sur
1,54 1,8 1 de large, elliptiques, enveloppe externe lisse.

II. — CARACTERES CULTURAUX

A. — Température optimale.

Si les neuf espéces étudiées se développent a la température du
laboratoire, nous avons, cependant, enregistré pour chacune d’elles,
une croissance optimale qui se situe a 20-23 °C pour A. glaucus,
25 oC pour A. versicolor. 30 °C pour A. ochraceus, A. terreus, A. wen-
tit, A. restrictus, 37 °C pour A. amstelodami, A. niger et A. nidulans.

B. — Utilisation des glucides et des polyalcools comme source de
carbone.

Le saccharose, sucre habituellement utilisé dans le milieu synthé-
tique de Czapeck Dox, a été remplacé au taux de 3 9, par d’autres
glucides. On s’apergoit, alors, que :
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10 Certains sucres sont assimilés par les 9 espéces considérées :

— Pentoses : arabinose, rhamnose et xylose.

— Hexoses : glucose, galactose, mannose et fructose.
— Diholosides : saccharose et mélibiose.

— Triholosides : raffinose.

— Polyosides : amidon soluble.

— Hétérosides : esculoside (sauf pour A. glaucus).
— Polyalcools : glycérol, sorbitol et mannitol.

20 D’autres sucres ne sont utilisés par aucune espéce :

C’est le cas du salicoside, parmi les hétérosides.

3° Un dernier groupe de glucides est retenu par certaines espéces
seulement :

— Diholosides : — cellobiose par A. nidulans, A. niger, A. ochra-
ceus, A. terreus, A. versicolor, A. wentit ;

— lactose par A. glaucus, A. nidulans, A. niger
et A. terreus.

— Polyosides : — glycogéne par A. ochraceus, A. terreus, A. ver-
steolor ;

— inuline, par A. nidulans, A. terreus, A. versi-
color ;
— cellulose par A. niger et A. versicolor.

— Polyalcools : a des degrés divers, le dulcitol et I'inositol sont
utilisés par A. nidulans, A. niger, A. versicolor, A. amstelodami,
A. restrictus.

Malgré un large éventail, ainsi étendu, d’enzymes glucidiques, la
cellulolyse est tres réduite chez les membres de ce groupe.

C. — Apparition des pigments.

La production de colorants solubles est fortement influencée,
tant du point de vue nuances qu’intensité, par la nature de la source
de carbone. Les pentoses (a ’exception du rhamnose) et les hexoses
sont de bons inducteurs de pigments. En revanche, les polyosides,
les hétérosides et les polyalcools ne sont pas favorisants. Le glycérol
lui-méme ne provoque pas de synthese de substances colorantes
chez A. versicolor, A. wentii et A. amstelodami.

Les cinq moisissures les moins colorées sont A. glaucus, A. wentit
et A. restrictus. Les autres élaborent des substances dont la couleur
varie du jaune (A. niger) ou jaune orangé (A. nidulans) au rose ou
rouge orangé (A. versicolor).
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D. — Cultures sur milieux habituels aux champignons :

Dans ce chapitre, nous laisserons volontairement de c6té la des-
cription de la pousse sur milieux au malt et de Czapeck-Dox,

FiG. 2. — Aspect des conidiospores au microscope électronique.

— En haut a gauche : 4. ockraceus a un grossissement double des
autres images, tirage direct.

— En haut a droite : A. nidulans, tirage direct.

— En bas a gauche : 4. nidulans, contre tirage.

— En bas a droite : 4. niger, contre tirage (comparer avec la
figure 1, en haut, a gauche).

Les traits noirs situés en haut a droite délimitent la valeur d’un
u pour les trois derniéres images, d’un demi p pour celle du haut a
gauche.
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admirablement décrite par Rarer et FENNELL dans leur traité sur
le genre Aspergillus (27).

10 Sur miliew d’isolement de Sabouraud, ces 9 moisissures for-
ment un tapis épais sporulant abondamment. Pour A. wentii, notons
la formation d’un pigment brun intense.

20 Sur eau de levure, 1a pousse est beaucoup plus discréte. A. glau-
cus donne des formes de souffrance tardives (8¢ jour). Le dévelop-
pement d’A. amstelodamti, lent (21 jours), se manifeste par de petites
masses immergées d’un diamétre ne dépassant pas 1/2 mm. Le
mycelium immergé d’A. restrictus est visible dés le 6¢ jour, mais
n’évolue plus jusqu’au 18¢ jour. A. ochraceus se manifeste, d’abord,
par un mycelium immergé, puis par un voile léger de surface spo-
rulant le 19¢ jour. A. niger sporule trés rapidement par rapport
aux autres espéces (5€ jour). A. wentit et A. versicolor cultivent dis-
cretement en profondeur. A. nidulans forme un voile épais et dense,
apparaissant le 4€ jour. A. terreus sporule légérement sur un voile
mince.

E. — Culture sur milieux naturels.

Nous avons pris comme type la pomme de terre glycérinée.
A. glaucus développe trés rapidement un mycélium épais recou-
vert, dés le 5¢ jour, de spores vert de gris virant au noir le 8¢ jour.
A. amstelodamt forme sur ce substrat, des colonies de petite taille,
cratériformes ou mamelonnées, sporulant le 21¢ jour, en jaune
poussin. Le mycelium d’A. restrictus, visible dés le 2¢ jour, bleuté,
encroutant, verruqueux, vire au gris sale le 18¢ jour. A. ochraceus
s’incruste profondément dans la masse de la pomme de terre : ses
appareils conidiens, trés ras, deviennent brun sale le 15¢ jour.
A. niger, dés le 2¢ jour, compose un enduit noir poussiéreux, puis,
grace a des propriétés amylolitiques impressionnantes, attaque la
pomme de terre en profondeur : le liquide de la partie inférieure
du tube est jaune verdatre le 12¢ jour. A. wentii synthétise un
intense pigment brun roux. La pousse assez tardive d’A. versicolor,
sous forme de masses blanches grumeleuses, s’accompagne de cul-
ture en profondeur dans I’eau glycérinée. Cette espéce sporule
le 15¢ jour. Les hyphes d’A. nidulans s’encrotitent. Ils sont de cou-
leur blanc sale a brun clair, recouverts de spores vertes, puis brunes.
Le liquide sous-jacent est brun. Le caractére essentiel d’A. terreus
sur ce milieu, est ’excrétion d’exsudats jaune d’or, dés le 6¢ jour,
ces pigments virant a I’orangé, le 18¢ jour.
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F. — Milieux renfermant des substances organiques.

10 Lait tournesolé : Les modifications apportées par le dévelop-
pement du mycélium sont trés différentes suivant les espeéces.
A. glaucus, par exemple, sporule le 8¢ jour, sur un anneau de surface,
sans modifier la nature des protides du lait. Le lait, fortement
alcalinisé par le voile mycélien, blanchétre, d’A. amstelodami, spo-
rulant en gris-bleu le 8¢ jour, n’est pas ultérieurement digéré.
A. restrictus, au contraire, ’acidifie lentement (18¢ jour). Avec
A. ochraceus et A. terreus, la digestion compléte du milieu s’accom-
pagne, le 19¢ jour, de sécrétion de pigment jaune rosé. La pousse,
annelée, de surface, se double tardivement (18¢€ jour) d’une acidi-
fication, puis d’une peptonisation partielle : on observe, a ce stade,
un pigment jaune-orange vif. Pour A. niger, nous avons noté, des
le 5¢ jour, une acidification qui évolue le 12¢ jour, vers une diges-
tion partielle, aboutissant a la formation d’un caillot alvéolaire
empli d’un liquide jaune clair. Chez A. wentii, un voile apparent,
le 5¢ jour, donne lieu a une digestion active, compléte le 13€ jour ;
le liquide résiduel est hyalin, de couleur brun-orange. La protéolyse,
induite par A. versicolor, suit une coagulation rapide, puis une déco-
loration du milieu. Vers le 15€ jour, le liquide est brun violacé.
Pour A. nidulans, nous avons retenu sur ce substrat, une forte
activité protéolytique, qui occasionne, en 4 jours, une digestion
semi-compléte du lait : 4 jours aprés encore, le liquide digéré est
brun-rouge, alors que le revers du mycélium est brun foncé.

20 Gélatine nutritive : L’activité gélatinolytique d’A. glaucus,
d’A. amstelodami et d’ A. restrictus est nulle, méme apres 8 jours de
culture ou la présence de la moisissure se manifeste par un voile
léger de surface sporulant en brun (A. glaucus), par de minuscules
colonies (A. amstelodami) ou par un anneau léger et des colonies
punctiformes immergées (A. restrictus). 11 en est de méme pour
A. nidulans, pour lequel on note un pigment brun trés dense diffu-
sant dans le milieu. Pour les quatre autres champignons, la liqué-
faction est plus ou moins rapide. Elle intervient le 4¢ jour pour
A. niger, le 6€ jour pour A. ochraceus et A. terreus, le 7¢ jour pour
A. wentii, et de fagon beaucoup plus lente, le 20¢ jour, pour A. versi-
color.

30 Sérum coagulé : La plupart des colonies y sont encrotitantes,
de petites tailles. A glaucus y sporule le 10¢ jour, en vert de gris,
A. nidulans et A. amstelodami y forment un tapis brun-beige. Pour
A. ochraceus, le mycélium devient cérébriforme et mamelonné le
15€ jour. Trois especes ne sporulent pas sur ce substrat : il s’agit
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Fic. 3. — Aspect des conidiospores au microscope électronique
(tirages directs).

— En haut a gauche : Aspergillus amstelodami.

— En bas a gauche : Aspergillus glaucus, var. repens.

— En bas a droite : Aspergillus restrictus, méme grossissement
que pour A. amstelodami.
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d’A. terreus (mycélium beige), d’A. versicolor (voile chagriné) et
d’A. restrictus, dont le mycélium se manifeste par des traces tres
discrétes. Une seule espéce, A. niger, digére le milieu sécrétant un
liquide ambré, qui s’infiltre dans les craquelures profondes du sérum.
Le 12¢ jour, il ne reste rien du substrat initial. A. wentii sporule le
7¢ jour.

40 Milieu de Loewenstein-Jensen : La sporulation a lieu le 10€ jour
pour A. glaucus, le 4€ jour pour A. nidulans, le 18€ jour pour A. ochra-
ceus et A. terreus, accompagnée, pour ce dernier, d’une sécrétion
intense de pigment rouillé. La pousse tardive d’A. amstelodami
aboutit, néanmoins, a la formation de colonies de 2 4 3 mm de dia-
metre (21¢ jour). Les colonies d’A. restrictus sont punctiformes,
gris clair, blanches ou gris bleu (18¢ jour). A. versicolor développe
des colonies gris terreux a brun clair, grenues, alors que A. niger
donne naissance a de trés longs appareils conidiens (1,5 mm).
A. wentii couvre la surface d’hyphes stériles en colonies sphériques,
d’un diamétre de 2 a 3 mm.

Dénués de propriétés protéolytiques, A. glaucus, A. amstelodami
et A. restrictus s’opposent a A. niger, fortement actif et a A. ochra-
ceus, A. terreus, A. versicolor, A. wentii. A nidulans, doué d’un
pouvoir caséolytique, est dépourvu d’activité sur la gélatine et le
sérum sanguin.

(Laboratoire de Microbiologie
de la Faculté des Sciences de Caen.)
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