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Introduction




La pneumocystose (PCP), causee par Pneumocystis jirovecii (Pj), est une infection
opportuniste responsable de pneumopathie interstitielle grave chez les sujets
immunodéprimés. Depuis sa decouverte au début des annees 1900, les connaissances sur ce
pathogene ne cessent d’évoluer. La recrudescence des cas de PCP lors de 1’épidémie de VIH
dans les années 80 en a un fait un point de santé publique important. De nombreux
scientifiques se sont alors intéressés a Pj pour comprendre ce micro-organisme. L’agent de la
pneumocystose garde cependant encore de nombreux secrets a découvrir.

Dans un premier temps, le présent travail fait un état des lieux des connaissances actuelles sur
Pneumocystis jirovecii : la biologie, la physiopathologie, 1’épidémiologie ainsi que des
avancées en termes de diagnostic, de prévention et de traitement de la pneumocystose (PCP).
Dans la seconde partie, une étude épidémiologique rétrospective a été menée au CHU de
Nancy permettant d’apprécier 1’évolution sur seize ans (de 1994 a 2010) des cas d’infection a
Pj ainsi que de caractériser ces cas sur une période de cinquante-deux mois. Cette analyse met
en évidence une modification au cours des derniéres années des populations a risque de PCP
que nous tenterons de comprendre et d’expliquer. Le terrain d’immunosuppression des
patients atteints de PCP a-t-il un impact sur les manifestations clinico-biologiques de la
maladie ?

Enfin, devant la nécessité d’améliorer le diagnostic biologique et la prise en charge, il
s’avérait indispensable de mettre en place au sein du laboratoire une technique de biologie
moléculaire pour le dépistage de Pj dans les préléevements respiratoires. La troisiéme partie de
ce manuscrit propose ainsi deux analyses comparatives. Tout d’abord, les performances d’une
technique de PCR en temps réel « maison » sont évaluées par rapport aux techniques de
microscopie utilisées au laboratoire pour le diagnostic de PCP. La seconde analyse consiste en
la comparaison de la PCR « maison » avec deux kits de PCR quantitatives (QPCR) développés
par Bio-Evolution d’une part et Roche d’autre part. Quels sont les avantages et inconvénients
de la biologie moléculaire par rapport aux techniques de microscopie usuelles ? Dans un
contexte d’accréditation, 1’utilisation de Kkits standardisés étant préférable, les résultats
obtenus avec les différentes PCR sont-ils comparables ? Le laboratoire optera-t’il pour la
biologie moléculaire en complément des analyses déja pratiquées pour la recherche de Pj ?

Quelle technique de PCR en temps réel sera choisie ?



Partie 1

Infection a Pneumocystis jirovecii :
données de la littérature




I. Agent pathogene : Pneumocystis jirovecii

A. Historique

L’agent pathogéne, aujourd’hui appelé Pneumocystis jirovecii a été découvert pour la
premiere fois en 1909, au Brésil, dans les poumons de cochons d’Inde infectés par
Trypanosoma cruzi. A cette époque, Carlos Chagas croyait avoir identifié une nouvelle forme

(prékyste) de trypanosome. [Chagas 1909]

En 1910, Carini a fait la méme observation dans des poumons de rats infectés par
Trypanosoma lewisi. [Carini 1910]

En 1912, le couple Delanoé, de I'Institut Pasteur de Paris, a observé ce kyste dans des
poumons de rats d’égouts parisiens non infectés par le trypanosome et 1’a décrit comme étant
une entité biologique différente du trypanosome. [Delanoé et Delanoé 1912 ; Catherinot et
al. 2010] Ills le nommeérent Pneumocystis carinii : « pneumo- » en raison de son tropisme
pulmonaire, « -cystis » pour sa forme caractéristique et « carinii » en hommage & Antonio
Carini. [Aliouat-Denis et al. 2008]

En 1913, Aragao a proposé de classer ce pathogéne dans I’ordre des Coccidies parce qu’il
présente des similarités avec Cryptosporidium muris.

Dés lors, commence le débat controversé de 1I’appartenance de Pneumocystis sp. au regne des
parasites ou & celui des champignons.

En 1976, Frenkel a suggéré que ces pathogenes rencontrés chez I’humain et chez le rat
appartenaient a deux espéces distinctes du fait d’une spécificité d’hote et de différences
antigéniques. 1l a alors vainement proposé de nommer Pneumocystis jirovecii le micro-
organisme infectant 1’espéce humaine (jirovecii en hommage au Docteur Otto Jirovec).

Il faudra attendre la fin des années 1980 pour que la biologie moléculaire confirme 1’existence
de plusieurs espéces de Pneumocystis sp. ainsi que 1’appartenance fongique.

En 1994, lors des troisiemes ateliers internationaux sur les protistes opportunistes (IWOP-3),
la nomenclature trinomiale préconisée par I’'ICBN (International Code of Botanical
Nomenclature) a été adoptée temporairement. Les souches, considérées comme des « formae
speciales » (f.sp.), sont alors nommées en utilisant le nom de genre et d’espéce du
champignon suivi du nom de I’héte. Ainsi I’organisme isolé chez le lapin est appelé

Pneumocystis carinii f.sp. oryctolagi.



Puis peu a peu, la « formae speciales » a substitué le nom d’espéce. Il faudra attendre 2005
pour que la dénomination Pneumocystis jirovecii soit définitivement validée pour la forme
exclusivement humaine de Pneumocystis sp. L’appellation P. carinii est conservée pour 1’'une
des deux especes retrouvee chez le rat (Rattus norvegicus).

Actuellement de nombreuses especes ont été mises en évidence chez divers animaux aussi
bien domestiques que sauvages.

De plus, d’aprés des analyses de séquences d’ADN, il existerait de nombreux génotypes au
sein de ’espéce P. jirovecii. [Stringer et al. 2002]

Le terme « Pneumocystis » ne désigne donc plus une seule entité mais un groupe hétérogéene
de micro-organismes eucaryotes étroitement adaptés aux mammiferes et largement répandus

dans I’écosysteme. [Aliouat-Denis et al. 2008 ; Cushion et al. 2004]

B. Pneumocystis : parasite ou champignon ?

1. Hypothése parasitaire

De sa découverte jusqu’a la fin des années 1980, Pneumocystis sp. a été considéré comme un
protozoaire.

En effet, plusieurs arguments étayent cette hypothése.

Un cycle de réplication proche de celui des protozoaires (présence de formes

amiboides évocatrices de trophozoites) ainsi que des caractéres morphologiques

typiques (présence de prolongements cytoplasmiques).

- Une culture impossible sur milieux habituellement utilisés en mycologie.

- La synthése de novo des folates a partir de 1’acide para-aminobenzoique comme en
sont capables les Apicomplexa.

- Une résistance aux molécules antifongiques mais une sensibilité vis-a-vis de certains

antiparasitaires comme le cotrimoxazole et la pentamidine.

- Une paroi, dépourvue d’ergostérol mais contenant du cholestérol.



2. Hypothese fongique

Un certain nombre de caractéres orienterait plutét sa classification vers le régne des
champignons :

- D’un point de vue morphologique, une forme Kkystique évoquant des spores de
champignons (asques), des mitochondries possédant des cristae et 1’absence
d’organites trés visibles. [Stringer et al. 2002]

- D’un point de vue moléculaire (1988), des homologies de structure avec les
champignons. En effet, le séquencage révéle que le génome de Pneumocystis sp.
présente 68% d’homologie avec ceux des levures Saccharomyces cerevisiae et
Schizosaccharomyces pombe et des champignons filamenteux Aspergillus et
Neurospora crassa. [Aliouat-Denis et al. 2008]

- D’un point de vue ultrastructurel, la présence d’une paroi trilamellaire riche en chitine
et en B-(1,3)-glucane visible en microscopie électronique ayant une grande affinité

pour les colorations argentiques. [Stringer et al. 1996]

C. Cycle biologique

Du fait de I’impossibilité d’avoir durablement des cultures viables de Pneumocystis sp., les
connaissances sur son cycle biologique (fig. 1) reposent sur des observations en microscopie

électronique traditionnelle & partir, principalement, de poumons de mammiféres infectes.

Le cycle de Pneumocystis sp. fait intervenir différentes formes morphologiques du micro-
organisme et semble étre constitué d’une phase asexuée et d’une phase sexuée intervenant en

alternance in vivo. [Cushion. 2004]



Early
sporocyte

Intermediate
sporocyte sporocyte

Figure 1 : Cycle biologique de Pj [Aliouat-Denis et al. 2009]

1. Différentes formes morphologiques

Pneumocystis sp. étant classé parmi les champignons, il convient désormais d’utiliser la
terminologie fongique plutdt que les termes parasitaires (entre parenthéses) encore largement
employés dans le monde scientifique.

Les deux formes principales du cycle sont la forme trophique ou végétative (trophozoite) et
I’asque (kyste mature). Il existe une forme intermédiaire, le sporocyste (prékyste) qui
comporte trois stades de maturation : précoce, intermédiaire et tardif. [Ruffolo JJ 1994 ;
Cushion et al. 1997]



a) La forme trophique

Présente dans 90 a 95 % des cas, c’est la forme la plus abondante dans les poumons
d’individus atteints de pneumocystose. [Aliouat-Denis et al. 2009]

De forme amiboide, elle est mononucléaire, haploide, mesure entre 2 et 8 um de diameétre et
est constituée d’une paroi cellulaire mince qui apparait dense en microscopie électronique.

Elle est dotée de nombreuses projections cytoplasmiques appelées filopodes (fig. 2).

Noyau

Filopode

Figure 2 : Forme trophique de Pj en microscopie électronique [Thomas et al. 2004]

b) Le sporocyste

(1) Le sporocyste précoce

Le premier stade du sporocyste est rond, mononucléaire, probablement diploide et mesure en
moyenne 4 um. Sa paroi cellulaire est mince et également dense en microscopie électronigue.
Les filopodes sont beaucoup moins développés dans cette forme.

C’est 'unique stade ou le complexe synaptonémal (appariement des chromosomes

homologues) est visible dans le noyau (fig. 3).

Complexe synaptonémal

Noyau

Figure 3 : Sporocyste précoce de Pj [Aliouat-Denis et al. 2008]



(2) Le sporocyste intermédiaire

Il est a peine plus grand que le sporocyste précoce (environ 5 um). Il s’en distingue d’une
part, par ’apparition d’une couche translucide aux électrons entre la couche dense aux
électrons et la membrane plasmique et d’autre part, par son nombre de noyaux haploides
résultant du début de la réplication nucléaire. Le sporocyste intermédiaire (fig. 4) est constitué

d’au moins deux noyaux et peut €n contenir jusqu’a huit.

Condensation chromosomique

Méiose

Couche translucide aux électrons

Figure 4 : Sporocystes intermédiaires de Pj [Aliouat-Denis et al. 2008]

(3) Le sporocyste tardif

Sa paroi cellulaire s’est épaissie par rapport au sporocyste intermédiaire. Cet ultime stade
sporocyste est doté de huit noyaux (fig. 5).

Figure 5 : Sporocyste tardif de Pj [Aliouat-Denis et al. 2008]



c) L’asque
Il mesure entre 4 et 7 um de diamétre. Sa surface est plus lisse et ne possede que de rares

filopodes.

Il possede huit spores bien délimitées et protégées par une paroi cellulaire épaisse (fig. 6).

/— Paroi cellulaire épaisse

Spore

Figure 6 : Asque de Pj [Aliouat-Denis et al. 2008]

d) Les spores

Elles sont assez petites (1-2 pum de diametre) avec une paroi cellulaire fine et sont dépourvues
de filopodes. Elles apparaissent sphériques, en forme de banane ou irrégulieres. Elles
possedent un seul noyau haploide, un cytoplasme assez dense contenant une mitochondrie

arrondie, un réticulum endoplasmique et de nombreux ribosomes (fig. 6).

Les caractéristiques des différentes formes participant au cycle biologique de Pneumocystis

sp. sont répertoriées dans le tableau 1.
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Tableau 1 Caractéristiques des différentes formes du cycle biologique de Pneumocystis sp. [Aliouat-Denis
et al. 2009]

TABLE

Life cycle parasite stages of Preumocystis organisms

A: Light microscopy

Trophic form Early sporocyte Intermediate sporocyte Late sporocyte Cyst
TBO - - + + +
Giemsa + + + + +

TBO: Toluidine Blue O: -: unstained; +: stained (modified from Dei-Cas et al. 2004).

B: Transmission electron microscopy

Early Intermediate Late
Trophie form sporocyte sporocyte sporocyte Cyst Spore
Shape Irregular Ovoid Ovoid Ovoid Ovoid Ovoid,
amoeboid or
crescent-shaped
Diameter (pum) 2-8 3.5-45 4-6 4-6 4-7 1-2
Number of nucleus 1 1 2-8 8 8 1
Ploidy* n 2n° n n N= n
Synaptonemal No Yes No No No No
complexes
NAO? No No Yes Yes No No
Nuclear spindle No Yes Yes No No No
Mitochondrion® Elongated. Ramified Dendritic Split Ovoid, dense Ovoid, dense
little ramitfied
Cell wall Electron-dense  Electron-dense  Electron-dense + Electron-dense + Electron-dense + Electron -
(diameter innm)  layer (20-25 nm) layer (35-45 nm)  innerelectron-  innerelectron-  electron-lucent dense layer
lucent layers lucent layers  layers (80-120 nm)  (20-23 nm)
(80-100 nm) (80-120 nm)
Filopodia numerous poorly developed scarce scarce scarce none

a: one mucleus in each one of the eight spores: b: hypothetical ploidy considering the report by Matsumoto & Yoshida (1984)
and our own observations (modified from Dei-Cas et al. 2004); ¢: diploid early sporocyte results probably from conjugation of
haploid trophic forms: d: nuclear-associated organelles: e: these terms refer to detailed computer-aided 3D-ultrastructural recon-
struction of Pneumocystis mitochondrion as described by Palluault et al. (1991a. b).
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2. Deux modes de multiplication

a) Multiplication asexuee

La phase asexuée du cycle biologique de Pneumocystis sp. correspond a la fission binaire
(fig. 7) de la forme trophique. Haploide au départ, elle réplique le contenu de son noyau pour
devenir diploide puis se divise en deux pour engendrer deux formes-filles identiques a la
forme-mere.

Contrairement a la majorité des levures, le mode de réplication par bourgeonnement n’a
jamais, a ce jour, été observé chez aucune espéce de Pneumocystis sp.. [Cushion et al. 1997 ;
Cushion. 2004]

@ <4———— Forme trophique mere haploide

@ <+«———— Forme trophique mére diploide

% FISSION BINAIRE
@ @ <«—— Deux formes trophiques filles haploides
(a)

Figure 7 : Fission binaire [D’aprés Cushion et al. 2004]

b) Reproduction sexuée

Dans la phase sexuée, les formes trophiques mononucléaires s’attachent aux cellules
épithéliales de type | situées a proximité de vaisseaux capillaires par 1’intermédiaire de leurs
filopodes. Des étapes d’accouplement (fig. 8) et de conjugaison surviennent ensuite, au cours
desquelles la forme trophigue se transforme en sporocyste précoce probablement diploide et
contenant le complexe synaptonémal (fig. 9).

Ce sporocyste entre ensuite dans un processus de division méiotique suivi de deux mitoses
conduisant a un sporocyste tardif a huit noyaux. Ces huit noyaux sont ensuite séquestres et

subissent une étape de sporogénése pour étre transformés en huit spores matures. A la rupture
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de I’asque, les spores sont libérées et constituent les formes trophiques qui participeront a la

reproduction sexuée ou au cycle végétatif. [Cushion et al. 2004 ; Aliouat-Denis et al. 2009]

3 >— Formes trophiques

Figure 8 : Accouplement en microscopie électronique [Thomas et al. 2004]

Asque a 8 spores

ACCOUPLEMENT |

@:@

Sporocyste précoce 9 .

29"‘e MITOSE
Complexe synaptonémal ‘ .
MEIOSE (@ Sporocystes intermédiaires

1¢re MITOSE

Figure 9 : Multiplication sexuée [D’aprés Cushion et al. 2004]

Formes trophiques

4 SPOROGENESE
@ Sporocyste tardif
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D. Transmission

1. Réactivation ou contamination de novo ?

Afin de mettre en place des mesures préventives adéquates face a cette pathologie, les
modalités de transmission de ce champignon doivent étre appréhendées en termes de réservoir
ou de source de contamination mais aussi en termes de cinétique.

En effet, une forte prévalence d’anticorps anti-Pneumocystis dans le sérum d’enfants
immunocompétents démontre que 1’exposition a Pj est précoce dans la vie. Plus de 90 % des
enfants en bas age développent une primo-infection a Pneumocystis sp. plus ou moins
symptomatique. Pendant des décennies, la théorie de la réactivation d’une infection latente
acquise pendant I’enfance a donc été populaire. Cependant, des études épidémiologiques et
génotypiques orienteraient plutdt vers une contamination de novo.

Tout d’abord, la guérison biologique, caractérisée par la disparition de la détection de I’ADN
de Pj chez des patients guéris de PCP, étaye 1’hypothése de la recontamination. [Chabé et al.
2009]

De plus, plusieurs études ont montré que des individus pouvaient étre transitoirement porteurs
du champignon. [Morris et al. 2002]

Enfin, si I’organisme demeurait latent dans les poumons de 1’héte, on devrait trouver le méme
génotype de Pj lors d’infections récurrentes or, chez un méme patient, il a été détecté

différents génotypes de Pj lors de PCP successives. [Chabé et al. 2009]

2. Transmission horizontale

Actuellement, un modéle de transmission aérienne de la PCP est privilégié. Mais il reste a
préciser si cette transmission se fait directement de personne a personne ou s’il existe une

source environnementale commune. [Catherinot et al. 2010 ; Thomas et al. 2004]

a) Transmission interhumaine

La transmission par contact direct entre les hotes a été évoquée dés la découverte de
Pneumocystis sp. en 1912. Des cas d’épidémies chez des enfants prématurés ou malnutris et
par la suite, en milieu hospitalier (unités de pédiatrie, oncologie, soins intensifs,

transplantation rénale et maladies infectieuses) ont étayé la suspicion d’une transmission
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interindividuelle. Des études de génotypage sur des cas groupés de PCP confortent cette
hypothese. [De Boer et al. 2007 ; Hocker et al. 2005]
Bien que la forme infestante de Pj n’ait pas encore été identifiée, ce mode de transmission par

des humains infectes ou colonises reste privilégie. [Chabé et al. 2009 ; Dumoulin et al. 2000]

b) Source environnementale

Bien que de ’ADN de Pneumocystis sp. ait été trouvé dans I’environnement, 1’existence
d’une niche environnementale reste incertaine, mais rien aujourd’hui ne permet de réfuter
completement ce mode de transmission.

Tout d’abord, du fait de la spécificité d’hote, le réservoir de la PCP ne peut étre animal. La
PCP n’est donc pas une anthropozoonose mais plutét une anthroponose.

De plus, ’ADN de Pneumocystis sp. a été détecté dans 1’eau et dans I’air (milieu rural,
animaleries hébergeant des animaux infectés et chambres de patients atteints de PCP). Ce
mode de transmission sous-entendrait une croissance saprophytique du champignon dans
I’environnement et la génération de formes infestantes. Or, a ce jour, aucune forme fongique

de Pneumocystis sp. n’a été identifiée dans I’environnement. [Chabé et al. 2009]

3. Transmission verticale

Enfin, la transmission verticale du champignon par voie transplacentaire a été démontrée
récemment chez 1’homme. L’immunodépression physiologique associée a la grossesse
favoriserait la colonisation par Pj [Vargas et al. 2003] et la transmission materno-feetale du
champignon par voie hématogéne ou via le liquide amniotique.

L’ADN de Pj a été détecté par PCR dans les poumons de feetus et au niveau des placentas lors
de fausses-couches. [Montes-Cano et al. 2009]

Des études complémentaires sont nécessaires pour étayer ce mode de transmission et la

possible responsabilité de Pj dans les avortements spontanés. [Chabé et al. 2009]
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1. Physiopathologie

A. Invasion du micro-organisme

Chez les hotes infectés, Pneumocystis sp. est localisé pour la majeure partie au niveau des
alvéoles pulmonaires. Les formes trophiques s’accrochent aux cellules épithéliales alvéolaires
de type-1 par I’intermédiaire de leurs filopodes, ce qui aurait pour effet de favoriser la
prolifération du pathogene et de limiter la croissance des cellules épithéliales pulmonaires. Il
s’agit d’une simple apposition des surfaces cellulaires sans fusion des membranes (fig. 10).

La seule présence du micro-organisme ne provoque donc pas d’altération de la structure des

cellules épithéliales alvéolaires ni de la fonction de barriére de 1’épithélium. [Catherinot et

al. 2010]

Formes trophiques

Cellules épithéliales alvéolaires de type-I

Vaisseaux capillaires

Figure 10 : Attachement de Pj aux cellules alvéolaires en microscopie électronique [Aliouat-Denis et al.
2009]

B. Mise en place de la réaction immunitaire

L’adhérence du champignon aux cellules épithéliales provoque le recrutement des
macrophages alvéolaires. Les macrophages alvéolaires sont les principaux phagocytes
intervenant dans I’élimination pulmonaire de Pneumocystis sp..

Ils expriment de nombreux récepteurs qui, lorsqu’ils sont liés aux molécules présentes a la
surface du pathogéne, provoquent la production d’un grand nombre de molécules pro

inflammatoires (TNFa et chemokines notamment).
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Les récepteurs mannoses des macrophages reconnaissent la glycoprotéine MSG (Major
Surface Glycoproteine ou glycoprotéine A). Cette glycoprotéine de surface est un mélange de
plusieurs protéines codées par la famille de genes MSG. Une seule MSG est exprimée a la
surface d’une méme sous-population de Pj.

Les génes codant pour les MSG sont présents a I’extrémité des chromosomes de
Pneumocystis sp.. Cette localisation favorise les translocations et est ainsi a ’origine de
variations antigéniques ou de «switch » d’une protéine MSG a une autre. Chaque sous
population de Pj exprime une glycoprotéine de surface différente. Cette variation
immunogénique et antigénique est responsable d’échappement immunitaire. [Cushion 2004 ;
Thomas et al. 2004]

Il existe aussi une interaction entre le récepteur dectin-1 du macrophage et le B-glucane de la
paroi du micro-organisme. Les molécules de B-glucane (largement répandues) ont un réle
important dans I’initiation de la réponse inflammatoire lors d’'une pneumocystose.
Pneumocystis sp. est ensuite phagocyté par les macrophages ou il est incorporé dans des
phagolysosomes et finalement détruit.

Il est donc indispensable d’avoir une réponse inflammatoire efficace chez I’hote pour
contréler une pneumocystose.

Or, chez les patients immunodéprimés (SIDA, maladies malignes), les fonctions des
macrophages (phagocytose et activation de I’inflammation) sont altérées ce qui a pour
conséquence de diminuer 1’élimination du pathogéne des poumons. Ceci favoriserait le
développement d’une infection dans ces populations a risque. [Catherinot et al. 2010 ;
Thomas et al. 2004]

C. Réponse cytokinique

La réponse inflammatoire est amplifiée par la production de chemokines et de cytokines pro
inflammatoires par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales.

Le TNF-o (Tumor Necrosis Factor) induit la production d’interleukine-8 (IL-8) et
d’interféron-y (IFN-y). Ces médiateurs stimulent le recrutement et [’activation des

lymphocytes, des neutrophiles et des monocytes. [Thomas et al. 2004]
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Les lymphocytes T-CD4, via I’'IFN-y, coordonnent la réponse inflammatoire en recrutant et en
activant d’autres cellules immunitaires effectrices (monocytes et macrophages) responsables
de I’¢limination de I’organisme.

Le role des lymphocytes T-CD8 est plus controversé. Ils auraient des effets bénéfiques dans
des situations de déplétion chronique en cellules T-CDA4.

Les polynucléaires neutrophiles, recrutés par 1’IL-8, interviennent aussi dans le contrdle de la
pneumocystose. Cependant, la production d’IL-8 est corrélée avec I’infiltration des
neutrophiles et la diminution des échanges gazeux lors de pneumocystose sévere humaine.
Les taux d’IL-8 dans les LBA pourraient étre prédicateurs de déficience pulmonaire et de
déceés dus a la PCP. [Catherinot et al. 2010]

Bien que la réponse inflammatoire engendrée par Pneumocystis sp. soit indispensable pour
I’élimination du pathogéne, elle cause néanmoins des effets déléteres pour 1’hote (Iésions

pulmonaires, détresse respiratoire). [Catherinot et al. 2010]
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I11. Epidémiologie

A. Variation saisonniéere

Bien que les résultats different en fonction des auteurs, il existerait une variation saisonniere
de I’incidence de la pneumocystose a Pj. [Miller et al. 2007] En effet, la température et
I’humidité extérieure auraient une influence sur la dissémination environnementale des spores
du champignon. [Miller et al. 1992]

La plupart des études sont purement descriptives, seul un petit nombre fait appel a des
données statistiques plus robustes. [Sing et al. 2009 ; Varela et al. 2004]

Bien que I’association entre les facteurs climatiques (température et humidité) et 1’incidence
de la PCP ne soit pas clairement établie, I’incidence de la PCP serait globalement corrélée a la
hausse des températures. [Miller et al. 1992 ; Vanhems et al. 1992] Plus récemment, les
travaux des équipes allemandes et anglaises vont dans ce sens et décrivent des pics
saisonniers plutot estivaux. [Sing et al. 2009 ; Walzer et al. 2008]

A contrario, d’autres équipes, espagnoles et anglaises, ont observé une incidence maximale de
la PCP en hiver comme pour les autres infections respiratoires. [Calderon et al. 2004 ; Varela
et al. 2004 ; Lubis et al. 2003] De plus, selon 1’équipe espagnole, la diminution de
température aurait une influence sur la survenue de pneumocystose a Pj mais pas I’humidité.
[Varela et al. 2004] Des études multicentriques américaines et européennes ont méme révéle
que I’incidence globale était plus élevée dans les villes les plus froides. [Hoover et al. 1991 ;
Delmas et al. 1995]

Enfin, les saisons et les facteurs climatiques pourraient avoir une influence sur la répartition
des différents genotypes de Pj. Ainsi le génotype 2 (basé sur le polymorphisme du géne
mtLSU) est isolé de maniére périodique et sa fréquence d’isolation serait corrélée avec la
moyenne des températures (mais aucune corrélation avec I’humidité). [Miller et al. 2007]

Ceci suggére que les différents genotypes de Pj pourraient avoir des exigences physiques
différentes pour leur survie dans 1’environnement et la transmission du micro-organisme.

[Miller et al. 2007]
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B. Facteurs de risque

Comme décrit dans les notions de physiopathologie, une altération du systeme immunitaire

semble nécessaire pour développer une pneumocystose. Plusieurs groupes de populations ont

donc été repérés comme étant a risque accru de PCP.

L’infection par le VIH a été pendant longtemps le principal facteur de risque de PCP.
Le risque est accru si le taux de lymphocytes T-CD4 est inférieur a 200 cellules/uL.
Les hémopathies malignes (leucémies lymphoides chroniques et lymphomes) sont a
risque de PCP. Celle-ci peut se développer lors du traitement (chimiothérapie et
stéroides a fortes doses ou a durée prolongée) ou étre inaugurale de la maladie et
survenir avant tout traitement immunosuppresseur. Les patients recevant une greffe de
moelle osseuse ou de cellules souches hématopoiétiques sont aussi a risque de PCP.
Dans ce cas, I’infection fongique apparait sous I’effet d’une forte immunosuppression
instaurée pour prévenir la réaction du greffon contre I’hote ou les rechutes
d’hémopathies malignes.

Les tumeurs solides (cerveau surtout mais aussi sein et poumon) sont egalement un
facteur de risque de PCP mais a moindre échelle que les hémopathies malignes.
L’explication potentielle de la survenue de pneumocystose dans les tumeurs malignes
intracérébrales est 1’utilisation de corticothérapie prolongée et a forte dose.

Les patients souffrant de maladies inflammatoires ou de maladies auto-immunes
(maladie de Wegener), traités par corticoides et agents cytotoxiques développent
rarement une PCP.

Les transplantations d’organe solide (poumon, rein, cceur, foie) constituent un facteur
de risque de PCP notamment dans la premiére année aprés la transplantation. Les
traitements prescrits aux patients transplantés (immunosuppresseurs, Ssérum

antilymphocytaire) pourraient étre responsables de la survenue de PCP.

A cOté de ces facteurs de risque liées a des pathologies, une modification de statut

immunitaire engendrée par des traitements immunosuppresseurs favorise la survenue de

PCP. 1I s’agit notamment des corticothérapies au long court mais aussi de 1’utilisation

d’analogues puriques (fludarabine), de cytotoxiques (cytarabine, vincristine,

cyclophosphamide, methotrexate) ou d’anticorps monoclonaux (alemtuzumab, rituximab).

[Roux et al. 2010]
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C. Prévalence et incidence

Actuellement, I’incidence en France est de 161 cas/an en moyenne répartis comme suit : 61 %
de patients infectés par le VIH et 33 % de patients immunodéprimés non VIH. Le nombre
total de cas de PCP déclarés demeure stable en France depuis cing ans. Il tendrait a diminuer
chez les patients immunodéprimés par le VIH avec en paralléle une recrudescence chez les

patients immunodéprimés par d’autres causes. [Magne et al. 2009]

1. Population VIH

La pneumocystose a Pj est une infection opportuniste trés fréquente chez les patients infectés
par le VIH avec une prévalence de 60 a 80 % dans les pays industrialisés [Lubis et al. 2003]
et de 13 a 55 % dans les pays en voie de développement. [Morris et al. 2004]

Sa survenue a permis de diagnostiquer 1’infection a VIH dans 25 a 39 % des cas en France
[May et al. 2005 ; Magne et al. 2009], contre 50 % aux USA [Walzer et al. 2008 ; Morris et
al. 2008]. L’incidence de la PCP a fortement diminué avec 1’introduction de la prophylaxie
anti-Pneumocystis au début des années 1990 (diminution de 3.4 % par an entre 1992 et 1996).
La prévalence de la PCP aux USA était de 53 % en 1989 et de 42 % en 1992. [Morris et
al. 2004]

Une seconde régression est apparue en 1996 avec I'utilisation de la thérapie antirétrovirale
hautement active (HAART) chez les patients VIH+ (réduction de 21.5 % par an entre 1996 et
1998 aux USA). [Kaplan et al. 2000]

En Europe, I’incidence de la PCP était de 4.9 % par an avant 1995 pour chuter a 0.3 % par an
apres mars 1998. [Morris et al. 2004]

Cependant, la PCP reste une infection opportuniste importante chez les patients infectés par le
VIH.

2. Population non VIH

Le réseau pneumocystose francilien a mis en évidence une augmentation de la proportion de
patients non VIH développant une PCP (25 % en 2003 et 2004, 30 % en 2005, 39 % en 2006,
41 % en 2007). [Magne et al. 2009]
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La recrudescence de cas de PCP dans cette population peut s’expliquer par 1’utilisation de
corticoides et d’immunosuppresseurs en onco-hématologie, lors de transplantations ou de
maladies inflammatoires chroniques.

Dans cette population, sans prophylaxie anti-Pneumocystis, la prévalence de la PCP est de 5 a
25 % chez les patients transplantés, 2 a 6 % chez les patients atteints de maladies de systéeme
et 1 a 25 % chez les patients cancéreux. [Morris et al. 2004]

Selon une étude frangaise, la prévalence des cas de PCP chez les patients non VIH en fonction
de la maladie sous-jacente est la suivante : 43 % d’hémopathies, 25 % de tumeurs solides,
27 % de maladies de systeme, 7 % en post-transplantation. Un méme patient peut cumuler
plusieurs pathologies a risque accru de PCP. Parmi ces patients, 66 % avaient recu un
traitement immunosuppresseur et 71 % une corticothérapie au long court avant le diagnostic

de pneumocystose. [Roblot et al. 2009]
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V. Présentation clinique

A. Colonisation asymptomatique

La colonisation humaine de Pj semble avoir un r6le majeur dans la transmission. De
nombreuses études mentionnent la détection d’ADN de Pneumocystis sp. dans des
prélevements respiratoires de patients asymptomatiques et immunocompétents. [Catherinot et
al. 2010] On parle alors de colonisation ou de portage de Pj. Cette détection a été rendue
possible grace au développement de techniques de biologie moléculaire (PCR) plus sensibles
que les méthodes traditionnelles.

La durée du portage asymptomatique de Pj fluctue entre quinze jours et seize mois et demi.
[Cushion et al. 2004]. Pendant cette période, Pj se multiplie transitoirement dans les poumons
de I’hote. [Aliouat-Denis et al. 2008]

La colonisation par Pj commence dés le plus jeune age. Quinze a 32 % des enfants, entre un
mois et deux ans, hospitalisés pour une pathologie respiratoire sont colonisés. [Catherinot et
al. 2010] De plus, la colonisation par Pj pourrait étre associée a des bronchiolites ou au
syndrome de mort subite du nourrisson. [Morris et al. 2008]

La prévalence chez des adultes sains est faible (0 a 20 % selon les études, résultats dépendants
de la technique de détection et du type de prélévement respiratoire). Certaines populations
sont a plus haut risque de colonisation comme les patients infectés par le VIH (31 a 68 %),
ceux présentant une maladie pulmonaire chronique obstructive (37 a 55 %), les fumeurs, les
patients atteints de diabéte, de myélome multiple, de leucémie lymphoide chronique, ou de
sarcoidose. La colonisation est favorisée par les traitements corticoides ou la grossesse (16 %
de femmes au troisieme trimestre de grossesse). De plus, le personnel soignant en contact
avec des patients ayant une PCP serait plus freguemment colonisé que celui non expose.
Cependant, les souches trouvées chez les patients sont de génotypes différents de celles du
personnel hospitalier. [Miller et al. 2001]

De nombreuses populations asymptomatiques sont susceptibles d’étre colonisées par Pj. Les
personnes colonisées peuvent étre a risque de développer une pneumocystose mais surtout,
elles constituent un réservoir pour la transmission du micro-organisme. [Catherinot et
al. 2010] Chez les patients recevant une prophylaxie anti-Pneumocystis au long court, la
colonisation pourrait induire la sélection de mutants résistants au traitement. Enfin, la

présence de Pj dans les poumons, méme a faible taux, pourrait stimuler la réponse
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inflammatoire de I’héte, induire une détérioration pulmonaire et jouer un réle dans la

progression de maladies pulmonaires. [Morris et al. 2008]

B. Pneumocystose (PCP)

La PCP se présente classiquement avec une hyperthermie, une toux non productive et une
dyspnée. L’examen clinique est non spécifique a type de tachypnée et l’auscultation
pulmonaire est souvent normale, bien que de discrets rales crépitants diffus puissent étre
entendus. Une dyspnée aigué associée a une douleur thoracique est évocatrice d’un
pneumothorax, décrit chez 2 & 4 % des patients. Une PCP non traitée aura une évolution
sévere avec emphyseme, pneumothorax ou déces. Dans de rares cas, il peut se produire des
disséminations extrapulmonaires. [Catherinot et al. 2010]

Cependant, la symptomatologie differe selon le contexte clinique.

1. Enfants

a) Prématurés et malnutris

Historiquement, les nourrissons prématurés et les enfants dénutris constituent les premiers cas
de PCP observés. La survenue de PCP dans cette population (4gée de deux a trois mois) est
devenue rare de nos jours. L’incubation est longue. Le début des symptomes est insidieux :
une tachypnée et une cyanose périorale apparaissent progressivement et évoluent vers une
détresse respiratoire. Il n’y a généralement ni toux, ni hyperthermie. [Abrégés Masson,

Parasitoses et mycoses des regions tempeérées et tropicales]

b) Immunodéprimés non VIH

Il s’agit principalement de porteurs de déficits immunitaires congénitaux (immunodéficiences
combinées séveres ou hypogammaglobulinémies) d’une part et d’enfants atteints de leucémie
aigué lymphoblastique d’autre part.

Lors de déficit immunitaire primaire, la PCP survient au cours de la premiére année de vie

alors qu’elle apparait entre un et quatre ans chez les leucémiques.
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Le début est brutal avec dyspnée, toux seche et hyperthermie. [Abrégés Masson, Parasitoses

et mycoses des régions tempérees et tropicales]

¢) Immunodéprimés VIH

Avec I’apparition des antirétroviraux, on observe peu de nourrissons infectés par le VIH et
développant une PCP. Le début est progressif avec tachypnée, hyperthermie et toux. [Abrégés

Masson, Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales]

2. Adultes
a) VIH

La PCP se caractérise par une triade d’apparition progressive : hyperthermie, toux non
productive et dyspnée d’intensité croissante. Il peut exister des formes fébriles pures.

La PCP survient majoritairement lorsque le taux de lymphocytes T-CD4 est inférieur
a 200/mm?. [Thomas et al. 2004]

Les patients infectés par le VIH recrutent moins de polynucléaires neutrophiles que les
patients non VIH. Ce plus petit nombre de cellules inflammatoires est corrélé avec une
meilleure oxygénation et une meilleure survie que pour les patients non infectés par le VIH.
Dans cette population, un plus grand nombre de Pj est observé dans les poumons permettant

une meilleure détection biologique dans les prélevements respiratoires.

b) Non VIH

Dans ce groupe de patients, la PCP est aigué et sévere. De plus, la durée des symptdmes avant
le diagnostic est plus courte (1 a 14 jours) que chez les patients infectes par le VIH (14 a 37
jours). [Roux et al. 2010 ; Tokuda et al. 2008 ; Tasaka et al. 2010] La PCP se caractérise par
I’apparition brutale d’une insuffisance respiratoire necessitant souvent le recours a la
ventilation mécanique. Au niveau pulmonaire, peu de formes de Pj sont observees (d’ou un
diagnostic biologique difficile) mais I’importante inflammation (grand nombre de
polynucléaires neutrophiles recrutés) est responsable de symptémes exacerbés chez les

patients immunodéprimeés hors VIH. [Thomas et al. 2004 ; Roux et al. 2010]
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C. Syndrome de reconstruction immunitaire

1. Définition

Le syndrome de reconstruction immunitaire (SRI) survient chez des patients immunodéprimés
(VIH, transplantés, femmes enceintes, neutropéniques) lors de la diminution ou de la levée de
I’immunosuppression. Il apparait généralement aprés [D’instauration d’un traitement
antirétroviral chez un patient infect¢ par le VIH ou lors de la réduction de
I’immunosuppression dans un contexte de transplantation. [Singh et al. 2007] Il surviendrait
chez 15 a 25 % des patients débutant un traitement antirétroviral. [Breton. 2009] Dans les
deux mois suivant I’instauration de la thérapie antirétrovirale, une augmentation rapide des
lymphocytes T-CD4 dans le sang peériphérique est alors observée, associée a une forte
diminution de la charge virale plasmatique. [Singh et al. 2007]

Le SRI est attribué a la reconstitution d’une réponse immunitaire excessive vis-a-vis
d’antigenes infectieux ou non infectieux. Il se manifeste soit comme une maladie
opportuniste, soit comme des manifestations inflammatoires ou auto-immunes. [Stoll et
al. 2004 ; Breton. 2007 ; Breton. 2009]

L’équilibre fragile de ’immunité lors de la restauration de 1I’immunocompétence chez un

immunodéprimé est schématisé sur la figure 11.
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Figure 11 : Modéle illustrant les différentes forces intervenant lors de SRI [Stoll et al. 2004]

Dans la majorité des cas, il est révélateur d’une infection latente (mycobactéries,
Pneumocystis jirovecii, Cryptococcus neoformans, CMV, VHB, VHC, virus JC) mais il peut
aussi engendrer une poussée évolutive de pathologies inflammatoires (sarcoidose ou maladie
de Basedow) ou simuler une rechute de LNH. [Borie et al. 2006] Le tableau 2 récapitule les
différentes étiologies des SRI ainsi que leurs principales manifestations au cours de I’infection

par le VIH.
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Tableau 2 : Etiologie des SRI lors de I'infection par le VIH [Breton et al. 2007]

Agent infectieux, non infectieux Manifestations cliniques lors du SEI

Mycobaciéries M. tuberculosis Fiigvre, lymphadénite, ésion pulmonaire
Bactérie M. avium complex Figvre, lymphadénite, abeés localisé

M. leprae Réaction de réversion

Bartonella henselae Encéphalite, lymphadénite

Chlamydiae trachomatis Syndrome de Fiessinger Leroy Reiler
Mycose C. neaformans Méningite aseptique, lymphadénite, figvre

H. capsulatum Lymphadénite, abcis

Mycosze cutanée 7 Pnenmocystis jiroveci Folliculite

Pneumopathie

Virus VZV Zona extensil

HSV Uleération chronique

CMV Uwéite, inflammation du vitré, pneumopathie

HHVS Kaposi extensif

IC virus Aggravation de LEMP

hépatite virale Cet B Elévation des ransaminases

Parvavirus B19 Encéphalite

HPV Récurrence condylome

EBV Lymphome

BK virus Cystite hémorragique

VIH Encéphalomyélite, vascularite cérébrale
Parasites Leishmania infantum, major Uvéite, dermatite post kala azar

Microsporidie Kératoconjonctivite
Maladies Sarcotdose
inflammatoires Basedow

Guillain Barré Apparition ou poussée Evolutive

Lupus

Polymyosite

Notes : M, Mycobactérium ; C, Cryptococcus ; H, Histoplasma : VEV, virus varicelle zona ; HSV, herpes simplex virus : HHVE, herpes virus du groupe 8 ; HPV, papillama
virus ; EBY, virus Epstein-Barr

2. SRI et pneumocystose a Pneumocystis jirovecii

Le SRI dans un contexte de pneumocystose apparait en moyenne 14 jours (5 a 17 jours) apres
le début de la thérapie antirétrovirale ou a I’arrét de la corticothérapie complémentaire pour
I’épisode initial de PCP. Il survient dans 5 a 19 % des cas. [Singh et al. 2007 ; Breton et
al. 2009]

Les manifestations sont plus symptomatiques que lors d’une PCP « classique » (fievre élevée,
aggravation des symptomes respiratoires) et évoluent souvent vers un tableau de détresse
respiratoire. [Breton et al. 2009]

Biologiquement, il est caractérisé par un taux de CD4 élevé (> 200/mm?), de rares kystes de
Pj a I’examen direct du LBA et d’une inflammation intense. [Breton et al. 2009]

De plus, bien avant la recrudescence de PCP chez les sidéens, 73 % des épisodes de PCP chez
des enfants présentant une LAL (leucémie aigué lymphoide) avaient lieu au moment de la

rémission a I’amélioration de la neutropénie. [Singh et al. 2007]
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3. Traitement du SRI

Il n’existe pas a ce jour de thérapie conventionnelle pour la prise en charge du SRI.
Empiriquement, sur les SRI symptomatiques, on utilise des molécules anti-inflammatoires.
Pour le traitement d’une PCP sévére, la prednisone a 80 mg par jour pendant trois semaines

est prescrite en traitement complémentaire. [Singh et al. 2007]

D. Evolution

Les patients VIH semblent avoir un meilleur taux de survie (86-92 %) que les
immunodéprimés non VIH (taux de survie compris entre 51 et 80 %). [Catherinot et al. 2010]

La mortalité de la PCP est forte. Chez les patients VIH, le taux de mortalité est actuellement
de I’ordre de 12 % alors qu’il pouvait atteindre 25 % avant [’utilisation d’antirétroviraux.
[Calderon et al. 2004 ; Radhi et al. 2008 ; Morris et al. 2008 ; Walzer et al. 2008 ; Morris et
al. 2010]

Le taux de mortalit¢ de la PCP en I’absence de VIH varie de 30 a 60 % en fonction de la
pathologie sous-jacente. La mortalité est plus forte lors de cancers que lors de transplantations
ou de connectivites. [Thomas et al. 2004]

La mortalité est augmentée en cas de recours a la ventilation mécanique, de survenue de
pneumothorax, de forts taux de LDH, de faibles taux d’albumine et d’hypoxie hypoxémique

(gradient d’oxygene alvéolo-artériolaire élevé). [Radhi et al. 2008]
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V. Diagnostic de la PCP

A. Présentation en imagerie medicale

Contrairement a la clinique, la présentation radiologique de la PCP est la méme quelle que
soit la cause de I’immunosuppression. Elle se caractérise classiquement par des infiltrats
interstitiels bilatéraux, diffus, assez symétriques, prédominants en périhilaire ou aux bases
(fig. 12). La radiologie pulmonaire peut présenter un aspect normal (39 % des cas, surtout aux
stades précoces), ou atypique ou encore révéler un aspect de « poumons blancs » lors de
stades avancés. [Catherinot et al. 2010]

Les différentes caractéristiques radiologiques sont répertoriées dans le tableau 3.

Le scanner, plus sensible, permet le diagnostic de la PCP lorsque la radiologie pulmonaire est

négative. 1l montre alors des plages en verre dépoli (« crazy paving »).

Tableau 3 : Anomalies radiologiques évocatrices d'une pneumocystose (Germaud et al. EMC)

Aspects typiques Radiographie normale (stade précoce)

Opacités interstitielles diffuses (aspect le
plus fréquent)

« Poumons blancs »

Aspects atypiques Opacités localisées aux sommets

Nodules disséminés + excavés

Pseudokystes (patients VIH seulement)

Adénopathies médiastinales

Pneumothorax

Hydropneumothorax
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Figure 12 : RP : opacités alvéolo-interstitielles diffuses prédominantes a droite [Thomas et al. 2004]

B. Diagnostic biologique

La culture de Pneumocystis jirovecii n’étant pas réalisable a ce jour, le diagnostic de
certitude repose sur la mise en évidence du micro-organisme au sein de prélévements
respiratoires. [Catherinot et al. 2010] 11 faut cependant toujours garder a 1’esprit lors du
choix des techniques diagnostiques et lors de I’interprétation des résultats que le nombre
de Pneumocystis observé chez les patients non VIH est plus faible que chez les VIH.
[Roux et al. 2010]

1. Mise en évidence de Pj

a) Prélevement

L’expectoration induite s’effectue aprés nébulisation de sérum salé hypertonique et
kinésithérapie respiratoire (pour accélérer le flux bronchique). La sensibilit¢ de 1’examen
direct est plus elevée chez les patients VIH (jusqu’a 90 % dans certains centres) que chez les
non VIH (50 %). [Roux et al. 2010]

Le lavage broncho-alveolaire realise par fibroscopie bronchique est une technique
diagnostique plus sensible que 1’expectoration induite (80-100 % chez VIH ; 50-70 % chez
non VIH).
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Le LBA présente cependant des inconvénients puisqu’il est a risque accru d’aggravation de
I’état respiratoire et de recours a une ventilation mécanique invasive associée a une mortalité
élevée. [Roux et al. 2010]

La biopsie pulmonaire chirurgicale peut étre envisagée mais elle est peu réalisée. La PCP ne
semble pas une bonne indication pour ce prélevement invasif étant donné le développement

de techniques tres sensibles comme la PCR. [Roux et al. 2010]

b) Examen direct

(1) Colorations traditionnelles

La premiere étape du diagnostic biologique de PCP est 1’observation du micro-organisme
a I’examen direct du prélévement respiratoire grace a 1’utilisation de colorations
spécifiques.

Les asques (fig. 13) sont mis en évidence grace a différentes méthodes comme le
Gromori-Grocott, le bleu de toluidine O, le calcofluor white ou le violet de cresyl.
[Catherinot et al. 2010 ; Thomas et al. 2004]

Figure 13 : Asques de Pj colorés au bleu de toluidine (x 100)

32



Les formes végétatives (fig. 14) sont visibles a 1’aide de colorations au Wright-Giemsa,
Diff-Quik, Papanicolaou modifié ou Gram-Weigert. [Roux et al. 2010 ; Thomas et
al. 2004]

Figure 14 : Formes végétatives de Pj colorées au MGG (x 100)

(2) Méthode immunochimique

Le développement de I’immunofluorescence indirecte a constitué un progrés en termes de
rapidité et de sensibilité par rapport aux techniques de colorations traditionnelles. [Kovacs et
al. 1988]

Cette technique, commercialisée sous forme de kits, repose sur I’utilisation d’anticorps
monoclonaux anti-Pneumocystis marqués a la fluorescéine. Cette technique permet de mettre
en évidence les asques de Pj (fig. 15). Elle se révele étre le «gold standard » pour le
diagnostic de la pneumocystose a Pj.

Elle permet en outre d’augmenter la sensibilité et la spécificité des expectorations induites par
rapport aux techniques de coloration habituelles surtout chez les patients VIH. [Thomas et
al. 2004]

Figure 15 : Asques de Pj en IFI
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c) Biologie moléculaire

Une amélioration significative du diagnostic biologique de la PCP a été possible grace a la
mise au point de la PCR (Polymerase Chain Reaction) permettant d’amplifier et ainsi de
détecter I’ADN de Pj dans les prélevements respiratoires. [Wakefield et al. 1990 ; Wakefield
et al. 1991] Ce moyen de détection de Pj dans les LBA et les expectorations induites posséde
des sensibilités et spécificités supérieures aux méthodes de coloration conventionnelles
évitant ainsi le recours a des biopsies pulmonaires. [Thomas et al. 2004 ; Azoulay et al. 2009]
La spécificité de la PCR est forte (85-100 %) et sa sensibilité sur LBA varie de 96 a 100 %
selon les études. [Khot et al. 2009] Les données de sensibilité, de spécificité, de VPP et VPN
des différentes études sont répertoriées dans 1’Annexe 1.

Deux types de PCR ont été mis au point : la PCR conventionnelle et la PCR quantitative.

(1) Genes cibles

Les principales cibles d’ADN a amplifier sont les régions ITS (internal transcribed spacer), 5S
et 18S de ’ADN nucléaire, la large sous-unité ribosomale de I’ADN mitochondrial (mtLSU),
la DHPS (dihydropteroate synthase), la DHFR (dihydrofolate reductase), la TS (thymidylate
synthase), la R-tubuline, le gene cdc2 et la glycoprotéine de surface (MSG). [Beard et
al. 2004 ; Durand-Joly et al. 2005 ; Robberts et al. 2007]

(2) PCR conventionnelle

Le principal inconvénient de la PCR conventionnelle est la détection d’ADN de Pj chez des
patients ne présentant pas de PCP (de par sa grande sensibilité). Il pourrait s’agir de patients
colonisés ou ayant une infection subclinique. [Kohju et al. 2008] La valeur prédictive positive
(VPP) de la PCR conventionnelle est donc médiocre.

Le point fort de la PCR est sa forte valeur prédictive négative (VPN) qui est de 1’ordre de
100 %. Cela signifie qu’en cas de résultat négatif, le diagnostic de PCP est écarté et le

traitement anti-Pneumocystis peut étre arrété. [Roux et al. 2010]
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(3) PCR en temps réel

La PCR en temps réel a récemment fait son apparition. [Larsen et al. 2004] Cette analyse
quantitative, plus rapide, semble trés prometteuse puisqu’elle permettrait de différencier la
simple colonisation a Pj d’une véritable PCP. [Robberts et al. 2007] Celle-ci s’appuie sur
I’hypothése que les patients infectés ont un plus grand nombre de micro-organismes donc une
plus grande quantité d’ADN de Pj extraite du préléevement que les patients colonisées. [Kohju
et al. 2008] Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer un cut-off de
signification clinique visant a différencier les deux statuts (colonisation ou maladie) vis-a-vis
de Pj. [Catherinot et al. 2010]

(4) Intéréts cliniques de la PCR

Les intéréts de la PCR en pratique clinique sont multiples. Tout d’abord, elle peut étre utilisée
en premiére intention sur des prélévements non invasifs (expectoration induite, lavage
oropharyngé, aspiration nasopharyngée) et donc limiter le recours a la fibroscopie bronchique
pour le recueil du LBA. [Durand-Joly et al. 2005] Enfin, elle permet d’étayer le diagnostic de
PCP méme dans les cas d’infections a faible taux de pathogenes (immunodéprimés non VIH,
patients ayant recu une prophylaxie anti-Pneumocystis). Cependant, des résultats discordants
entre la PCR et la microscopie dans les prélevements respiratoires peuvent étre observés.
[Durand-Joly et al. 2005]

Pour le moment, les résultats de détection sanguine d’ADN de Pj ne sont pas convaincants a
des fins diagnostiques. [Durand-Joly et al. 2005]

La PCR ne constitue qu’un élément du diagnostic c’est pourquoi il est primordial de
confronter les résultats biologiques avec la clinique, I’imagerie et le contexte pathologique du

patient.

d) Cytométrie en flux

Le développement de techniques de laboratoire de plus en plus complexes, colteuses et
nécessitant un personnel spécialisé est un frein a la réalisation des examens biologiques dans
un certain nombre de structures. Il serait donc intéressant de mettre au point des méthodes

sensibles, automatisées et permettant une analyse rapide du prélevement.
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La cytométrie en flux (CMF) repose sur 1’évaluation de la fluorescence des cellules. [Libertin
et al. 1984] Cette technique semble spécifique et faire preuve d’une bonne sensibilité (seuil de
détection plus bas que les méthodes de microscopie). [Barbosa et al. 2010] La CMF reste
cependant peu étudiée pour la détection de Pneumocystis jirovecii.

L’inconvénient majeur de la CMF est le cout important de 1’appareillage. En contrepartie, elle
nécessite une quantité moindre d’anticorps monoclonaux spécifiques par rapport a
I’'immunofluorescence. De ce point de vue, la CMF serait plus économique. [Barbosa et
al. 2010]

2. Dosages sanguins

a) Lactate deshydrogénase (LDH)

La LDH est élevée en cas de PCP. Cette élévation est plus le reflet de lésions et

d’inflammation pulmonaire qu’un véritable marqueur de I’infection a Pj. [Thomas et al. 2004]

b) -glucane

Le R-glucane est un composant de la paroi cellulaire de la plupart des champignons. Il est déja
utilisé comme marqueur d’immunodiagnostic des candidoses et des aspergilloses. Plusieurs
études ont montré son utilité comme test complémentaire, notamment en cas de suspicion de
PCP chez des patients ou le recours aux procédures invasives est impossible. [Tasaka et
al. 2007 ; Nakamura et al. 2009 ; DelBono et al. 2009]

Pour un cut-off fixé a 31.1 pg/mL, la sensibilité du dosage du 3-glucane est de 92.3 %, la
spécificité de 86.1 %, la VPP de 61 % et la VPN de 98 %. [Tasaka et al. 2007]

La détection de la PCP par ce dosage est meilleure dans la population de patients VIH que
dans celle des patients immunodéprimés non VIH. Le taux de 3-glucane n’est pas associé au
pronostic. [Nakamura et al. 2009]

Le dosage de RB-glucane semble, a ce jour, le marqueur sérique de PCP le plus fiable

cliniquement. [DelBono et al. 2009]
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¢) S-adénosylméthionine (SAM ou AdoMet)

La S-adénosylméthionine est un intermédiaire biochimique important dans de nombreuses
fonctions cellulaires. Tous les organismes - a I’exception de Pneumocystis jirovecii, une
rickettsie et une espéce d’Amoeba - sont capables de synthétiser la SAM a partir d’ATP et de
méthionine grace a la S-adénosylméthionine synthétase. [Skelly et al. 2003]

A cause de cette curiosité biologique, la diminution de la teneur plasmatique en SAM pourrait
constituer un marqueur diagnostic de la PCP. [Skelly et al. 2003 ; Skelly et al. 2008]

De plus, les taux de SAM plasmatiques s’élévent rapidement apres le traitement. La quantité
de SAM serait donc corrélée a la charge fongique et a la viabilité de Pj. Ce dosage par
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) constituerait ainsi un indicateur de
bonne réponse au traitement. [Skelly et al. 2003 ; Helweg-Larsen et al. 2003]

Les inconvénients de ce dosage sont tout d’abord son co(t élevé (300 $ par échantillon) et son
appareillage spécifique nécessitant une réalisation en laboratoire référent. [Skelly et al. 2008]
De plus, comme pour les autres tests sanguins, il ne faut pas négliger le risque d’interférences
causées par des infections pulmonaires concomitantes ou des cancers. En effet, 20 % des cas
de PCP chez les VIH sont concomitants avec une pneumonie bactérienne ou une tuberculose.
[Helweg-Larsen et al. 2003]

Ce dosage est encore au stade de recherche. Aucune étude comparative avec le dosage de R3-

glucane n’a été réalisée a ce jour.

3. Technique sérologique

La recherche d’anticorps anti-Pneumocystis n’est pas utilisée a des fins diagnostiques mais

dans un but épidémiologique.
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VI. Traitement

A. Curatif

1. Traitement de premiere intention

Le traitement recommandé dans la pneumocystose est 1’association triméthoprime -
sulfaméthoxazole (TMP-SMX) (Bactrim®) (tableau 4). Celui-ci est trés efficace sur les PCP
moyennes a séveres (PaO, inférieur a 70 mmHg) des patients VIH et non-VIH. De plus, cette
association est administrable par voie orale ou par voie parentérale.

Les principaux inconvénients du TMP-SMX sont les effets indésirables a type de cytopénies,
réactions cutanées, hépatites, pancréatites, troubles intestinaux, insuffisance rénale,
hyperkaliémie, anaphylaxie, que cette association peut générer (dés la seconde semaine de
traitement). [Catherinot et al. 2010 ; Cushion et al. 2004]

2. Traitements alternatifs

La pentamidine (Pentacarinat®) par voie parentérale est une bonne alternative au TMP-SMX
pour le traitement des PCP modérées a séveres. Cependant cette molécule a une mauvaise
tolérance (néphrotoxicité, dysglycémie, hépatotoxicité, hyperkaliémie, pancréatite). Les effets
indésirables apparaissent chez 71 % des patients et conduisent a I’arrét du traitement dans
18 % des cas. [Catherinot et al. 2010]

D’autres molécules peuvent étre utilisees pour traiter les PCP legeres a modérées lorsque
I’association TMP-SMX ne peut I’étre. Les associations clindamycine (Dalacine®) -
primaquine d’une part et, dapsone (Disulone®) - TMP d’autre part, ont des efficacités et des
toxicités comparables au TMP-SMX. L’atovaquone (Wellvone®) est moins efficace mais
mieux tolérée que le TMP-SMX et aussi efficace que la pentamidine. Les différentes options
curatives sont résumeées dans le tableau 4.

Des études sur I’efficacité de la caspofungine (Cancidas®) dans cette indication sont en cours,
les premiers résultats sont plutdt encourageants.

La durée recommandée du traitement de la PCP est de 21 jours chez les VIH et de 14 jours

chez les immunodéprimés non VIH quelle que soit la molécule utilisée. Cette durée peut étre
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allongée en I’absence d’amélioration clinique satisfaisante (fort taux d’infestation, réponse

clinique faible). [Catherinot et al. 2010]

Tableau 4 : Traitements de la PCP (D'aprés Catherinot et al. 2010)

Molécule Dose Voie Remarque El
lere Cytopénie
intention Réactions cutanées
Triméthoprime- . . Hépatite, pancréatite
. 15-20 mg/k '
sulfaméthoxazole 25100 ma/kali (-?n ??4 rises POou IV aﬁ)l( zbﬂ;i:?cﬁs Troubles intestinaux
(TMP-SMX) 9/Kgl) P Insuffisance rénale,
hyperkalliémie
Anaphylaxie
Alternatif Cl si déficiten | Méthémoglobinémie
G6PD Prurit
PCP Iégére a Dapsone 100 mg/j PO Réaction croisée | Fievre
modérée + Triméthoprime 5 mg/kg 3 fois/j possible avec | Troubles intestinaux
allergie aux
sulfamides
. Prurit
Repas riche en Fir;:Ire
Atovaguone 750 mg 2-3 fois/j PO graisses o
Troubles intestinaux
(7 BD) -
Hépatite
Prurit
Clindamycine 600 mg 4 fois /j o Fiévre
L ClI si déficit en L.
ou 350-400 mg 4 fois/j PO ou IV G6PD Neutopénie
+ Primaquine 30 mg/j Troubles intestinaux
Méthémoglobinémie
Alternatif Hypotension, arythmie
PCP Hyperkalliémie,
mogé‘rée a Pentamidine 4 mg/kg/jqur v hypon_wagnésie/, hypocalcémie
sévere 600 mg/j Insuffisance rénale
Pancréatite, hépatite,
neutropénie

3. Corticothérapie complémentaire

Chez les patients infectés par le VIH, 1’adjonction de corticostéroides dans les soixante-douze
premiéres heures du traitement de la PCP réduirait la morbidité et la mortalité en cas de forte
hypoxémie. [Briel et al. 2005 ; Briel et al. 2006] Les recommandations américaines proposent
le schéma suivant : 40 mg de prednisone deux fois par jour pendant cing jours, puis réduction
a 40 mg une fois par jour les cing jours suivants et enfin, 20 mg par jour les onze derniers
jours. [Catherinot et al. 2010]

Les données sont plus contradictoires dans le groupe de patients non-VIH. Le bénéfice des
corticostéroides n’étant pas nettement démontré, aucune recommandation pour la pratique

courante n’a été formulée. [Catherinot et al. 2010]
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B. Prophylaxie

1. Quand instaurer et arréter une chimioprophylaxie ?

Le taux de T-CD4 permet de cibler les populations a risque accru de PCP chez lesquelles la
chimioprophylaxie anti-Pneumocystis serait souhaitable. [Roblot et al. 2009]
Chez les patients infectés par le VIH, les recommandations préconisent 1’administration d’une
prophylaxie deés lors que le taux de T-CD4 est inférieur a 200 cellules par microlitre ou en cas
de candidose oropharyngée.
Cette chimioprophylaxie peut étre interrompue lorsque le taux de T-CD4 est supérieur a
200 cellules par microlitre pendant au moins trois mois. [Catherinot et al. 2010]
Ceci est beaucoup moins codifi¢ dans la population d’immunodéprimés non-VIH.
Mansharamani et al. ont proposé un taux seuil de T-CD4 a 300 cellules par microlitre.
[Mansharamani et al. 2000] Dés qu’il y a un contexte d’immunosuppression, 1a prophylaxie
anti-Pneumocystis doit étre envisagée au cas par cas en évaluant le bénéfice par rapport au
risque d’effets indésirables parfois importants qu’elle peut générer. Il faut aussi prendre en
compte le taux d’attaque de la PCP dans la pathologie considérée. [Catherinot et al. 2010 ;
Rodriguez et al. 2004]
Il existe cependant des recommandations pour un certain nombre de pathologies.
La prophylaxie par TMP-SMX est recommandee :

e dans la population hématologique :

o pour les patients atteints de LLC,

o ceux traités par des agents déplétant les cellules T,

o ceux recevant des cures CHOP-14 ou CHEOP-14 [Kolstad et al. 2007]

e dans la population de transplantés :

o lors de transplantation de cellules souches hématopoiétiques allogéniques (au
moins six mois en post-greffe  ou pendant toute la période
d’immunosuppression si traitement immunosuppresseur ou GVHD chronique)
et autologues (sous conditions particuliéres) [Rodriguez et al. 2004]

o lors de transplantation d’organe solide, notamment rénale (au moins quatre
mois en post-greffe et trois a quatre mois supplémentaires en cas de rejet,
prophylaxie pendant six a douze mois si le patient recoit des anticorps
monoclonaux déplétant en lymphocyte T ou des globulines antithymocytes)
[Rodriguez et al. 2004]
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Il n’y a pas de guidelines pour les maladies systémiques (granulomatose de Wegener,
dermatomyosite, polymyosite, lupus érythémateux disséminé) bien qu’elles soient traitées
généralement par de fortes doses de corticoides ou par immunosuppresseurs (méthotrexate).
[Catherinot et al. 2010]

2. Molécules utilisées

La chimioprophylaxie de choix est I’association TMP-SMX quelle que soit la cause de
I’immunodépression. [Rodriguez et al. 2004] Elle posséde un trés bon taux de protection vis-
a-vis de la PCP (89 a 100 %). En cas d’intolérance au TMP-SMX, des aérosols de
pentamidine peuvent étre administrés mensuellement. 1ls s’averent cependant moins efficaces
(taux de protection : 60-90 %). [Catherinot et al. 2010]

Les différentes options prophylactiques sont répertoriées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Chimioprophylaxie de la PCP (D'aprés Catherinot et al. 2010)

Molécule Dose Voie Commentaires
Bactrim® simple : lere intention
1 cp/jour
- PO
TMP-SMX Bactrim® fort : Alternatif
3 cp/semaine
50mg 2 fois/j ou 100 S e
Dapsone mgfjour PO Cl si déficit en G6PD
Dapsone 50 mg/j
apsone 9 Cl si déficit en G6PD
+ pyriméthamine 50 mg/semaine PO
+ leucovorine 25 mg/semaine
Dapsone 200 m main
. p, . 00 mgfse él ¢ Cl si déficit en G6PD
+ pyriméthamine 75 mg/semaine PO
+ leucovorine 25 mg/semaine
- . , Administration en décubitus
Pentamidine 300 mg/mois Aérosols o .
(7 distribution pulmonaire)
Atovaquone 750 mg 2 fois/j PO Repas riches en graisse (2 BD)
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3. Prévention des infections nosocomiales

L’hypothése d’une transmission interhumaine de Pneumocystis jirovecii nécessite la mise en
ceuvre de procédures préventives afin d’éviter la transmission aérienne dans les structures de
soins. Des mesures simples sont a envisager comme par exemple 1’isolement de type
respiratoire ou la séparation géographique des malades atteints de PCP des patients
susceptibles d’étre contaminés (immunodéprimés). [Chabé et al. 2009]

Aucune recommandation nationale n’existe a ce jour au sujet de I’isolement respiratoire. En
pratique courante, les patients présentant une pneumocystose sont hospitalisés dans une

chambre seule pour éviter les cas secondaires. [Catherinot et al. 2010]

C. Résistances aux traitements

La biologie moléculaire a permis de mettre en évidence des mutations au niveau des génes de
la DHPS, de la DHFR et du cytochrome b de Pneumocystis jirovecii. La DHPS et la DHFR
sont les cibles du triméthoprime et du sulfaméthoxazole alors que le cytochrome b est le site
d’action de I’atovaquone. Des mutations de la DHPS ont été observées chez des patients en
échec prophylactique au TMP-SMX. L’imputabilité de ces mutations dans la résistance aux
traitements (curatifs ou préventifs) est encore trés controversée. Cette notion pourrait s’avérer
utile pour guider la prise en charge des pneumocystoses. [Morris et al. 2004 ; Rodriguez et
al. 2004]
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Partie 2

Analyse epidemiologique des cas de pneumocystose
au CHU de Nancy
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|. Problématique

Historiquement, la pneumocystose a Pneumocystis jirovecii survenait principalement chez les

patients VIH positifs et permettait d’ailleurs la découverte de leur séropositivité (stade SIDA).

D’une part, ’arrivée de la trithérapie permettant la restauration du systeme immunitaire et

d’autre part, 1’utilisation systématique de chimioprophylaxie anti-Pneumocystis, ont permis la

régression de I’incidence de la PCP dans cette population. [Kelley et al. 2009] Parallélement,

une nouvelle population de patients a risque a émergé dans les services de transplantation et
d’hématologie. [Roux et al. 2010]

Une analyse épidémiologique des cas de PCP a donc été menée au sein du CHU de Nancy

afin de mettre en évidence ou non ces évolutions dans notre région.

Differentes questions ont retenu notre attention :

Une variation du nombre de cas de PCP est-elle observée entre la fin des années 1990
et aujourd’hui ?

Une prédominance saisonniere est-elle mise en évidence dans notre région ?

Les populations a risque de PCP ont-elles changé ?

Les caractéristiques de la pneumocystose different-elles en fonction du terrain ?
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Il. Patients et méthode

A. Etude globale

Une analyse globale permet dans un premier temps d’apprécier 1’évolution des demandes de
recherche de Pneumocystis jirovecii sur une période d’observation de seize ans (de 1994 a
2010).

Le nombre de demandes de recherche de Pj dans les prélévements respiratoires et leurs
résultats ont été obtenus grace au systeme d’archivage et au systeme d’analyses statistiques du
logiciel de validation du laboratoire de Parasitologie Mycologie du CHU de Nancy.

Pour visualiser la périodicité des cas de pneumocystose pendant la période considérée, une

analyse de la répartition mensuelle cumulée a été effectuée.

B. Caractéristiques des cas de PCP diagnostiqués entre janvier
2007 et avril 2011

Une deuxieme étude rétrospective portant sur une période de quatre ans permet de cibler les
patients ayant développé une pneumocystose.

Les patients sont recrutés en fonction des résultats de microscopie sur les LBA ou les
prélévements respiratoires profonds obtenus au laboratoire de Parasitologie Mycologie du
CHU de Nancy entre janvier 2007 et avril 2011. Ont été inclus, tous les patients présentant
une recherche de Pj positive par au moins une technique de microscopie. Apres accord des
chefs de service, les dossiers cliniques des patients concernés ont été consultés.

La collecte des données pertinentes au sein des dossiers cliniques a été réalisée grace a une
feuille de renseignements (Annexe 2). La fiche de renseignements regroupe les données
épidémiologiques du patient (age, sexe, service, hospitalisation ou non, prophylaxie primaire,
facteurs de risque), les résultats des différents examens biologiques (biochimie, parasitologie
mycologie, hématologie, virologie), les données cliniques (symptomes, complications), le
traitement (curatif, prophylaxie secondaire) et 1’évolution de 1’état de santé du patient

(guérison, récidive de PCP ou déces).
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Les résultats obtenus sont décrits en pourcentage et en nombre de cas. Pour certains items, le
pourcentage de données non renseignées a été mentionné pour mettre en évidence un biais de

recrutement pour ces paramétres.
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I11. Résultats

A. Etude globale

1. Evolution du nombre de demandes de recherche de Pj

Le laboratoire a recu 6143 prélévements respiratoires entre janvier 1994 et décembre 2010
parmi lesquels 235 (3,8 %) se révelent étre positifs par au moins une technique de
microscopie. L’évolution du nombre annuel de recherches de Pj et du nombre de cas positifs
est visualisable sur la figure 16. Les demandes de recherche de 1’agent de la pneumocystose
semblent diminuer au début des années 2000 : 537 demandes en 1996 contre 261 trois ans
plus tard. On observe ensuite une légeére recrudescence de la demande des services (406 en
2005) sans jamais égaler le nombre de demandes de 1996. Cette recrudescence des demandes
s’accompagne d’une augmentation constante du nombre de cas de pneumocystose a partir de
2007 (5 cas en 2006, 9 en 2007, 10 en 2008, 14 en 2009 et 17 en 2010). Les figures 16 et 17
permettent aussi de mettre en évidence une nette diminution des cas de pneumocystose a
partir de 1997.
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Figure 16 : Evolution des demandes de recherche de Pj et des résultats positifs
au CHU de Nancy entre 1994 et 2010
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Figure 17 : Evolution des diagnostics biologiques de PCP au CHU de Nancy entre 1994 et 2010
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2. Répartition mensuelle des cas de PCP

L’analyse de la répartition cumulée des cas de pneumocystose durant la période d’observation
montre une recrudescence des cas de PCP aux mois de janvier (n = 25), mai (n = 31), juin
(n=25) et aolt (n = 24) (fig. 18). Les cas de PCP sont moins fréquemment observes durant

les mois de novembre (n = 11) et de décembre (n = 13).
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Figure 18 : Répartition cumulée mensuelle des cas de PCP au CHU de Nancy entre 1994 et 2010

Pour mieux appréhender les variations mensuelles, une moyenne théorique (19.6) a été
calculée et comparée au nombre de cas effectifs (fig. 19). Les demandes de recherche de Pj
sont supérieures d’au moins 20 % a la moyenne théorique pour les mois de janvier (+ 28 %),
mai (+ 58 %), juin (+ 28 %) et aolt (+ 22 %). Les mois ou le nombre de demandes est bien en
deca de la moyenne théorique sont les mois d’avril (- 23 %), novembre (- 44 %) et décembre
(- 34 %).
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Figure 19 : Pourcentage mensuel de PCP par rapport a la moyenne théorique

B. Caractéristiques des cas de PCP

Une étude approfondie et rétrospective des cas de PCP sur la période de janvier 2007 a avril
2011 est menée. Tout d’abord, une analyse par service (services les plus demandeurs en
volume, services hébergeant le plus de cas) est conduite (fig. 20). Ensuite, afin d’étayer la
caractérisation de la PCP en fonction du terrain, une étude par patient (durée des symptomes
avant le diagnostic, symptomatologie, durée d’hospitalisation, évolution de la maladie,
pathologie sous-jacente...) est réalisée.

Entre janvier 2007 et avril 2011, 1577 demandes ont été enregistrées parmi lesquelles 52 ont

conduit au diagnostic de pneumocystose.
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Figure 20 : Proportions de demandes et de résultats positifs par service entre 2007 et avril 2011
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1. Services

Les services les plus demandeurs en volume de recherche de Pneumocystis jirovecii dans les
prélevements respiratoires (LBA, aspiration bronchique) sont les établissements de santé
extérieurs (21.3 %, n = 336), la reanimation adulte (20.4 %, n = 322), la pneumologie (14 %,
n = 221), les maladies respiratoires (12.8 %, n = 202), I’hématologie clinique (7 %, n = 111)
et les maladies infectieuses (5.5 %, n = 87) (fig. 20).

Les services accueillant le plus de cas de PCP sont les maladies respiratoires (29 %, n = 15),
la réanimation adulte (25 %, n = 13), les maladies infectieuses (15 %, n = 8), la néphrologie
(10 %, n = 5) et I’hématologie clinique (8 %, n = 4) (fig. 20).

Le ratio du nombre de cas de PCP sur le nombre total de demandes par service permet
d’identifier les services qui ciblent le mieux leurs demandes.

Les services ayant la proportion de positifs la plus forte parmi leurs demandes de recherche de
Pj sont 1’unité d’hospitalisation sécurisée interrégionale (25 %), la néphrologie (11.9 %) et

I’endocrinologie (10 %) (fig. 21).
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Figure 21 : Pourcentage de résultats positifs parmi les demandes par services
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2. Population étudiée

Deux patients ont ¢té exclus de 1’étude rétrospective : pour le premier, le diagnostic de PCP
n’a pas €été retenu, et pour le second, nous n’avons pu obtenir d’informations cliniques.
L’étude inclut au total trente-neuf patients. Ces patients ont eté répartis en deux catégories en
fonction de leur terrain : les patients VIH positifs et les patients VIH négatifs. En fonction de
ces deux populations, différents criteres ont été étudiés. Les différentes données sont
récapitulées dans le tableau 6.

a) Données démographiques

e Sexe
Tout terrain d’immunosuppression confondu, 1’étude comptabilise 29 hommes et 10 femmes
correspondant & un sex-ratio (H / F) de 2.9.
Dans la population de patients contaminés par le VIH (n = 14), la répartition en fonction du
sexe s’effectue comme suit : 9 hommes et 5 femmes (sex-ratio H / F de 1.8).
La prédominance masculine est aussi observée dans le groupe de patients non infectés par le

VIH avec un sex-ratio (H / F) de 4 (20 hommes et 5 femmes).

e Age
L’age moyen au moment de 1’épisode de pneumocystose est de 41 ans (25 a 68 ans) pour les
patients VIH et de 53 ans (5 mois a 73 ans) pour les non VIH.

b) Service d’hospitalisation

Parmi les patients étudiés, plus de 79 % (n = 31) ont été hospitalises dans I’un des services
suivants : maladies respiratoires (23.1 %, n = 9), réanimation médicale (23.1 %, n=9),
maladies infectieuses (20.5 %, n = 8) et néphrologie (12.8 %, n = 5). Les autres patients
proviennent d’hématologie (7.7 %, n=3), de réanimation chirurgicale des greffes et de
chirurgie cardiaque, vasculaire et transplantation (CCVT) (2.6 %, n = 1), de medecine interne
orientée vers les maladies orphelines et systemiques (2.6 %, n = 1), de réanimation meédicale
pédiatrique (2.6 %, n = 1) et des établissements de santé extérieurs (5.1 %, n = 2) (CH Jean
Monnet d’Epinal, HIA Legouest de Metz) (fig. 22).
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Figure 22 : Répartition des cas de PCP au CHU de Nancy entre 2007 et 2011 (en %)

Des services comme la réanimation médicale peuvent aussi bien accueillir des patients atteints
du syndrome de I’immunodéficience acquise, que des transplantés ou des patients présentant
une pathologie tumorale. Il s’avére donc intéressant d’envisager la pathologie sous-jacente a
la pneumocystose (fig. 23) plutot que le service d’hospitalisation. De plus un méme malade

peut étre hébergé successivement par plusieurs services.

¢) Pathologie sous-jacente

L’étude comporte un tiers de patients VIH (n = 14) et deux tiers (n = 25) de patients
immunodéprimés par d’autres causes que le virus du SIDA.

La pneumocystose se développe majoritairement chez les patients immunodéprimés par le
virus du VIH (36 %, n = 14), les patients greffés (26 %, n = 10) (neuf greffes rénales et une
cardiaque) et les patients atteints d’hémopathies malignes (18 %, n = 7).

Les hémopathies malignes se répartissent de la maniére suivante : trois LNH B diffus a
grandes cellules, deux lymphomes du manteau, une LLC évolutive et une aplasie médullaire
idiopathique.

Huit pour cent des cas de pneumocystose ont lieu sur un terrain de tumeurs solides (deux
tumeurs cérébrales et une pulmonaire évolutive). Dans huit autres pour cent des cas, la PCP se
déclare dans un contexte de maladies respiratoires (un asthme ancien non traité, un asthme
cortico-dépendant traité par corticoides et méthotrexate et une bronchite obstructive

chronique)
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Les autres cas de PCP surviennent lors de déficit immunitaire (2 %, n = 1) ou de maladie de

systeme (non étiquetée) (2 %, n = 1).

Maladies de
systéme Déficits

2 immunitaires

2

Maladies
respiratoires
8

Tumeurs

Figure 23 : Pathologies sous-jacentes a la PCP (en %)

d) Traitements

e Prophylaxie primaire
Une grande majorité des patients n’ont pas de prophylaxie primaire anti-Pneumocystis au
moment du diagnostic : 79 % de séropositifs pour le VIH (n = 11) et 96 % de séronégatifs
pour le VIH (n = 24). Dans chacun des deux groupes, un patient (7 %) a arrété la
chimioprophylaxie trois mois avant 1’épisode de PCP. Un seul patient infecté par le VIH
(7 %) recoit un traitement préventif. Dans le groupe de patients VIH, un dossier (7 %) ne

renseigne pas la prise ou non de traitement préventif contre Pneumocystis jirovecii.

e Traitement sous-jacent
Parmi les patients infectés par le VIH, une minorité (29 %, n = 4) est sous trithérapie alors que
64 % (n = 9) ne regoivent aucun traitement. Le traitement n’est pas renseigné dans un dossier
(7 %) du groupe VIH.
Plus de la moitié des cas de PCP de la population non VIH est sous corticothérapie (52 %,

n = 13) dont 44 % (n = 11) ont un traitement immunosuppresseur concomitant. Plus d’un tiers
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de ces patients (36 %, n = 9) recoit une chimiothérapie. Seulement 16 % (n = 4) des patients

de ce groupe n’ont aucun traitement sous-jacent.

3. Caractérisation de la pneumocystose
a) Clinique

Cliniquement, la pneumocystose a Pj se manifeste fréquemment par une pneumopathie quel
que soit le terrain d’immunosuppression (VIH : 72 %, n = 10 ; non VIH : 84 %, n = 21). Une
hypoxémie s’observe aussi dans la majorité des cas (VIH : 57 %, n = 8; non VIH : 80 %,
n = 20).
Le délai entre I’apparition des symptomes et le diagnostic de la PCP est en moyenne de
31 jours (9 a 90 jours) chez les patients VIH alors qu’il est de 18 jours (2 a 90 jours) chez les
non VIH. Un cas de pneumocystose chez un patient non infecté par le VIH s’est révélé étre
asymptomatique (4 %).
La complication par un pneumothorax a été rare (VIH: 21 %, n=3;non VIH: 4 %, n=1)
dans les deux populations étudiées. Peu de patients VIH ont nécessité le recours a une
ventilation mécanique (14 %, n = 2) alors que celle-ci a été nécessaire dans un tiers des cas de
PCP (36 %, n = 9) survenant chez les patients non VIH.
La durée d’hospitalisation moyenne pour les patients séropositifs pour le VIH est de 25 jours
(1 a 60 jours). Elle s’allonge a 41 jours (2 a 195 jours) pour les malades non contaminés par le
virus du SIDA.
L’évolution n’a été fatale que pour un patient (7 %) contaminé par le virus de
I’'immunodéficience acquise alors que sept décés (28 %) sont survenus dans la population de
non VIH.

b) Diagnostic biologique

e Nombre de techniques de microscopie positives
D’un point de vue biologique, les trois techniques de diagnostic (MGG, Bleu de Toluidine,
IF) sont positives dans presque la moitié des cas (VIH: 57 %, n = 8; non VIH: 40 %,
n =10).
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La mise en évidence de Pj est réalisée a partir de deux techniques dans 29 % (n = 4) des cas
de VIH et dans 36 % (n = 9) des cas dans la population d’immunodéprimés par d’autres
causes.

Dans de rares cas, une seule technique a permis d’évoquer le diagnostic de PCP (VIH : 14 %,
n=2;non VIH : 20 %, n = 5). Pour un patient non contaminé par le VIH (4 %), le diagnostic

de PCP n’a pu étre envisagé qu’a partir d’une seule technique douteuse (bleu de toluidine).

e Immunofluorescence indirecte
Dans la population de VIH, I’immunofluorescence indirecte révéle de nombreux kystes dans
plus d’un tiers des cas (36 %, n = 5), quelques kystes dans plus de la moitié des cas (57 %,
n = 8) et de rares kystes beaucoup moins fréquemment (7 %, n = 1).
Dans le groupe de patients non VIH, la répartition du nombre de kystes est un peu différente :
nombreux (32 %, n = 8), assez nombreux (4 %, n = 1), quelques (24 %, n = 6), rares (24 %,
n =6) et trés rares (12 %, n = 3). Le patient de cette population n’ayant qu’une technique de

microscopie douteuse (bleu de toluidine), est négatif en IFI (4 %).

e Taux de lymphocytes T-CD4
Le taux moyen de lymphocytes T-CD4 lors du diagnostic de la PCP est de 46 cellules par
microlitre (3 a 121 cellules/uL) pour les patients VIH alors qu’il s’éléve a 341 cellules par
microlitre (75 a 643 cellules/pL) pour les patients non VIH. Il faut cependant souligner que
n’étant disponible que pour quatre patients (16 %), ce parametre est peu représentatif dans la

population de patients non contaminés par le virus du SIDA.

e Charge virale VIH
La recherche d’ARN viral est renseignée dans la plupart des dossiers de patients VIH (93 %,
n=13) a I’exception d’un (7 %). Lors du diagnostic de PCP, le virus du VIH est réplicatif
pour tous les patients. La quantification de la charge virale varie alors de 1,74.10° &
1,45.10° copies par millilitre (soit de 3.24 log & 6.15 log).
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Tableau 6 : Caractéristiques des cas de PCP survenus entre 2007 et 2011 au CHU de Nancy

VIH (n = 14) Non-VIH (n = 25)
Age (ans) 41 [25-68 ans] 53 [5 mois-73 ans]
Sexe M:64% (n=9) M : 80 % (n = 20)

F:36 % (n =5)

F:20 % (n =5)

Durée d’hospitalisation
(jours)

25 [1-60]

41 [2-195]

Prophylaxie primaire

Oui: 7% (n=1)
Non:79 % (n=11)
Arrét: 7% (n=1)
NR:7% (n=1)

Oui:0% (n=0)
Non : 96 % (n = 24)
Arrét: 4% (n=1)

Traitement sous-jacent

Trithérapie : 29 % (n = 4)
Aucun : 64 % (n=9)
NR:7% (n=1)

Corticothérapie : 52 % (n = 13)
Immunosuppresseur : 44 % (n = 11)
Chimiothérapie : 36 % (n = 9)
Aucun : 16 % (n = 4)

Taux CD4 (/ul)

46 [3-121]

341 [75-643]
seulement 4 patients

Nombre de techniques
positives

1:14% (n=2)
2:29% (n=4)
3:57% (n=8)

1:20% (n=5)
2:36% (n=9)
3:40% (n=10)

1 douteuse : 4% (n=1)

Appréciation du
nombre de kystes en
IFI

Parasitologie

Nombreux : 36 % (n =5)
Quelques : 57 % (n = 8)

Trésrares: 7% (n=1)

Nombreux : 32 % (n = 8)
Assez nombreux : 4 % (n=1)
Quelques : 24 % (n = 6)
Rares : 24 % (n = 6)
Trésrares : 12 % (n = 3)
Négatif: 4% (n=1)

Pneumopathie

Oui : 72 % (n = 10)
Non:14% (n=2)
NR: 14 % (n=2)

Oui : 84 % (n=21)
Non: 16 % (n = 4)

Oui : 57 % (n = 8)

Oui : 80 % (n = 20)

NR:7% (n=1)

Hypoxémie Non:7% (n=1) Non : 20 % (n =5)
o NR : 36 % (n =5)
Z Oui:21% (n=3) Oui:4% (n=1)
-L_E) Pneumothorax Non : 72 % (n = 10) Non : 96 % (n = 24)

Ventilation mécanique

Oui:14% (n=2)
Non: 79 % (n=11)
NR:7% (n=1)

Oui:36% (n=9)
Non : 64 % (n = 16)

Durée des symptomes
avant le diagnostic

31 jours [9-90]

18 jours [2-90]

Evolution

7 % décés (n=1)

28 % déces (n=7)
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IVV. Discussion

A. Historique de la PCP

Plusieurs grands évenements ont influenceé la survenue de cas de pneumocystose. Initialement
rare, cette infection se manifestait principalement chez des enfants prématurés ou dénutris ainsi
que chez des patients atteints de leucémies (notamment LAL chez les enfants) ou de lymphomes.
Des cas ont été également décrits dans des contextes de tumeurs solides, de connectivites ou de
transplantations d’organes. [Roblot et al. 2002]

En 1980, suite a la survenue de 1’épidémie de SIDA, le nombre de cas de pneumocystose
s’enflamme. Des 1989, I’utilisation de traitements anti-Pneumocystis a permis de limiter la
progression de I’incidence de la maladie. A partir de 1992, le taux de PCP commence a décroitre
lentement (3.4 % par an jusqu’en 1995 aux USA) grace a I’administration de combinaisons
d’antirétroviraux. [Kaplan et al. 2000]

L’étude nancéenne met en évidence un déclin des cas de PCP a partir de 1997. Au total, entre
1996 et 1999, une régression de 88 % de I’incidence de la PCP est constatée (décroissance de
67 % entre 1996 et 1997 puis de 43 % et 38 % les deux années suivantes). Cette forte diminution
des cas de PCP aprés 1996 (21.5 % par an entre 1996 et 1998 aux USA) s’explique par
I’utilisation de thérapie antivirale hautement réactive (HAART) chez les patients infectés par le
VIH. [Kaplan et al. 2000] En Europe, 1’étude EuroSIDA observe également une diminution de
4.9 cas de PCP pour 100 personnes années avant mars 1995 et de 0.3 cas pour 100 personnes
années apres mars 1998. [Morris et al. 2004] De méme, les conséquences des modifications de
prescription sont visualisables dans une étude francaise qui reporte une incidence a 20 pour
1000 patients années les six premiers mois de 1996 avec une forte décroissance (49 %) dans la
seconde partie de 1’année. [Roux et al. 1998]

Parallélement a cette diminution des cas de PCP dans la population VIH (de 82 % en 1998 a
55 % en 2007), d’autres populations a risque ont émergé (18 % de PCP chez les patients non
VIH en 1998 contre 41 % en 2007) pouvant expliquer la 1égére recrudescence de I’incidence de
la maladie pendant les années 2000. [Magne et al. 2009]

Schematiquement, I’analyse locale des cas de PCP comptabilise un tiers de patients contaminés
par le VIH pour deux tiers de non VIH. La tendance est inversée par rapport a I’analyse du
réseau pneumocystose francilien (VIH: 61 %, non VIH: 33 %). [Magne et al. 2009] La

recrudescence des cas de pneumocystose dans la population non VIH pourrait s’expliquer par
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I’utilisation de plus en plus fréquente de fortes doses de corticostéroides (immunosuppression
plus forte) et la non prescription systématique de prophylaxie anti-Pneumocystis dans les

populations connues a risque. [Torres et al. 2006]

B. Variations saisonnieres

Les données scientifiques sur la corrélation entre les facteurs climatiques (température,
humidité) et la survenue de pneumocystose sont assez contradictoires. Certains auteurs
constatent une augmentation de 1’incidence pendant la période hivernale. [Calderon et al.
2004 ; Varela et al. 2004 ; Lubis et al. 2003] D’autres, en revanche, observent une
recrudescence des cas au printemps et en été [Sing et al. 2009 ; Walzer et al. 2008 ; Miller et
al. 1992 ; Vanhems et al. 1992].

L’étude de la répartition cumulée mensuelle des cas de PCP au CHU de Nancy ne permet pas
de dégager de véritables variations saisonnieres. En effet, des pics d’incidence sont constatés
en périodes printaniéres et estivales (mai, juin et aot) mais également en hiver (janvier). Les
données lorraines font ainsi écho aux observations d’une équipe frangaise ne mettant en

évidence aucune variation saisonniére. [Roblot et al. 2002]

C. Caractéristiques des cas de pneumocystose

Les caractéristiques cliniques different selon les facteurs responsables de
I’immunodépression. Les observations réalisées a partir de 1’analyse de cas locaux de PCP

sont globalement comparables a celles constatées par ailleurs.
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1. Population étudiée

a) Données démographiques

o Age

L’analyse lorraine réveéle une moyenne d’age de 47 ans pour les cas de PCP toutes causes
d’immunosuppression confondues. L’dge moyen de PCP semble un peu plus élevé dans la
population de patients non infectés par le VIH (53 ans versus 41 ans). Le réseau
pneumocystose francilien observe des chiffres similaires avec un age moyen de 43 ans pour
les VIH et de 53 ans pour les non VIH (age moyen global a 47 ans). [Magne et al. 2009]

Il a, par ailleurs, été démontré que les cas de PCP de la population non VIH survenaient chez
des patients plus agés (64 ans) que dans la population de VIH (42 ans en moyenne). [Roblot et
al. 2009 ; Sowden et al. 2004 ; Fujii et al. 2007]

o Sexe
Avec un sex-ratio (H / F) de 2.9 (VIH+: 4 et VIH-: 1.8), nos données sont comparables a
celles de la littérature. Magne et al. obtiennent un sex-ratio de 2.7 pour les VIH et de 1.6 pour
les non infectés par le virus. [Magne et al. 2009] De maniére générale, les hommes semblent
donc plus susceptibles de développer une PCP que les femmes. [Sowden et al. 2004]

b) Pathologie sous-jacente

Les cas de PCP nancéens surviennent principalement chez les patients infectés par le VIH, les
greffés d’organes (rein, coeur), lors d’hémopathies malignes (LNH, lymphomes, LLC) ou de
tumeurs solides (cérébrale ou pulmonaire évolutive). Notre analyse met en évidence, dans
I’ensemble, les mémes facteurs de risques que ceux décrits dans les publications scientifiques.
[Roux et al. 2010] Cependant, contrairement a la littérature, notre analyse dénombre peu de
maladies de systéme (connectivites, vascularites...). Plusieurs publications décrivent des cas
de pneumocystose chez des patients atteints de maladie de Wegener, de périartérite noueuse,
de dermatopolymyosite, de lupus érythémateux disséminé et de polyarthrite rhumatoide.
[Khellaf et al. 2009 ; Roblot et al. 2002]

La médecine interne orientee vers les maladies orphelines et systémiques du CHU de Nancy

ne se révele pas étre un service trés demandeur de recherche de Pj (0.4 % du nombre total de
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demandes). On peut alors supposer que ce service meconnaissant la pneumocystose, a

tendance a moins rechercher cette infection.

¢) Traitements

e Traitement sous-jacent

Dans le groupe de patients non infectés par le VIH du CHU de Nancy, la majorité des PCP
survient lors d’un traitement immunosuppresseur et/ou d’une corticothérapie et/ou d’une
chimiothérapie. Chez ces immunodéprimeés, il semblerait que le véritable facteur de risque
soit plus le traitement sous-jacent (corticoides, MTX, cytotoxiques, immunosuppresseurs) que
la pathologie elle-méme. [Dessauze et al. 2007 ; Pestre et al. 2010 ; De Castro et al. 2007]

Dans la population de patients contaminés par le virus du SIDA, la PCP permet souvent la
découverte de la séropositivité de ces patients (37 % des PCP diagnostiquées a Nancy chez les
VIH+) et les classe ainsi au stade SIDA. C’est pourquoi peu de patients de notre étude sont
sous trithérapie et/ou sous prophylaxie lors du diagnostic de la PCP. Une étude japonaise
rapporte que 63 % des cas de pneumocystose sur un terrain de VIH surviennent chez des

patients ignorant leur infection virale. [Fujii et al. 2007]

e Prophylaxie primaire

De plus en plus de patients atteints d’hémopathies malignes et notamment ceux recevant une
allo- ou autogreffe de meelle osseuse se voient prescrire un traitement prophylactique anti-
Pneumocystis en systématique. [De Castro et al. 2007] Dans notre groupe de malades non
VIH, aucun ne recevait de molécule préventive. Il pourrait étre intéressant d’envisager cette
pratique des lors qu’il existe un facteur de risque important. Les principaux freins de la
prophylaxie systématique résident dans les effets indésirables générés par le TMP-SMX
(cytopénies fortement préjudiciables en cas d’hémopathies) et la crainte d’apparition de
souches reésistantes a cette molécule. [Roblot et al. 2002] Des mutations de Pj au niveau de la
DHPS apparaitraient chez 11 a 47.7 % des patients sous prophylaxie. Elles sont supposées
étre a I’origine d’échecs de prophylaxie. [De Castro et al. 2007]

Actuellement, chez les patients non infectés par le VIH, il existe peu de recommandations
concernant la prescription d’une prophylaxie anti-Pneumocystis. [Catherinot et al. 2010]

A contrario, dans la population de VIH positif, les recommandations concernant la mise en
place d’un traitement préventif sont bien codifiées. Dés lors que le taux de lymphocytes CD4
est inférieur a 200 cellules par microlitre, un traitement par TMP-SMX est instauré. [Roux et
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al. 1998] Un certain nombre de patients, ignorant leur séropositivité au moment du diagnostic
de la PCP, ne bénéficie donc pas de prophylaxie anti-Pj. Dans 1’étude nancéenne, seulement
un patient recoit un traitement prophylactique (CD4 a 53/pL). Chez ce patient, il existe un
contexte de multirésistances aux antirétroviraux, permettant d’émettre quelques réserves
guant a 1’observance des traitements. Les cas de PCP décrits chez les patients VIH sous
prophylaxie anti-Pj font souvent mention de problemes de tolérance et surtout de non
observance du traitement. [Magne et al. 2009]

2. Caractérisation de la pneumocystose
a) Clinique

La pneumocystose est d’apparition brutale chez les patients non VIH alors qu’elle présente un
début beaucoup plus insidieux et progressif chez les VIH positifs comme en témoignent les
données concernant le délai entre les premiers symptdémes et le diagnostic (quasiment deux
fois plus long chez les patients infectés par le VIH dans notre analyse). En moyenne, ce délai
est porté a 28 jours chez les patients VIH et se réduit a 5 jours chez les immunodéprimés non
VIH. [Kovacs et al. 1984]

Les manifestations cliniques sont beaucoup plus bruyantes dans la population de non VIH
(durée d’hospitalisation plus longue, recours a la ventilation mécanique plus fréquent) et le
pronostic est plus sombre dans ce groupe de patients. Une moindre inflammation chez les
patients contaminés par le VIH est corrélée avec une meilleure oxygénation et par conséquent
un recours a la ventilation mécanique moins fréquent. Cette complication étant un facteur de
mauvais pronostic, la survie est ainsi meilleure dans la population de patients VIH. [Thomas
et al. 2004 ; Roblot et al. 2002] Il apparait donc important de réduire le délai entre les
premiers symptomes et le diagnostic pour une prise en charge de la PCP plus rapide afin de
limiter les complications. Ceci souligne donc I’intérét de mettre en place un traitement
empirique dans I’attente des résultats de laboratoire.

L’évolution apparait plus favorable dans le groupe de VIH avec une mortalit¢ moins
importante (VIH : 7 %, non VIH : 28 %). Le taux de mortalité est tres variable en fonction du
terrain d’immunodépression : entre 10 et 20 % chez les VIH contre 30 a 60 % chez les non
VIH. [Fujii et al. 2007] Cependant, il n’est pas toujours aisé de déterminer I’imputabilité de la
PCP lors de décés. En effet, le déces peut étre la conséquence de 1’évolution de la pathologie

sous-jacente ou étre causé par 1’accumulation de plusieurs pathologies.
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b) Diagnostic biologique
La charge fongique est plus importante chez les patients contaminés par le VIH ce qui permet
un meilleur diagnostic biologique dans cette population. [Tasaka et al. 2010] Ceci se vérifie
dans 1’étude nanceenne avec un diagnostic biologique posé a partir d’un nombre plus restreint
de techniques de microscopie positives (charge fongique faible) dans le groupe de non VIH.
De plus, un nombre moins important de kystes est visualisable en IFI dans ce groupe de
patients.
Le taux de lymphocytes T-CD4 semble plus élevé dans la population de patients non infectés
par le VIH (non VIH : 341/uL ; VIH : 46/uL) bien que cette donnée soit peu disponible pour
ces patients. Magne et al. dénombrent quant a eux, 30 lymphocytes CD4 par microlitre pour
les patients VIH positifs et 158 par microlitre pour les VIH négatifs. [Magne et al. 2009]
Contrairement aux patients infectés par le VIH pour lesquels un taux de CD4 inférieur a 200
cellules par microlitre est un facteur de risque de PCP, il n’existe pas de valeur équivalente
pour les immunodéprimés non VIH. Une étude a cependant démontré que le taux de CD4
diminue significativement au cours d’un ¢épisode de PCP dans une population
d’immunodéprimés non VIH par rapport a des individus sains (61/pL versus 834/uL). Elle
constate aussi que 91 % des patients non VIH avaient un taux de CD4 inférieur a 300 cellules
par microlitre au moment du diagnostic de la PCP. [Mansharamani et al. 2000]
La séropositivité des patients étant souvent découverte au moment du diagnostic de la PCP,
les immunodéprimés par le VIH présentent donc une forte charge virale VIH et un tres faible
taux de lymphocytes T-CDA4.

Dans I’ensemble, malgré un effectif moyen, 1’analyse lorraine sur la pneumocystose met en
évidence les mémes aspects épidémio-clinico-biologiques que les autres études mondiales.
Pour résumer, les cas de PCP dans la population infectée par le VIH tendent a régresser au
détriment des patients immunodéprimés non VIH pour lesquels la survenue de PCP est en
nette recrudescence.

Comparée aux patients contaminés par le VIH, la PCP chez les patients non VIH est de
manifestation plus brutale, plus bruyante et de moins bon pronostic, malgré une charge

fongique plus faible.
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Partie 3

Détection de Pneumocystis jirovecii dans les
prelevements respiratoires par biologie moléculaire
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|. Problématique

Devant des suspicions cliniques et/ou radiologiques de pneumocystose, la confirmation du
diagnostic repose sur la détection de Pj dans les prélévements respiratoires. Cependant, les
techniques de microscopie habituellement utilisées sont de sensibilité limitée méme
I’immunofluorescence qui est apparue comme une avancée pour le diagnostic biologique de la
PCP. De plus, I’émergence de nouvelles populations a risque d’infection a Pj présentant une
charge fongique faible fait craindre un résultat microscopique faussement négatif. Cette
difficulté diagnostique est préjudiciable puisqu’elle induit une prise en charge plus tardive et
donc un risque accru de complications assombrissant alors le pronostic du patient.

Devant ces limites analytiques, il semblait intéressant de mettre en place au sein du
laboratoire une technique de biologie moléculaire pour mettre en évidence le génome de
Pneumocystis jirovecii dans les prélevements respiratoires. ldéalement, cette technique,
sensible et rapide, pourrait dépister le micro-organisme méme lors de faibles charges
fongiques. De ce fait, nous avons été amenés a nous poser les questions suivantes. La PCR en
temps réel apporte-t-elle réellement un gain par rapport a une technique
d’immunofluorescence indirecte ? Comment s’effectue le choix d’une technique de biologie
moléculaire ? Quels éléments entrent en ligne de compte ?

Deux études tenteront de répondre a ces interrogations. Dans un premier temps, une
confrontation des résultats obtenus par la technique de PCR « maison » et par microscopie
permet d’évaluer I’apport de la biologie moléculaire. Dans un second temps, une comparaison
des kits commerciaux de qPCR avec la technique « maison » est réalisée en vue du choix de

I’outil moléculaire a instaurer pour le diagnostic de PCP.
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1. Matériels et méthodes

A. Microscopie versus PCR en temps réel « maison »

1. Prélevements respiratoires

Les échantillons de notre étude proviennent de patients du CHU de Nancy (ou demandes de
recherche de Pj des établissements extérieurs) qui présentaient des manifestations cliniques
et/ou radiologiques justifiant la recherche de Pneumocystis jirovecii dans les LBA ou
aspirations bronchiques par les techniques traditionnelles de microscopie. Les prélevements

respiratoires ont été récoltés pendant un an a partir du mois d’aott 2010.

2. Technigues microscopiques

Pour la recherche de Pj dans les préléevements respiratoires, le laboratoire réalise plusieurs
techniques : une coloration MGG pour visualiser les trophozoites (formes végétatives), une
coloration au bleu de toluidine et une technique d’immunofluorescence indirecte

(Monofluo™ kit P. jirovecii, Bio-Rad) pour mettre en évidence les kystes (asques).

3. Extraction d’ADN

Selon I’aspect de I’échantillon, I’extraction s’effectue soit de maniére automatisée par la
technique MagNa® Pure (Roche Diagnostics) (prélévement fluide), soit a 'aide d’un kit
d’extraction manuelle High Pure Template Preparation Kit® (Roche) (prélévement épais)
selon les recommandations fournisseurs. Quelle que soit la méthode d’extraction utilisée,
50 puL d’extraits d’ADN sont obtenus a partir de 200 UL de préléevement. Les extraits ainsi
récoltés sont soit directement amplifiés soit conservés au congélateur a — 80°C en vue d’une

PCR ultérieure.
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4. PCR en temps reel « maison »

a) Principe

La PCR en temps réel « maison » permet 1’amplification spécifique du géne codant pour la
grande sous-unité ribosomale de I’ADN mitochondrial (mtLSU).

Simultanément a la PCR Pneumocystis jirovecii, une PCR albumine est réalisee sur les
échantillons, celle-ci sert de témoin d’inhibition et de témoin cellulaire pour controler
I’extraction. Cette PCR pourra aussi permettre de réaliser une quantification relative de la
charge fongique, palliant ainsi les rendements variés des prélévements respiratoires.

Les deux PCR sont réalisées sur le thermocycleur LightCycler® commercialisé par Roche
Diagnostics.

La technologie utilisée fait appel aux sondes Tagman. Celles-ci possédent un émetteur
(reporter) a I’'une de leurs extrémités et un suppresseur (quencher) a ’autre. Lorsque la sonde
est intacte, le suppresseur inhibe le signal de I’émetteur. Au moment de 1’élongation, I’ADN
polymérase hydrolyse la sonde, mettant ainsi I’émetteur a distance du suppresseur. Un signal
de fluorescence est alors observe (fig. 24).

Pour vérifier le bon fonctionnement de la réaction, les extraits d’ADN des patients
diagnostiqués fortement infectés par les techniques de microscopie sont utilisés comme
controles positifs des deux PCR. L’eau est employée comme témoin négatif.

L’amplification est appréciée en nombre de cycles (Ct).
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Figure 24 : Principe de la sonde Tagman (d’aprés http://www.ilm.pf/PCRtempsreel)
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b) Mélange réactionnel
La réaction se produit sous un volume total de 20 uL (15 pL de mélange réactionnel et 5 pL
d’ADN a tester). Le mélange réactionnel se compose des amorces Pj (10 uM) « sens » et
«anti-sens », de la sonde Tagman Pj (4 uM), du LightCycler® FastStart enzyme (l1a), du
LightCycler® FastStart reaction mix hybprobe (1b), du MgCl; et de la solution tampon (kit
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe - Roche) (tableau 7).
La PCR albumine utilise une sonde Tagman albumine (4 uM), des amorces albumine (10 M)
«sens » et « anti-sens » ainsi que le méme mélange réactionnel que la PCR Pj (LightCycler®
FastStart DNA Master HybProbe - Roche). Les séquences des amorces et des sondes Tagman
des deux PCR sont mentionnées dans les tableaux 8 et 9.
Les échantillons additionnés au mélange réactionnel sont déposés dans les capillaires du
LightCycler® (Roche Diagnostics) qui sont ensuite bouchés, centrifugés 10 secondes a
3000 tours par minute (centrifugeuse MIKRO20) et placés dans le carrousel du LightCycler®.

Tableau 7 : Mélange réactionnel pour un échantillon (PCR « maison »)

Réactifs Pour 1 capillaire (L)
Eau (kit) 4,6
MgCl; (kit) 2,4
Mélange 1 (60 pL de 1b dans 1a) 2
Amorce "sens" [10 uM] 2
Amorce "anti-sens " [10 uM] 2
Sonde Tagman [4 uM] 2
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Tableau 8 : Séquences des amorces (PCR « maison »)

Amorces « sens » Amorces « anti-sens »

PCR Pi 5-CTT AAA ATA AAT AAT CAG ACT 5°-GGA GCT TTA ATT ACT GTT CTG
J ATG TGC GAT AAG-3’ GGC-3’

PCR

) 5°-TGT TGC ATG AGA AAA CGC CA-3’ 5°-GTC GCC TGT TCA CCA AGG AT-3’
albumine

Tableau 9 : Séquences des sondes Tagman (PCR « maison »)

Sondes Tagman

PCR Pj 5*-[FAM]TAG ATA GTC GAA AGG GAA AC[NFQ/MGB]-3’

5’-[FAM]AAG TGA CAG AGT CAC CAAATG CTG CCA

PCR albumine
CAG[TAM]-3

¢) Programme PCR

La phase de dénaturation se fait en un cycle sous une température de 95°C pendant
15 minutes.

Elle est suivie de la phase d’amplification composée de 45 cycles. Chaque cycle comprend
deux étapes : la dénaturation de 15 secondes a 95°C suivie de I’hybridation - élongation d’une
minute a 59°C. L’acquisition du signal de fluorescence se fait a chaque cycle pendant la phase

a 59°C. Pour terminer, la phase de refroidissement s’effectue pendant 30 secondes a 40°C.
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B. Kits commerciaux versus PCR « maison »

1. Choix des échantillons testés

Quatorze LBA ont été soigneusement choisis parmi notre collection afin d’en tester deux
négatifs (microscopie et PCR « maison »), deux positifs (microscopie et PCR « maison ») et
dix dont les résultats microscopie / PCR sont discordants. L’extraction d’ADN a été réalisée

de la méme maniere que précédemment.

2. PCR Bio-Evolution
a) Principe

Le kit PCR en temps réel Pneumocystis jirovecii® de Bio-Evolution permet une amplification
spécifique d’un fragment du géne mtLSU de Pj et d’une région de la B-actine humaine
(contrdle cellulaire d’inhibition). La technologie utilisée fait également appel aux sondes
Tagman. Les deux sondes spécifiques (de Pj et du contrdle cellulaire) sont marquées par un
fluorochrome différent (FAM pour Pj et HEX pour le contréle cellulaire) émettant ainsi une
fluorescence spécifique.

L’analyse est réalisée sur un thermocycleur de type ABI®Prism (Applied BioSystem).

La trousse est dotée d’un controle positif qui peut étre dilué pour réaliser une gamme en
quatre points. Les résultats sont rendus en nombre de cycles (Ct) et en nombre de copies par

microlitre quand la gamme de quantification est réalisée.

b) Mélange réactionnel

Le coffret contient deux mélanges réactionnels préts a I’emploi. Le mélange réactionnel
enzymatique contient le tampon, le chlorure de magnésium, les nucléotides triphosphates et la
Taq polymérase thermoactivable. Celui de réaction contient les différentes amorces et sondes.
Ces deux meélanges réactionnels additionnés selon les proportions mentionnées dans la
figure 25 constituent alors le Master Mix.

La réaction s’effectue sous un volume total de 25 pL (20 pL de Master Mix et 5 uL. d’ADN a

tester).
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Mix de réaction Mix enzymatique
7.5 L 125 L

N/

Master Mix
20 uL

ADN extrait
5uL

e

Plaque de réaction pour qPCR sur ABI®Prism |

Figure 25 : Mélange réactionnel de la PCR Bio-Evolution pour un échantillon

¢) Programme PCR

La phase d’activation de la Taq polymérase et de dénaturation se fait en un cycle sous une
température de 95°C pendant 30 secondes.

Elle est suivie de la phase d’amplification composée de 40 cycles. Chaque cycle comprend
une étape de dénaturation de 10 secondes & 95°C suivie d’une étape d hybridation-élongation
de 45 secondes a 58°C. L’acquisition du signal de fluorescence se fait a chaque cycle pendant
I’élongation. Pour terminer, la phase de refroidissement s’effectue durant un cycle d’une

seconde a 37°C.

3. PCR Roche
a) Principe
Le kit LightMix® Pneumocystis jirovecii est commercialisé par Roche. Il permet
I’amplification du géne MSG de Pj par la technologie FRET (fig. 26) sur LightCycler®. La
détection se fait grice a des sondes d’hybridation marquées au LightCycler® Red 640.
Le bon déroulement de la réaction se vérifie grace a ’amplification d’un autre fragment

d’ADN situé au niveau d’un contréle interne. Les sondes d’hybridation sont alors marquées

avec le LightCycler® Red 690.
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Le test comprend un contrdle interne, un contréle positif et une gamme de quantification
constituée de 6 points.
Les résultats sont rendus en nombre de cycles (Ct) et en nombre de copies par microlitre

quand la gamme est réalisée.

Amorce
5 -3 .
_T r_ Technologie FRET
” ADN double brin cible 3 (Fluorescent Resonnance Energy Transfer)
- JIIINIICIIIININNY. .
2 sondes:
) ' o L'une porteuse d’'un émetteuren 3’
Denaturation Lautre porteuse d’un accepteur en 5’
\ L Sondes séparées = Absence d'émission de fluorescence

¥
1 7

Hybridation o . , ’ :
Hybridation de I'amorce et des sondes sur la séquence cible

Proximité des fluorochromes

e, » . S
& Transfert d’énergie et émission de fluorescence

Elongation l 6

Elongation par la polymérase

} L Libération des sondes

(I

Figure 26 : Technologie FRET (d'aprés http://www.ilm.pf/PCRtempsreel)

74



b) Mélange réactionnel

La réaction s’effectue sous un volume total de 20 pL (15 pL de mélange réactionnel et 5 pL
d’ADN a tester). La reconstitution des réactifs s’effectue selon les recommandations du
fournisseur. Le mélange réactionnel se compose du mélange réactionnel réactif et du mélange
réactionnel du contrdle interne (IC) contenus dans le kit LightMix® Pneumocystis jirovecii
(Roche), ainsi que du Roche Master, du MgCl, et de I’eau PCR contenus dans le Kit
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche) (tableau 10).

Dans un souci de clarté du tableau, le kit LightMix® Pneumocystis jirovecii (Roche) est
appelé kit n°1 et le kit LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche), kit n°2.

Tableau 10 : Constitution du mélange réactionnel pour un échantillon (PCR Roche)

Réactifs Pour un capillaire (uL)
Eau PCR (kit n°2) 6,6
Mg?* (kit n°2) 2,4
Mélange réactionnel Réactif (kit n°1) 2
Mélange réactionnel IC (kit n°1) 2
Roche Master (kit n°2) 2

¢) Programme PCR

La phase de dénaturation se fait en un cycle sous une température de 95°C pendant
10 minutes.

Elle est suivie de la phase d’amplification composée de 50 cycles. Chaque cycle comprend
trois etapes: la dénaturation (5 secondes a 95°C), I’hybridation (5 secondes a 62°C) et
1’élongation (15 secondes a 72°C). L’acquisition du signal de fluorescence se fait a chaque
cycle pendant I’étape d’hybridation.

Pour terminer, la phase de refroidissement s’effectue pendant 30 secondes a 40°C (un cycle).
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I11. Résultats

A. Comparaison de la PCR en temps reel « maison » aux
techniques de microscopie

Pour apprécier le bénéfice apporté par la biologie moléculaire, une étude comparative entre la
PCR «maison » et les techniques habituelles de microscopie a été mise en ceuvre sur une

période d’une année.

1. Résultats bruts

L’analyse comparative porte sur un total de 261 prélévements respiratoires. Trois pour cent
des échantillons (n = 9) sont a la fois positifs en microscopie (par au moins une technique) et
en PCR. Quatre-vingt-quatre pour cent des prélevements (n =218) ont été diagnostiqués
négatifs quel que soit le mode de dépistage utilisé. Enfin, dans 13 % des cas (n = 34), les
résultats de microscopie et de biologie moléculaire sont discordants. Le tableau 11 récapitule

I’ensemble de ces données.

Tableau 11 : Comparaison de la PCR « maison » aux techniques microscopiques

Microscopie o o
Négatif Positif
PCR
Négatif 84 % (n = 218) 0% (n=0)
Positif 13 % (n = 34) 3% (n=9)
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2. Résultats concordants positifs

Parmi les prélevements positifs en biologie moléculaire et en microscopie, 11.1 % (n=1)
n’ont qu’une seule technique de microscopie douteuse (bleu de toluidine). L amplification de
I’ADN de Pj est alors visible a 32 cycles de PCR.

Deux techniques de microscopie (IFI et bleu de toluidine) mettent en évidence le micro-
organisme dans 44.4 % (n =4) des cas concordants. Le nombre de cycles oscille alors entre
27 et 34.

Enfin, dans 44.4 autres pour cent (n= 4) de ces prélévements, les trois techniques de
microscopie (IFI, bleu de toluidine et MGG) apparaissent positives. L’amplification est
constatée entre 22 et 26 cycles. Le détail des résultats concordants est visualisable dans le
tableau 12.

Lorsque les méthodes sont concordantes, le nombre moyen de cycles est évalué a 27.

Tableau 12 : Analyse des résultats positifs en microscopie et en biologie moléculaire

NC patient Microscopie PCR « maison »

P MGG Bleu de Toluidine IF Nombre de cycles (Ct)
31 Négatif Positif Trés rares kystes 34,31

47 Négatif Positif Nombreux kystes 28,19

48 Positif Positif Quelques kystes 25,74

56 Positif Positif Nombreux kystes 22,31

73 Négatif Douteux Négatif 32,24

113 Positif Positif Nombreux kystes 24,41

218 Négatif Positif Quelques kystes 28

248 Positif Positif Nombreux kystes 22,9

256 Négatif Positif Nombreux kystes 26,66

De maniére générale, 1’analyse des résultats concordants revele que le nombre de cycles
augmente lorsque le nombre de techniques de microscopie positives diminue (tableau 13).
D’aprés I’étude nancéenne, pour un nombre de cycles inférieur a 30, au moins une technique

de microscopie est positive dans la majorité des cas.
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Tableau 13 : Evolution des Ct en fonction du nombre de techniques de microscopie positives

Nombre de techniques de IFI PCR
microscopie positives (kystes) Ct
3 Quelques a nombreux Entre 22 et 26
5 Quelques a nombreux Entre 27 et 28
Tres rares kystes 34
1 douteuse Négative 32

3. Résultats discordants

Lorsqu’il existe une discordance entre la biologie moléculaire et les techniques de
microscopie, dans tous les cas, la mise en évidence de Pneumocystis sp. est réalisee grace a la
PCR. Les colorations MGG ou bleu de toluidine et I’'immunofluorescence indirecte s’avérent
alors négatives. La PCR révele un nombre de cycles moyen de 36 (Ct entre 24 et 46)
(tableau 14). Le nombre moyen de cycles est donc plus élevé en cas de discordances que
lorsque les résultats microscopie/biologie moléculaire sont concordants (Ct a 27) (tableau 12).
Il faut souligner la particularité des patients n® 88, 184 et 210, négatifs en microscopie, mais
fortement positifs en biologie moléculaire. Les Ct sont alors respectivement de 26.75, 24.3

et 27.73 (tableau 14).
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Tableau 14 : Analyse des résultats discordants entre la PCR et la microscopie

NC patient Microsco_pi.e PCR « maison »
MGG Bleu de Toluidine IFI Nombre de cycles (Ct)
7 Négatif Négatif Négatif 45,72
8 Négatif Négatif Négatif 43,89
23 Négatif Négatif Négatif 33,19
27 Négatif Négatif Négatif 39,07
36 Négatif Négatif Négatif 40,1
39 Négatif Négatif Négatif 38,12
70 Négatif Négatif Négatif 37,15
72 Négatif Négatif Négatif 33,31
78 Négatif Négatif Négatif 43,1
86 Négatif Négatif Négatif 35,79
88 Négatif Négatif Négatif 26,75
95 Négatif Négatif Négatif 37,8
97 Négatif Négatif Négatif 34,56
131 Négatif Négatif Négatif 33,33
137 Négatif Négatif Négatif 34,28
138 Négatif Négatif Négatif 36,64
149 Négatif Négatif Négatif 38,98
151 Négatif Négatif Négatif 36,18
162 Négatif Négatif Négatif 32,89
166 Négatif Négatif Négatif 32,49
169 Négatif Négatif Négatif 37,46
172 Négatif Négatif Négatif 33,35
177 Négatif Négatif Négatif 37,28
184 Négatif Négatif Négatif 24,3
192 Négatif Négatif Négatif 38,59
195 Négatif Négatif Négatif 35,48
197 Négatif Négatif Négatif 42,53
205 Négatif Négatif Négatif 38,75
209 Négatif Négatif Négatif 40,15
210 Négatif Négatif Négatif 27,73
217 Négatif Négatif Négatif 40
224 Négatif Négatif Négatif 40,86
246 Négatif Négatif Négatif 34,65
252 Négatif Négatif Négatif 33,88
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B. Comparaison de la PCR « maison » a des kits commerciaux

Dans le cadre de la mise en évidence du génome de Pneumocystis jirovecii dans les
prélevements respiratoires, deux kits commerciaux (Roche et Bio-Evolution) ont été comparés
a la PCR « maison » afin de choisir la technique de biologie moléculaire la plus adaptée.

Le tableau 15 récapitule les résultats de 1’étude comparative.

1. Echantillons positifs

Pour les patients atteints de PCP (patients n® 48 et 113), I’ADN de Pj est amplifié quelle que
soit la technique de PCR en temps réel utilisée. Le nombre de cycles est comparable entre la
PCR « maison » et le kit Roche (25 cycles en moyenne). Le Ct est un peu plus faible pour le
kit Bio-Evolution (environ 21 cycles).

La quantification varie d’une puissance de 10 entre les deux kits commerciaux avec un

nombre de copies par microlitre plus élevé pour la PCR Bio-Evolution.

2. Echantillons négatifs

Concernant les prélévements respiratoires exempts de Pj (patients n® 105 et 120), les résultats
de biologie moléculaire sont concordants (absence d’amplification avec les trois techniques).

3. Echantillons avec détection de Pj uniquement par
biologie moléculaire

Parmi les 10 prélévements respiratoires selectionnes avec une détection de Pj uniquement par
biologie moléculaire, les résultats varient en fonction de la technique employée.

En termes de nombre de cycles, les PCR Bio-Evolution et « maison » rendent des résultats
similaires dans la mesure ou une amplification est observée pour tous les échantillons. Il faut
toutefois noter que la détection de I’amplification est souvent plus précoce de quelques cycles
(2.4 en moyenne) (de 0.08 a 5 cycles) pour le kit Bio-Evolution (a I’exception des patients
n® 95 et 97).
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Le kit commercialisé par Roche ne détecte pas Pj pour cinq échantillons alors que de I’ADN
est amplifié par les autres PCR en temps réel (patients n® 23, 27, 36, 78 et 95). Les LBA
négatifs avec Roche ont des Ct compris entre 33 et 39 avec le kit Bio-Evolution.

De plus, les cinq prélévements pour lesquels la technique Roche amplifie de I’ADN
présentent des Ct beaucoup plus élevés que ceux obtenus par les deux autres methodes : en
moyenne plus de deux cycles (2.2) apres la PCR « maison » (0.02 a 5) et quatre cycles et demi
apres la PCR Bio-Evolution (2 & 7).

La quantification du kit Roche est dans la majorité des cas plus faible que celle évaluée par le
kit Bio-Evolution (a I’exception du patient n° 97). Le nombre de copies par microlitre peut

différer jusqu’a 100 fois pour un méme prélévement (patient n° 88) selon le kit employé.

Tableau 15 : Comparaison de la technique PCR « maison » avec deux Kits commerciaux

PCR . .
« Maison » PCR Bio-Evolution PCR Roche
Echantillons N°
sélectionnés | patient
Nombre de Nombre de | Quantification | Nombre de | Quantification
cycles (Ct) cycles (Ct) (copies/uL) cycles (Ct) (copies/pL)
. 48 25,74 21,98 1,02.10° 25,57 8,507.10°
Positifs
113 24,41 20,75 2,75.10° 24,32 1,997.10*
Négatifs 105 Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif
120 Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif
23 33,19 33,11 12,38 Négatif Négatif
27 39,07 38,45 1,64.10™ Négatif Négatif
36 40,1 38,77 1,25.10™ Négatif Négatif
-1
Détection de Pj |22 38,12 35,31 2,08 41,6 2,77.10
uniquement en 70 37,15 34,51 3,96 37,71 2,111
biologie 1 _— _—
moléculaire 78 43,1 37,78 2,80.10 Négatif Négatif
86 35,79 31,88 33,55 35,81 7,754
88 26,75 24,15 1,76.10° 31,33 1,655.10°
95 37,8 38,9 1,13.10™ Négatif Négatif
97 34,56 34,74 3,31 36,83 3,848
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IVV. Discussion

A. Comparaison de la PCR en temps réel « maison » aux
technigues de microscopie

La PCR en temps réel met en évidence la présence du génome de Pj dans 13 % des
prélevements respiratoires du CHU de Nancy pour lesquels I'IFI est négative. Ceci peut
traduire soit une meilleure sensibilité de la PCR (présence de faux négatifs en microscopie),
soit une meilleure spécificité des techniques microscopiques (présence de faux positifs en

biologie moléculaire).

1. Sensibilité

La sensibilité se définit comme la probabilité d’obtenir un test positif chez les malades. La
sensibilité est le rapport des vrais positifs sur la somme des vrais positifs et des faux négatifs.
Dans I’étude comparative lorraine, si la microscopie est prise comme référence, la sensibilité
de la PCR « maison » est de 100 %. La supériorité de la biologie moléculaire en termes de
sensibilité a déja été démontrée par ailleurs. [Brancart et al. 2005] En considérant le
diagnostic cliniqgue comme référence, la sensibilité de la PCR quantitative atteint 100 % alors
qu’elle n’est que de 60 % pour les techniques de microscopie. [Flori et al. 2004]

La moindre sensibilité des techniques de microscopie (présence de faux négatifs) peut
s’expliquer par une lecture difficile des prélévements pauci infectés.

Selon une équipe francaise, les résultats de la semi quantification par microscopie ne sont pas
corrélés a la sévérité de la maladie mais dépendent fortement des facteurs d’hote du patient.
[Flori et al. 2004] Le terrain d’immunosuppression est donc tres important & prendre en
compte. En effet, les faux négatifs en microscopie sont plus fréquemment observés chez des
patients non infectés par le VIH (charge fongique faible) que chez les patients séropositifs
pour le VIH (charge fongique élevée). [Flori et al. 2004] Cette différence en fonction de la
pathologie sous-jacente engendre une difficulté pour la confirmation biologique du diagnostic
de PCP chez les patients non VIH.

Une charge fongique faible peut aussi s’observer dans les prélévements respiratoires plus
superficiels comme les aspirations bronchiques ou les crachats induits. La littérature rapporte

des sensibilités pour les techniques microscopiques variant de 48 % a 92 % pour les liquides
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broncho-alvéolaires mais plus faibles, 35 a 78 % pour les aspirations bronchiques et les
crachats induits. [Rohner et al. 2009 ; Flori et al. 2004]

De plus, la répartition du champignon n’étant pas forcément homogeéne au sein du
prélévement, 1’échantillon prélevé pour les analyses microscopiques peut parfois contenir que
de tres rares formes de Pj. Enfin, dans certains cas, le prélevement adhére mal a la lame porte-
objet, le dépdt peut ainsi étre partiellement retire lors de la coloration. Cela a déja été constaté
par ailleurs. [Rohner et al. 2009]

La lecture laborieuse et difficile en présence d’artéfacts (mucus, germes, levures ou hématies)
peut également étre a ’origine du manque de sensibilité des techniques de microscopie.
[Kaouech et al. 2009]

Par ailleurs, le gain de sensibilit¢ en PCR en temps réel pourrait s’expliquer par la
concentration de 1’échantillon lors des étapes d’extraction et de purification préalables.
[Kaouech et al. 2009]

Enfin, la quantit¢ de prélévement utilisée pour I’examen est différente qu’il s’agisse de
techniques de microscopie ou de biologie moléculaire. La probabilité de mettre en évidence le
micro-organisme s’amoindrit avec la réduction du volume de prélévement analysé, d’autant
plus si celui-ci est pauci infecté.

Pour la PCR, l’extraction est réalisée a partir de 200 pL de prélévement puis un
dixieme (5 pL) de I’extrait obtenu (50 L) est utilisé pour la réaction d’amplification. Ceci
correspond donc a 20 pL du prélevement de départ analysé en biologie moléculaire.
Comparativement, pour les techniques de microscopie, la quantité de prélevement analysee
est supérieure. Une goutte de prélevement (soit environ 20 uL) est utilisée pour chaque dépét.
Au final, un volume total de 120 uL (une goutte pour le MGG, une pour le bleu de toluidine
et quatre pour I’IFI) est analysé en microscopie.

La biologie moléculaire permet ainsi une analyse plus sensible sur un volume réduit de

prélevement.

2. Spécificité
La spécificité se définit comme la probabilité d’obtenir un test négatif chez les non malades.

La spécificité est le rapport des vrais négatifs sur la somme des vrais négatifs et des faux

positifs.
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Dans I’analyse lorraine, la spécificité de la PCR « maison » est de 86.5 % en considérant la
microscopie comme référence.

Il faut cependant garder a 1’esprit qu’avec le diagnostic clinique pour référence, la spécificité
est meilleure en microscopie qu’en biologie moléculaire (100 % en microscopie, 87 % en
PCR conventionnelle et 85 % en PCR en temps réel). [Flori et al. 2004]

La PCR en temps réel, du fait de sa tres grande sensibilité, permet la détection du génome de
Pj dans les prélevements respiratoires alors que ni kystes ni trophozoites ne sont observés en
microscopie. Se pose alors la question de savoir s’il s’agit de véritables faux positifs ou de
prélevements avec des charges fongiques faibles détectées, a cause de la grande sensibilité des
techniques de biologie moléculaire. Dans cette derniere situation, la corrélation entre la
charge fongique et le tableau clinique (colonisation asymptomatique ou pneumocystose-
infection) peut faire débat.

Flori et ses collaborateurs rapportent une PCR positive chez 2 a 21 % des patients
asymptomatiques. [Flori et al. 2004] Une étude plus récente observe un taux de colonisation
s’élevant a 15 % chez les non VIH et a 13 % chez les patients infectés par le VIH. [Alanio et
al. 2011]

3. Objectivité

La PCR apparait plus objective que les techniques de microscopie qui reposent
essentiellement sur un personnel compétent et expérimenté. Comme vu précédemment,
certains prélévements peuvent présenter un certain nombre de difficultés. Il peut parfois étre
complique, méme pour un lecteur chevronné, de trancher en faveur de la présence ou non du
micro-organisme. De plus, la semi quantification par les techniques de microscopie apparait

subjective et s’avere étre opérateur dépendante.

4. Détermination des cut-off

Devant la proportion importante de patients colonisés par Pj, il semblait indispensable de
déterminer des cut-off afin de différencier la pneumocystose d’une simple colonisation.
Cependant, la comparaison des différents travaux s’avére étre une tache difficile en 1’absence

de standardisation de I’expression des résultats de biologie moléculaire.
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a) PCP ou colonisation ?

Dans 1’étude lorraine, la confrontation des nombres de cycles des échantillons positifs
(microscopie et PCR) avec ceux des échantillons discordants, suggére qu’un Ct inférieur a
30 cycles serait plutot en faveur d’une pneumocystose (charge fongique élevée).

D’aprés nos données, on peut supposer que la microscopie est négative pour des prélévements
avec des Ct supérieurs a 35. Cette observation est compatible avec les résultats d’une étude de
gPCR (ciblant le géne Kex-1) réalisée sur le systtme ABI®Prism (Applied Biosystems).
Rohner et al. montrent alors que la recherche de Pj par microscopie (bleu de toluidine,
calcofluor white) est toujours infructueuse pour un nombre de cycles supérieur a 33 en
biologie moléculaire. En effet, dans cette étude, les échantillons positifs uniquement en PCR
possedent un Ct entre 33 et 36 (correspondant a une quantification comprise entre 20 et
160 copies/mL de LBA). [Rohner et al. 2009]

Récemment, le travail de Alanio et al. met en évidence une charge fongique variant entre 134
et 1.73.10° TFEg/mL lors de PCP fortement probable et entre 0.1 et 1840 TFEg/mL chez des
patients a faible probabilité de PCP. lls utilisent pour cela une gPCR ciblant le gene mtLSU
réalisée sur un systtme PCR 7500 (Applied Biosystems). En confrontant les données
cliniques, radiologiques et biologiques, deux valeurs de cut-off (120 et 1900 TFEg/mL) ont
été proposées par cette équipe pour discriminer une PCP d’une colonisation (tableau 16).

[Alanio et al. 2011]

Tableau 16 : Performances des cut-off proposés par Alanio et al. 2011

Performances
Sensibilité Spécificité
Cut-off
120 TFEg/mL 100 % 96.9 %
1900 TFEq/mL 85.7 % 100 %
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La VPP est alors de 100 % pour les échantillons dont la quantification est supérieure a
1900 TFEg/mL et la VPN de 100 % pour les quantifications inférieures a 120 TFEg/mL.

Des études complémentaires seraient a entreprendre afin d’affiner les valeurs de cut-off

proposées et de Vérifier leur pertinence clinique.

b) Zone grise

L’étude, précédemment citée, propose une zone grise, définie entre 120 et 1900 TFEqg/mL,
pour laquelle le statut vis-a-vis de Pj est indéterminé. [Alanio et al. 2011]

Une autre publication propose, quant & elle, une zone grise pour des quantifications entre 10°
et 10* copies par capillaire (technologie LightCycler®, amplification du géne MSG). [Flori et
al. 2004]

Le probléme réside dans la signification clinique des Ct (ou quantifications) compris dans la
zone grise. La prise en charge du patient sera différente qu’il s’agisse d’une simple
colonisation (surveillance, mesures préventives éventuelles) ou d’une faible charge fongique
chez un patient non VIH (prise en charge rapide de la PCP). Pour les statuts fongiques
indéterminés, le suivi du patient est préconisé afin de s’assurer que ce dernier ne soit pas en

phase précoce (infra-clinique) d’une pneumocystose-infection.

La biologie moléculaire présente donc 1’avantage de détecter la présence de P} méme lors de
faibles charges fongiques, la ou la microscopie échoue. Confrontée aux données cliniques et
radiologiques, elle permet une confirmation rapide du diagnostic et ainsi une meilleure prise
en charge de la pneumocystose notamment chez les patients non contaminés par le virus du
SIDA.
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B. Comparaison de la PCR « maison » a des Kits commerciaux

Avant toute comparaison et au vu de la conjoncture actuelle, il est important de garder a
I’esprit que ’accréditation d’une technique commercialisée est plus simple que celle d’une
technique « maison ». Il est donc aisé de comprendre 1’intérét porté aux kits développes par
les fabricants.

Le comparatif des deux techniques commerciales est récapitulé dans le tableau 17.

Tableau 17 : Comparatif des kits commerciaux

Avantages Inconvénients
« Automate : LightCycler® » Mélange réactionnel compliqué
* Durée : 35 minutes * Support : capillaires
* Gamme préte a I’emploi * Absence d’amplification des
PCR Roche | | ¢ points de gamme échantillons de faible charge
fongique
* Problémes de fiabilité
» Absence de marquage « CE »
+ Mélange réactionnel simple + Automate : ABI®Prism
 Support : plagues » Gamme obtenue par dilutions
« Durée - 40 minutes successives du témoin positif
PCR « Amplification des échantillons pauci | 4 points de gammes

Bio-Evolution | infectes
» Bonne performance (amplification
précoce)

+ Marquage « CE » prévu pour octobre
2011
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1. Aspects pratiques

a) Facilité d’utilisation du kit

La mise en ceuvre de la gPCR est plus facile avec les kits commerciaux. En effet, le Kit
contient déja tous les réactifs ainsi que les contrdles vérifiant le bon fonctionnement de la
réaction d’amplification. La constitution d’une collection de patients positifs (servant de
témoins positifs) n’est donc pas nécessaire. Ce point peut rapidement devenir limitant car
comme nous avons pu le constater lors de I’étude épidémiologique, le nombre de
prélévements positifs est nettement inférieur au nombre total de demandes de recherche de Pj.
Les témoins positifs des kits disposent en outre d’une quantification bien déterminée.

Pour la gPCR Bio-Evolution, les mélanges réactionnels sont préts a I’emploi. Il suffit de
mélanger les deux mélanges réactionnels puis d’ajouter I’ADN de 1’échantillon a tester. De
plus, la réaction de polymérisation en chaine s’effectue en plaque. Ce support est beaucoup
moins fragile que les capillaires employés lors des PCR sur LightCycler® (PCR « maison » et
Roche).

L’intérét de la qPCR Roche réside dans I’utilisation du méme thermocycleur que celui
employeé avec la PCR en temps réel « maison », donc connu par le personnel technique.

La réalisation du mélange réactionnel de la qPCR Roche s’apparente a celle de la technique
« maison ». La technique du kit Roche est donc plus compliquée & mettre en ceuvre que celle
développée par Bio-Evolution. Le gain pratique est plus limité si le choix porte sur la

technique Roche.

b) Durée de la réaction d’amplification

Le temps de réaction est réduit de moitié avec les kits commerciaux (40 minutes pour PCR
Bio-Evolution et 35 minutes pour PCR Roche) par rapport a la technique «maison »
(75 minutes).

Ce gain de temps ajoute a une réalisation de mélange réactionnel simplifiée, donc plus rapide,

sont des atouts majeurs en faveur des kits commerciaux.

c) Gamme de quantification

Un des inconvenients notoire du kit Bio-Evolution est la réalisation de la gamme de

quantification par dilutions successives du contréle positif. Cette manipulation peut générer
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des erreurs de dilution ainsi que des contaminations a 1’origine d’une gamme de quantification
erronee.

A contrario, ces risques sont limités avec 1’autre kit puisque les points de gamme de la gPCR
Roche sont contenus dans une barrette ou il suffit d’ajouter le diluant dans chaque puits.

De plus, cette derniére gPCR présente I’avantage de posséder Six points de gamme alors que
le kit Bio-Evolution n’en dénombre que quatre. Un plus grand nombre de points de gamme

permet, en théorie, une quantification plus précise de I’échantillon.

2. Aspects analytiques

a) Choix de la technique PCR

Il existe deux types de PCR pour la mise en évidence du génome de Pneumocystis jirovecii :
la PCR conventionnelle et la PCR en temps réel.

(1) PCR conventionnelle

Actuellement, avec le développement de techniques en temps réel, 1’utilisation de PCR
conventionnelle pour la recherche de Pj en routine ne semble pas représenter la meilleure
stratégie. En effet, bien que trés sensible, la PCR conventionnelle posséde une spécificité
moyenne et une valeur prédictive positive médiocre. [Flori et al. 2004 ; Catherinot et al.
2010] C’est une technique qualitative longue qui nécessite deux étapes successives :
I’amplification du fragment d’intérét puis 1’analyse des amplicons (par électrophorese,
hybridation ou séquencage). La manipulation des produits d’amplification peut étre a 1’origine
de contaminations. Ces inconvénients limitent 1’utilisation de la PCR conventionnelle en

pratique clinique. [Mathys et al. 2007]

(2) PCR en temps réel

La stratégie analytique serait plutot d’opter pour une technique en temps réel. Cette technique
quantitative permet de déterminer le nombre de copies du geéne d’intérét dans le prélévement.
Le principal avantage de la PCR en temps réel est la réalisation simultanée des étapes
d’amplification et de détection dans un systéme clos, d’ou des risques de contamination
réduits. Le délai de rendu des résultats est relativement court pour une technique de biologie

moléculaire. A partir d’un échantillon extrait, les résultats sont obtenus en deux heures en
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moyenne. De surcroit, un seuil de signification clinique pourrait étre déterminé dans le futur
pour différencier la colonisation de la pneumocystose. [Catherinot et al. 2010 ; Arcenas et
al. 2006 ; Rohner et al. 2009] Comme nous 1’avons mentionné précédemment, une étude
récente propose des valeurs de cut-off a 120 et 1900 TFEg/mL permettant d’obtenir une VPP
et une VPN de 100 %. [Alanio et al. 2011] D’autres travaux doivent étre entrepris afin de

confirmer ces seuils ainsi que leur signification clinique.

b) ADN cible

(1) De nombreuses cibles potentielles...

Le choix de la séquence a amplifier joue un r6le important dans le diagnostic de
pneumocystose. La stratégie analytique est soit de choisir un géne présent en une seule copie
ou, au contraire, de cibler un fragment d’ADN possédant plusieurs copies au sein du micro-
organisme. De nombreuses combinaisons géne d’intérét / technique de PCR ont été publiées.
Les principales cibles d’ADN a amplifier sont les régions ITS (internal transcribed spacer), 5S
et 18S de I’ADN nucléaire, la large sous-unité ribosomale de I’ADN mitochondrial (mtLSU),
la DHPS (dihydropteroate synthase), la DHFR (dihydrofolate reductase), la TS (thymidylate
synthase), la R-tubuline, le géne cdc2 et la glycoprotéine de surface (MSG). [Beard et
al. 2004 ; Durand-Joly et al. 2005 ; Robberts et al. 2007]

Une étude sud-africaine comparant 9 stratégies différentes révele que les PCR ciblant les
génes des enzymes DHPS et DHFR, de I’'ITS ou de la région 18S obtiennent des résultats
médiocres. A contrario, la PCR nichée ciblant la mtLSU de I’ADN mitochondrial et la gPCR
ciblant la région 5S possedent de bons taux de détection. De plus, les sensibilités de ces deux
PCR apparaissent satisfaisantes (100 % et 88 % respectivement). [Robberts et al. 2007]

Avec les avancées actuelles en biologie moléculaire et pour les raisons déja détaillées,
I’utilisation d’une PCR conventionnelle parait peu judicieuse bien que la cible mtLSU semble

intéressante.
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(2) Gene mtLSU

La PCR deéveloppée par Bio-Evolution, comme la technique « maison », a pour cible la large
sous-unité ribosomale de I’ADN mitochondrial (mtLSU). Comme dans les travaux de
Robberts et al., les résultats obtenus avec ce fragment d’intérét semblent concluants.
[Robberts et al. 2007]

La gPCR du kit Bio-Evolution amplifie les mémes échantillons que la technique « maison »
(positifs en biologie moléculaire et négatifs en microscopie). Elle semble méme étre plus
performante que la technique « maison » puisque I’amplification y est plus précoce de
quelques cycles.

Une explication plausible des défaillances de certaines PCR (notamment celles ciblant DHPS
ou DHFR) est la présence d’une seule copie du géne au niveau nucléaire alors que I’ADN
mitochondrial (mtLSU) peut étre présent en une multitude de copies au sein du pathogéne.
[Beard et al. 2004 ; Robberts et al. 2007]

Ainsi, I'utilisation du géne d’intérét mtLSU apparait étre une bonne stratégie analytique.

(3) Gene MSG

Les résultats de I’expérience nancéenne avec cette cible (kit Roche) veérifient ceux constatés
par I’équipe de Robberts. [Robberts et al. 2007]

Tout d’abord, le kit ciblant la MSG ne permet pas d’amplifier les échantillons ayant une
charge fongique faible.

De plus, lorsque 1’amplification a lieu, elle s’avere plus tardive qu’avec les deux autres
techniques en temps réel.

Enfin, la fiabilité du kit Roche est mise en cause avec les résultats obtenus. En effet, 1’absence
d’amplification d’un échantillon ayant un Ct de 33 avec les deux autres techniques est
surprenante (patient n° 23). Par ailleurs, d’autres prélévements possédant des Ct plus élevés
sont amplifiés (patient n° 97 par exemple, Ct a 35). De plus, pour deux échantillons similaires
(Ct a 38 en PCR « maison »), I’'un n’est pas amplifié par la technique Roche alors que 1’autre

sort a 42 cycles par cette méme technique (patients n® 95 et 39, respectivement).
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3. Aspects financiers

Si seul le colt des réactifs est pris en compte, la PCR en temps réel « maison » est la
technique qui revient le moins cher. En effet, le prix de revient de la recherche de génome de
Pj avec la technigue « maison » s’¢éléve a 6 euros (PCR albumine comprise).

Le prix de revient par échantillon ne differe pas significativement entre les deux Kits
commerciaux (Roche et Bio-Evolution). La qPCR coite une dizaine d’euros hors taxe par
patient quel que soit le kit employé.

Cependant, un certain nombre d’autres ¢léments doit étre pris en compte pour la
détermination du coit global de 1’analyse.

Tout d’abord, le prix d’achat et ’amortissement de 1’automate utilisé pour le test représentent
une dépense non négligeable. Dans le cas de techniques « maison », I’appareil doit étre acheté
alors que celui-ci peut faire 1’objet d’une mise a disposition par le fournisseur du kit.

De plus, un kit commercialisé peut posseder le marquage « CE ». Bien gque ce ne soit pas une
marque de certification, le marquage « CE » est un gage de respect de la législation
européenne. Il matérialise la conformité des produits commercialisés aux exigences de
qualité, de sécurité et de performance des produits. Il représente donc un atout majeur pour

I’accréditation de la technique.

L’utilisation de la biologie moléculaire en complément des techniques de microscopie
présente un réel intérét pour le dépistage de Pj dans certaines populations a risque et pauci
infectées. De plus, le développement de la PCR en temps réel est apparu comme une avancée
majeure en biologie moléculaire. Elle offre de nombreux avantages (rapidité, efficacité,
élimination des risques de contamination et possibilité de quantification) ce qui en fait une
technique de choix pour une utilisation en routine au sein du laboratoire. Les tests realises sur
des kits commerciaux montrent que la qPCR developpée par Bio-Evolution semble étre la
technique qui répond le mieux a nos exigences (sensibilité, commodité d’utilisation, délais de

rendu des résultats, codt).
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Conclusion
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La pneumocystose (PCP), causée par Pneumocystis jirovecii (Pj), est une infection
opportuniste  responsable de pneumopathie interstitielle grave chez les sujets
immunodéprimés. La pneumocystose, initialement trés rare, a vu son incidence exploser dans
les années 80 avec la survenue de 1’épidémie causée par le VIH. D¢s lors, les études sur son
agent pathogene - Pneumocystis jirovecii - se sont multipliées pour dévoiler les secrets de
cette infection.

Actuellement, les cas de pneumocystose chez les patients infectés par le VIH tendent a
diminuer grace a I’utilisation de chimioprophylaxie anti-Pneumocystis jirovecii d’une part, et
aux traitements antirétroviraux permettant un meilleur controle de 1’immunodépression
d’autre part. [Kelley et al. 2009] Parallélement a cette décroissance, de nouvelles populations
a risque ont émergé. Il s’agit principalement de patients dont 1’état immunitaire est altéré.
Cette immunodépression peut étre causée soit par une pathologie sous-jacente soit par un
traitement immunosuppresseur. [Roux et al. 2010]

La premiere partie de ce travail permet de faire un état des lieux des connaissances sur la PCP
et son agent pathogéne. Les différentes recherches ont permis de mieux appréhender le
champignon (biologie, physiopathologie) ainsi que les aspects épidémiologiques de la maladie
qu’il provoque. Les avancées en termes de diagnostic et de prise en charge sont considérables
bien que des améliorations soient encore & envisager.

La seconde partie du manuscrit concerne 1’étude épidémiologique rétrospective menée au
CHU de Nancy. Elle permet d’apprécier 1’évolution des cas d’infection a Pj sur une période
de seize ans (de 1994 a 2010) et caractérise ces cas sur cinquante-deux mois. Ainsi, 1’analyse
locale confirme la recrudescence des cas de PCP au sein d’une population de patients non
infectés par le virus du SIDA. Les manifestations clinico-biologiques de la pneumocystose
different en fonction de la pathologie sous-jacente. Ainsi, un patient immunodéprimé par le
VIH aura une symptomatologie moins bruyante et d’instauration plus progressive qu’un
patient non infecté par le VIH. De plus, une PCP chez un séropositif vis-a-vis du VIH est de
meilleur pronostic que chez un patient non VIH. D’un point de vue biologique, la recherche
de Pj est plus aisée dans un prélévement respiratoire d’un patient VIH du fait d’une charge
fongique élevée.

L’analyse lorraine vérifie ainsi localement les aspects épidémio-clinico-biologiques de la
pneumocystose reportes dans les publications scientifiques.

L’émergence d’une nouvelle population a risque présentant une faible charge fongique oblige
a améliorer la sensibilit¢ des techniques de recherche de Pj dans les prélevements

respiratoires. L’aspect d’optimisation du diagnostic biologique est traité dans un troisieme
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temps. La biologie moléculaire apparait comme étant un bon outil d’amélioration en termes
de sensibilité de technique. Une premiére étude permet d’évaluer I’apport de la biologie
moléculaire par rapport aux techniques de microscopie utilisées au laboratoire pour le
diagnostic de PCP. Une seconde étude consiste en la comparaison de la PCR « maison » avec
deux kits de PCR quantitatives (QPCR) développés par Bio-Evolution d’une part et Roche
d’autre part. L’analyse des résultats obtenus a permis d’étayer un argumentaire en vue du
choix final de la technique de biologie moléculaire a introduire en routine au sein du

laboratoire.
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Annexe 2 : Fiche de renseignements Pneumocystose a Pneumocystis jirovecii

Fiche de renseignements : Pneumocystose

Données épidémiologiques

Nom Prénom Age : Sexe: [ F
SerVICe : .o

Hospitalisation [ oui, durée................. 71 non

Prophylaxie avant le diagnostic (7 oui, laquelle ......... 71 non

Facteurs de risque
+ Maladies sous-jacentes

0 VIH () Transplantation, organe............ date............

[J Hémopathies ................ 0 Tumeur solide......................
[J Maladie de systéme................
+ Traitements sous-jacents

[J Cyclophosphamide [ Vincristine [ Cytarabine
[J Méthotrexate [ Etoposide 0 Rituximab
[ Infliximab [ Corticothérapie, durée...........
Biologie
Biochimie Albumine : ......... g/L LDH: ............ UI/L
CRP:............ mg/L PCT:............ ng/mL
Hématologie Hb : ........ g/dL
GB:............ G/L.
PN:........ G/L(...... %) Lympho:.......G/L(...... %)
Thrombocytes: ................
Virologie Compte lymphocytes CD4+ au moment du diagnostic : ...............
Typage: ............

Si patient VIH+ : charge virale.....................
Parasitologie Recherche de Pneumocystis jirovecii dansle LBA,le ...................

MGG [1 positif [1 négatif [ douteux [0NR
Bleu Toluidine [ positif [ négatif 1 douteux O NR
IF [ positif [1 négatif [1 douteux [1NR
Clinigue
[1 Pneumopathie [1 Hypoxémie [J Pneumothorax [1 Ventilation mécanique
Durée des symptdmes avant le diagnostic : ..............ccocoevviienninnn...
Antécédents de PCP : [J oui, date.............. [ non
Radiologie
ASPECE ..,
Date......coovvviiiiiiiii
Traitement
Prophylaxie 0 oui, laquelle ......... [l non
Traitement curatif [0 Bactrim [ Pentacarinat
Mesures d’isolement [ oui [J non
Evolution
[J guérison [ récidive PCP [ déceés ) perdu de vue
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PCR Pj sur LightCycler (technique « maison »)

Annexe 3
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Annexe 5 : Gamme de quantification (PCR Bio-Evolution)
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Delta Rn

Annexe 6 : Patients en PCR Bio-Evolution

Delta Rn vs Cycle
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Start (cpcle]: |3
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Setup y Instrumerit YResuIts
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Gamme de quantification (PCR Roche)

Annexe 7
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PCR Controle Interne (Roche)

Annexe 10
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RESUME :

La pneumocystose (PCP), causée par Pneumocystis jirovecii (Pj), est une infection opportuniste
responsable de pneumopathie interstitielle grave chez les sujets immunodéprimés. Depuis sa découverte au
début des années 1900, les connaissances sur ce pathogéne ne cessent d’évoluer. La recrudescence des cas
de PCP lors de I’épidémie de VIH dans les années 80 en a un fait un point de santé publique important. De
nombreux scientifiques se sont alors intéressés a Pj pour comprendre ce micro-organisme. L’agent de la
pneumocystose garde cependant encore de nombreux secrets a découvrir.

Dans un premier temps, le présent travail fait un état des lieux des connaissances actuelles sur
Pneumocystis jirovecii.

La seconde partie décrit I’étude épidémiologique rétrospective menée au CHU de Nancy sur une période
de seize ans (de 1994 a 2010). L’analyse des données permet d’apprécier 1’évolution des cas de PCP ainsi
que de caractériser ces cas sur une période de cinquante-deux mois (de janvier 2007 a avril 2011). Les
aspects épidémio-clinico-biologiques de la pneumocystose reportés dans les publications scientifiques sont
ainsi verifiés localement.

Enfin, devant la nécessité de toujours améliorer le diagnostic biologique, il s’avérait indispensable de
mettre en place au sein du laboratoire une technique de biologie moléculaire pour le dépistage de Pj dans
les prélévements respiratoires. La troisiéme partie de ce manuscrit propose ainsi deux études comparatives.
La premiére, PCR « maison » versus techniques de microscopie, permet d’évaluer I’apport de la biologie
moléculaire. La seconde, comparant la technique « maison » a des kits commerciaux, est réalisée en vue
du choix de I’outil moléculaire a instaurer pour le diagnostic de PCP.
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