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Abréviations

CHU : Centre hospitalier universitaire

CD4 : lymphocyte cluster de différenciation 4

CD8 : lymphocyte cluster de différenciation 8

Courbe ROC : courbes d’analyse de la sensibilité et de la spécificité d’'un examen par
rapport a un examen de référence.

CT : cycles de seuil

DIM : département d’'informatique médical

LBA : liquide broncho-alvéolaire

IC : intervalle de confiance

IQR : intervalle interquartile

0dd (Céte) : rapport du nombre d’exposés sur le nombre de non exposés. Ex : rapport
des PJP+ sur les PJP-.

Odds ratio (OR) : rapport des Odds (rapport des cotes).

Patient PJP- : patient du groupe considéré colonisé ou porteur

Patient PJP+ : patient du groupe considéré malade

Patient VIH : patient souffrant du VIH

Patient non VIH : patient ne souffrant pas du VIH

PCR : polymerase chain reaction

gPCR: PCR en temps réel

PJP : Pneumocystis jirovecii pneumonia : pneumocystose a Pneumocystis jirovecii
SIDA : Syndrome de I'immunodéficience acquise

ROC : Receiver operating characteristic.

VIH : virus de I'immunodéficience humain.

VPN : valeur prédictive négative.

VPP : valeur prédictive positive.
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Introduction

Pathologie et espéce incriminée :

La pneumocystose (Pneumocystis jirovecii pneumonia ou PJP) est une pathologie
respiratoire aigué potentiellement mortelle en l'absence de traitement. L’agent
pathogene incriminé est un champignon dénommé Pneumocystis jirovecii (ex carinii) (1)
appartenant au regne des fungi. Cette pathologie touche exclusivement les patients
immunodéprimés. Il n’est pas cultivable et son identification reste problématique, par

méthode directe ou indirecte (2-5).

Historique :

Description initiale de la pathologie :

Décrit par Antonio Carini dans les poumons de rat en 1910, un an apres la découverte du
pathogene par Carlos Chagas, la communauté scientifique a baptisé ce pathogene
Pneumocystis carinii. Otto Jirovec a identifié ce micro-organisme dans I’espece humaine
chez des enfants malnutris souffrant de pneumopathies interstitielles et 1'a classé dans
le regne des protozoaires(2). Aujourd’hui aprés I'analyse du génome, Pneumocystis est
classé dans le regne des fungi et a été rebaptisé Pneumocystis jirovecii (3-4). Chaque
espece semble hote-spécifique (5) et était jusqu’a peu de temps décrite uniquement chez
les mammiferes, notamment le rat (6) mais certaines études semblent contredire cette
affirmation. On a ainsi pu détecter Pneumoctystis parmi les volailles et, si le champignon
semble spécifique a I'espece infectée, une étude a montré le passage d’'un Pneumocystis
humain a la volaille (7). Néanmoins, il n’y a pas eu de preuve de passage de Pneumocystis

des animaux a 'Homme(7).
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Pneumocystose chez le patient VIH :

D’épidémies localisées dans des collectivités d’enfants défavorisés dans les années 50 (1,
8), la maladie est devenue endémique avec I'épidémie de SIDA au début des années 80.
Cette maladie se présentait alors chez de jeunes gens immunodéprimés par le VIH par
une triade fievre/dyspnée/toux, d’apparition frustre, d’évolution insidieuse et fatale
sans traitement en quelques semaines (8). Le risque était particulierement élevé lorsque
le taux de lymphocytes sanguins CD4+ était en dessous de 200 éléments/mm3 (9). La
PJP représentait la plus fréquente des maladies opportunistes classant les patients
infectés par le VIH en stade SIDA (25 a 30% des cas (10,11)). Une étude a estimé
I'incidence d’'un premier épisode de PJP a 3,9 cas pour 1000 patients-années chez des

patients VIH de 2003 a 2007 (12).

Pneumocystose chez les non VIH apreés I'arrivée des trithérapies :

Au cours des années 90, I'arrivée des trithérapies et une meilleure prise en charge des
personnes séropositives a fait reculer cette pathologie souvent inaugurale de la phase
SIDA(13,14), tout en restant la manifestation la plus fréquente (337 PJP sur 1510 cas de
SIDA déclarés a I'Institut de veille sanitaire (InVS) soit 25% (15). En revanche, la mise
sur le marché de chimiothérapies anti-cancéreuses plus agressives pour les cancers, les
hémopathies malignes, les thérapies immunosuppressives pour des pathologies auto-
immunes (15), ont fait émerger de nouveaux facteurs de risque de pneumocystose chez
des patients historiquement non concernés par cette maladie (16-21). De plus, les
syndromes décrits chez ces nouveaux immunodéprimés (patients non VIH) divergent de
la pneumocystose habituellement décrite chez les patients VIH (22) avec une apparition
brutale des symptomes, des désaturations plus fréquentes et une évolution rapide et
fatale en I'absence de traitement (23). Ces symptomes peuvent étre causés par une
réaction immunitaire plus forte(24). Le nombre absolu de PJP dans la population non
VIH n’est pas connu car il n'y a pas de systeme national de déclaration pour cette

population (5), néanmoins des études ont montré une prévalence de 2 a 45% (25).
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Découverte de patients ‘colonisés’ par Pneumocystis jirovecii

Dans les années 2000, de nouvelles techniques diagnostiques ont montré la présence de

Pneumocystis chez des individus immunocompétents(26) et chez des enfants (27,28).

La colonisation asymptomatique remise en question :

L’'innocuité du pathogene chez des patients apparemment non immunodéprimés
commence a étre remis en question, notamment chez les nourrissons et la mort subite
inexpliquée (29-31) ou les patients atteints de pathologies pulmonaires chroniques
comme la broncho-pneumopathie obstructive (32-34), la sarcoidose, la mucoviscidose
(35,36) ou la dilatation des bronches (26,37). On retrouve méme ce pathogéne dans la
population générale apres autopsie (38). Les prévalences de la maladie dans différentes
sous-populations commencent a étre étudiées (29,39), ainsi certaines études ont montré
une prévalence de 27% chez les sujets VIH en Afrique (40) et une étude chilienne a
montré une prévalence de 83,5% chez les enfants victimes de mort inexpliquée du
nourrisson (29) méme si on n'a pu en démontrer la responsabilité (41). Les
conséquences individuelles d'une colonisation par Pneumocystis restent mal évaluées

par manque d’études suivies des sujets colonisés

Biologie du champignon :

Habitat :

Pneumocystis se développe dans les alvéoles pulmonaires en contact étroit avec les
pneumocytes de type I, d’ou son nom, tout en restant extracellulaire (42). Les alvéoles
pulmonaires sont les seuls lieux de multiplication connus. L’Homme infecté est son
propre réservoir et la principale source de P.jirovecii (43). La transmission interhumaine

en milieu hospitalier a été évoqué dans un contexte de cas groupés de PJP (44,45).
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Cycle du champignon :

Le cycle de Pneumocystis jirovecii reste méconnu dans 'alvéole pulmonaire. Il existe des
formes trophiques et des formes kystiques. Les kystes matures contiennent huit corps
intrakystiques qui donnent des petites formes trophiques apres libération et selon un
cycle hypothétique. Ces formes trophiques sont tres adhérentes entre elles ainsi qu’a la
surface des pneumocystes de type I (42). Le schéma 1 présente une hypothese de cycle.
La paroi des prékystes intermédiaires, tardifs et matures, contient des 3-1,3-D-glycanes

(46).
Prékyste précoce

/ 1
’

- \ J Méiose |
Conjugaison p T ==
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Grandes formes trophiques
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Schéma 1: cycle hypothétique de Pneumocystis jirovecii dans l'alvéole pulmonaire. Source :Le Gal S, Damiani C, Totet A, Nevez G.
Pneumocystis : diagnostic biologique des infections a Pneumocystis jirovecii. EMC-Biologie médicale 2012 ;0(0) :1-8[Article 90-35-
0098-A]
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Techniques diagnostiques :

Microscopie et coloration :

La culture s’avérant impossible (39,47), le diagnostic s’est initialement fait par
examen direct apres prélevement pulmonaire distal (examen microscopique apres
coloration de Giemsa, de Chalvardjian (Bleu de Toluidine 0), ou de Gomori Gocrott).
Ces différentes colorations présentent des avantages et des inconvénients : Giemsa
permet de détecter les formes trophiques et kystiques alors que Chalvardjian ne
permet d’observer que les formes kystiques (48) et Gomori Gocrott les formes kystes
plus rapidement (49). En revanche, ces colorations tres spécifiques permettent de
diagnostiquer les pneumocystoses avec une charge fongique tres élevée typique des

patients VIH.

Immunofluorescence indirecte et PCR :

Au milieu des années 1980 la production d’anticorps monoclonaux spécifiques de
Pneumocystis a permis de développer des techniques d'immunodétection par
immunofluorescence indirecte (42,50,51) mais c’est surtout la polymerase chain
reaction (PCR) qui a permis d’augmenter la sensibilité des examens en détectant la
présence d’ADN de Pneumocystis jirovecii chez des patients immunocompétents
apparemment sains (38,52). En effet, une méta-analyse de dix ans a trouvé une
sensibilité de 99,1%, une spécificité de 92,6% sur des LBA (53). Si la PCR a permis
I'identification de patients colonisés présentant ou non des symptomes pulmonaires,
elle ne distingue pas une simple colonisation d’'une véritable maladie (54). Cette
méthode qualitative ne présageait pas non plus de la charge fongique allant de pair
avec le statut colonisation ou maladie. En effet, plusieurs études démontrent que la
charge fongique est corrélée au statut colonisation ou maladie (plus la charge
fongique est élevée et plus la probabilité d’'infection s’accroit) (55,56). Une nouvelle
technique PCR quantitative en temps réel (QPCR) permet grace a 'amplification au-
dela d’une valeur appelée cycle de seuil (CT), valeur proportionnelle a la charge
fongique, de quantifier la concentration fongique dans les prélevements. Plusieurs

études ont tenté d’obtenir des seuils de sensibilité et de spécificité en prenant
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comme examen de référence la microscopie et surtout l'immunofluorescence
indirecte pour distinguer la colonisation de la maladie en fonction de la charge

fongique (56,57).
Techniques PCR utilisées :

e PCR conventionnelle: c’est une PCR qualitative : elle détecte la présence ou
I'absence du pathogéne recherché dans le prélevement. Elle ne quantifie pas la

concentration de ’agent recherché et ne peut déterminer une charge fongique.

e PCR quantitative : real-time PCR ou PCR temps réel : c’est une PCR quantitative :
elle détecte l'absence ou la présence du pathogene recherché dans le
prélevement et amplifie au-dela d’un seuil le produit de la PCR. Ce signal seuil est
appelé cycle seuil ou CT (Cycle thresold). Le moment d’apparition de ce cycle de
seuil est dépendant de la quantité de matrice initialement présente dans
I’échantillon amplifié. Le CT calculé est inversement proportionnel au logarithme
décimal (log10) du nombre de copies initiales. Il apparait toujours au cours de la
phase exponentielle de la PCR. Elle permet donc une quantification. Dans la
technique de PCR en temps réel, il existe plusieurs variantes utilisant différentes

sondes. Dans notre cas, nous utilisons une sonde Tagman (hydrolyse des sondes)

Détection des B 1,3-D-glycanes sériques:

La détection des [ 1,3-D-glycanes sériques pour le diagnostic des infections
fongiques profondes a été développée. Un taux supérieur a 80-100 pg/ml est en
faveur d’une infection a Pneumocystis jirovecii si le patient ne présente pas d’autre
infection fongique invasive (58,59). Cette méthode de référence reste en seconde

intention apres microscopie et PCR.
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Problématiques actuelles :
Problématique diagnostique :

Plus la charge fongique est élevée, plus la probabilité d’avoir une PJP s’accroit.
Néanmoins, la charge fongique chez les patients immunodéprimés non VIH avec PJP
est plus basse que la charge fongique chez les patients VIH avec PJP et pourrait se

confondre avec des colonisations (16).

Le diagnostic de colonisation et sa distinction de la maladie lorsqu’il existe une
symptomatologie pulmonaire est une problématique pour le clinicien actuel. De
plus, I'innocuité de la colonisation pourrait étre remise en cause et nécessiter un
diagnostic supplémentaire de ‘colonisation par Pneumocystis jirovecii a surveiller’,
notamment chez les patients souffrants de pathologies pulmonaires chroniques ou

immunodéprimés.

Problématique clinique :

La présentation clinique chez les patients malades présentant la maladie varie en
fonction de la pathologie sous-jacente; ainsi les patients VIH ont une présentation
clinique différente des patients non VIH, du fait de la charge fongique et d’'une réaction
immunitaire plus sévere chez les patients non VIH. Les patients VIH ont une charge
fongique plus importante avec une dyspnée progressive, une toux d’apparition
insidieuse, une fieévre et une évolution frustre sur plusieurs semaines contrastant
avec la présentation de la maladie chez les patients non VIH avec une charge fongique
beaucoup plus faible, une dyspnée brutale avec désaturation rapide, une toux
d’installation rapide pouvant étre accompagnée de forte fievre (5). De plus, la PJP peut
étre confondue avec d’autres pathologies respiratoires infectieuses ou inflammatoire
comme des pneumopathies virales ou des pneumopathies de sensibilité ou
médicamenteuses. Etablir des seuils de détection différents entre patients VIH et non
VIH pourraient faciliter le diagnostic et améliorer la prise en charge des patients
malades, notamment chez les patients non VIH chez qui la maladie demeure moins

connue.
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Problématique thérapeutique :

Alors que les patients VIH (60) et dans certains cas chez les patients non VIH
(granulomatose de Wegener ou transplantés rénaux) disposent de recommandations
(17,18,61) pour la prévention de la PJP, la prévention chez d’autres patients non VIH
reste a définir (16,62,63), notamment chez les patients recevant une

immunosuppression par corticoides (maladies auto-immunes, chimiothérapies) (64).

De plus, plusieurs problémes sont rencontrés a cause des molécules utilisées : la toxicité
des traitements (sulfadiazine-trimethoprime et en second recours: pentadimine ,
clindamycine-primaquine ou atovaquone (65,66)) et 'émergence de résistance (16)
préconisent une diminution des posologies des traitements (67)) ainsi qu'un meilleur
diagnostic pour une meilleure prescription des molécules antipneumocystoses (39).
Néanmoins, la question de traiter ou non les colonisations est posée car il semble que les

colonisations ne soient pas sans risque (8,21,26).

Objectifs de I'étude :

Il y a plusieurs objectifs a différencier dans cette étude, l'objectif principal étant
d’obtenir des valeurs de cycles de seuil (CT) pour distinguer la colonisation de la
maladie. Nous avons voulu aussi décrire I’échantillon de patients avec qPCR positive et

étudier ses caractéristiques. Les trois grands points sont définis ci-apres :

-Description de I’échantillon des patients avec qPCR positif a Pneumocystis jirovecii par

rapport a la décision clinique (valeur de référence).

-Critere principal : Obtenir des valeurs-seuils de cycles de seuil (CT) de la qPCR avec des
sensibilités et spécificités pertinentes pour distinguer colonisation de la maladie chez
des patients avec un lavage broncho-alvéolaire (LBA) positif pour Pneumocystis par la

technique qPCR.

-Critere secondaire : Obtenir des valeurs-seuils de CT de la qPCR avec des sensibilités et
spécificités pertinentes pour des patients suspects de pneumocystose en fonction de

leur statut sérologique pour le VIH.
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Matériel et Méthode

Type d’étude :

Il s’agissait d'une étude de cohorte prospective monocentrique non interventionnelle
diagnostique en aveugle au Centre Hospitalier Universitaire de Nice (CHU), France.
L’étude était en simple aveugle. L'inclusion a commencé au 1¢ avril 2008 pour se
terminer le 1¢" octobre 2013. La date de fin d’étude était le 1¢r janvier 2014, soit trois

mois apres la date de fin d’inclusion.

Criteres d’inclusion :

Les qPCR Pneumocystis étaient systématiquement réalisées sur tout préléevement
respiratoire (LBA, crachats, expectorations induites).

Nous avons inclus toutes les qPCR positives a Pneumocystis jirovecii.

Pour I'étude de la sensibilité et spécificité de la qPCR, seuls les liquides broncho-
alvéolaires (LBA) ont été retenus: en effet, les LBA étaient les prélevements les plus

pertinents pour le diagnostic de PJP, notamment chez les patients VIH (68)

Provenance des patients :

Les patients provenaient des hopitaux des Alpes-Maritimes et du Var-est, région
Provence-Alpes-Cote-D’azur Est (PACA Est) pour laquelle le Centre Hospitalier
Universitaire de Nice est au centre du réseau de soin. Les gPCR positives ont concerné
les prélevements des patients des hopitaux du CHU de Nice (Alpes-Maritimes), le Centre
Antoine Lacassagne (Nice, Alpes-Maritimes), le Centre hospitalier d’Antibes (Alpes-
Maritimes) et le Centre hospitalier de Fréjus-Saint-Raphaél (Var). Seul le CHU de Nice
disposait d'une technique de diagnostic par qPCR dans la région, ce qui fait que le CHU

Université Nice Sophia Antipolis©, Faculté de Médecine 13/10/2014 Page 23



These d’exercice de Docteur en santé publique et médecine sociale

de Nice avait I'exhaustivité des cas de colonisation ou de maladie a Pneumocystis de la

région.

Modalité de recueil clinique :

L’identité du patient était connue grace a un numéro d’identification donné par le
logiciel de laboratoire GLIMS®. Par la suite, on recueillait les données cliniques,
biologiques et radiologiques du patient avec le logiciel CLINICOM® (INTERSYSTEM®).
L’évolution et la décision clinique ont été recueillies graces aux comptes rendus
disponibles sur CLINICOM® et les diagnostiques principaux et secondaires retenus par

le département d’informatique médical (DIM).

Les données recueillies :

Une fiche de collecte était réalisée avec comme données recueillies :

-le sexe, I’age de la personne (date de naissance) et la date de prélévement.

-des données cliniques :

*le contexte clinique ayant motivé la recherche de Pneumocystis jirovecii (69)
- fievre
- dyspnée
- toux,
- autres symptomes moins spécifiques comme hémoptysie, cedéeme aigu du

poumon, etc....

* antécédents médicaux a risque de pneumocystose, classées en 6 catégories.
- pathologies immunodépressives
- auto-immunes
- cancers
- hémopathies malignes,

- statut sérologique VIH
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- les autres comorbidités étaient répertoriées dans la catégorie « autre ».

*le service demandeur
Les services demandeurs étaient soit des services du CHU, soit des services provenant
d’hdpitaux extérieurs au CHU. Du fait de la complexité du prélévement, le prélevement
respiratoire se faisait dans des services avec plateaux techniques adéquats (service de
pneumologie ou de réanimation). Dans le cadre des autres services, les patients étaient
transférés en ambulatoire dans les services de pneumologie afin de pratiquer le
préléevement.
Dans la fiche de collecte, le service demandeur restait le service pour lequel
I’hospitalisation principale avait été demandée.
Pour plus de commodités, les services demandeurs ont été regroupés et classés dans 6
disciplines :

- hématologie/cancérologie

- réanimation

- pneumologie

- médecine interne

- infectiologie

- les autres services étaient regroupés dans la catégorie « autre ».

*le traitement au long cours pour rechercher des traitements a risque (thérapies

immunosuppressives) ou des traitements préventifs antipneumocystoses.

On considérait traitement au long cours tout traitement curatif, préventif ou
prophylactique d’une pathologie chronique. Nous portions plus particulierement notre
attention sur les thérapies immunosuppressives (chimiothérapie, corticothérapie,
immunothérapie) de pathologies chroniques (cancers, hémopathies malignes, maladies
auto-immunes) ou les traitements antirétroviraux chez les patients VIH.

[l était également noté les mises sous traitement préventif par sulfadiazine-
trimethoprime chez les patients immunodéprimés (immunodépression par le VIH, etc.).
Nous avons considéré quatre classes thérapeutiques :

- immunodépresseurs, comprenant immunosuppresseurs et corticothérapie.
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- antirétroviraux
- prévention antipneumocystose
-autres traitements au long cours
Les combinaisons de ces associations thérapeutiques (bithérapies) étaient également

étudiées.

*la décision clinique de considérer la qPCR positive comme Pneumocystose maladie ou

comme simple colonisation a Pneumocystis jirovecii.

* Traitement curatif de I’épisode aigu :
On considérait comme traitement curatif le traitement principal entrepris pour I'épisode
ayant motivé la demande de recherche de Pneumocystis :

- traitement par sulfadiazine-trimethoprime curative

- traitement par antibiotique

- traitement par corticothérapie

- autre traitement, etc...

Un traitement secondaire était inscrit en cas de corticothérapie associée a un traitement
curatif de la pneumocystose dans le cas d’'une pneumocystose grave (si Pression en

oxygéne<75mmHg nécessitant une ventilation invasive (70)).

*I’évolution

- favorable: amélioration ou amendement des symptomes ayant motivé la
demande

- défavorable : passage a une chronicité des symptomes comme par exemple

dans une pneumopathie d’hypersensibilité, une granulomatose, etc...

*le déces, sa date et sa cause et si le déces était imputable a I'épisode respiratoire ayant

motivé la demande.

-les données paracliniques :

]
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*radiologie : une imagerie médicale (radiographie, scanner, imagerie par résonnance
magnétique) était systématiquement recherchée pour chaque patient inclus. On
recherchait dans les comptes rendus d’imagerie les notions « d’opacité en verre dépoli »

(71), la conclusion diagnostique du praticien radiologue était aussi prise en compte.

*biologie :

- lymphopénie

- charge virale VIH en cas de séropositivité au VIH

- taux de CD4

- le rapport CD4/CD8. Le rapport CD4/CD8 était exprimé en variable semi-
quantitative avec trois seuils (<0,1, <1 et >1)
On prenait la valeur de ces variables a plus ou moins quinze jours date de la demande de

recherche de Pneumocystis.

- résultat de la recherche de Pneumocystis :

- Examen direct microscopique par coloration de Charlvardjian et de May
Griinwald Giemsa (MGG), technique qualitative.

- gPCR Pneumocystis. Précision du type de préléevement (LBA, crachat ou

expectoration induite) et de la valeur de cycle de seuil (CT).

*Recherche des perdus de vue :

En cas de perdu de vue, les services cliniques et les départements d’informatique
médicaux (DIM) étaient contactés. La date de point choisi était de trois mois apres la
derniere inclusion, ce délai étant le délai de suivi retrouvé dans d’autres études cliniques
pour cette pathologie (72) .

Pour tous les patients non décédés a la date de point, une date de derniére nouvelle

ultérieure avait été recherchée.
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Méthode de Polymerase Chain Reaction quantitative (qPCR) :

L’extraction des prélevements respiratoires a été réalisée par le kit QIAamp® DNA mini-
kit (Qiagen, Courtabceuf, France), selon le protocole ‘sang petit volume et fluides
corporels’. Un volume de 2ml était extrait a chaque fois qu’il s’agissait d’'un LBA.
Lorsqu'’il s’agissait d’autres prélévements respiratoires, la totalité du prélevement était
prise. L’échantillon était centrifugé a 3000 tours/minute pendant cing minutes.
L’extraction était réalisée sur le culot. Enfin, le volume d’élution était de 100 pl.

Nous avons utilisé la qPCR de Meliani (73), servant de référence pour les qPCR. La cible
amplifiée était le gene 1 de la sous unité large de ’ARN mitochondrial (mtLSUrRNA). Ce
gene est la cible la plus fréquemment choisie pour le diagnostic de PJP (56,73,74) Les
amorces utilisées étaient les suivantes : PCW3
CTTAAAATAAATAATCAGACTATGTGCGATAAG et PCW4
GGAGCTTTAATTACTGTTCTGGGC. La sonde utilisée était une sonde Tagman (FAM6-
AGATAGTCGAAAGGGAAC-TAMRA).

La qPCR était réalisée a partir 5 pl d’extrait d’ADN a partir des 100 pl auquel on ajoutait
les réactifs de PCR : 2 pl Mix LC (Ligh cycler Fast Start DNA Master Hybrobes 10X, Roche
Applied Science), 4ul de MgCI2 (25mM), 1 pl de chaque amorce (10 uM), 0.25 pl de la
sonde (20 puM), 0.25 pl d’'UNG (Uracyl DNA glycosylase, Invitrogen 1U/ul) et qsp H20
pour un volume final de 20pl.

Le protocole d’amplification sur Light Cycler 2.0 e comprend une étape d’activation de
I'UNG a 50C° pendant deux minutes suivie d'une phase d’activation de la Taq polymérase
de 10 min a 95°C puis la phase d’amplification de cinquante cycles :

- Dénaturation 10 s a 95°C

- Hybridation 45 s a 60°C

- Elongation 1 sa 72°C

Il se termine par une phase de refroidissement (30 s a 40°C)
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Définition du cycle seuil (CT):

Pour déterminer la positivité d'une PCR et/ou quantifier un échantillon par PCR en
temps réel, on détermine le nombre de cycles a partir duquel le produit PCR est

détectable.

Méthode d’examen direct (microscopie) :

L’examen direct était réalisé par la lecture au microscope d’étalement sur lame suite a la
centrifugation par cytospin d'un culot du prélévement. Les lames étaient colorées au
May-Griinwald-Giemsa (MGG) et par la coloration de Chalvardjan (bleu de toluidine).
Des kystes et des formes végétatives de Pneumocystis étaient recherchés. Les résultats

étaient communiqués sous forme qualitative (positif ou négatif).

Etude réalisée en aveugle :

La décision clinique de considérer le patient en Pneumocystose maladie (PJP+) ou en
colonisation a Pneumocystis (PJP-) était prise indépendamment du résultat quantitatif
(cycle de seuil) de la gPCR. Le clinicien avait cependant la connaissance du résultat
qualitatif (positif ou négatif).

Définition PJP+ :

Dans notre étude, la référence était constituée par la décision du clinicien qui
considérait le patient en Pneumocystose maladie (PJP+) ou colonisation (PJP-). La
caractéristique PJP+ était définie dans les comptes rendus médicaux par le diagnostic de
pneumocystose plus un traitement antipneumocystose a dose curative (sulfadiazine-
trimethoprime BACTRIM® ou atovaquone WELLVONE®).

La décision de considérer le patient en Pneumocystose maladie et de mettre un
traitement anti Pneumocystis dépendait donc des antécédents du patient, du résultat de
I'examen direct, du résultat qualitatif de la qPCR, de la symptomatologie, de la
radiologie, des traitements au long cours, du degré d’'immunodépression et de la

présomption du clinicien.

]
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Définition PJP- :

En cas de qPCR Pneumocystis positive, tout autre diagnostic, toute suspicion infirmée ou
le maintien d’un traitement a dose préventive sans diagnostic de pneumocystose étaient

considérés PJP-.
Relecture des dossiers:

A la date de l'arrét de 1'étude, tous les dossiers médicaux ont été revus afin de détecter
les éventuels diagnostics réfutés a posteriori. Les diagnostics de PJP+ infirmés a
posteriori ont été reconsidérés PJP- et inclus dans les analyses statistiques et dans les

résultats comme PJP-.

Analyses statistiques :

Les analyses statistiques ont été faites par le logiciel S.A.S version 9.3. Tous les résultats
ont été analysés avec un risque alpha de 0,05. Les variables quantitatives suivant une loi
Normale ont été analysées avec des tests paramétriques (test de Student). Les variables
quantitatives ne suivant pas une loi Normale ont été analysées par les tests de Mann
Whitney. Pour les variables qualitatives, les tests du chi-deux et le test exact de Fisher
ont été utilisés. Les analyses de survie utilisaient le modéle du Logrank. Les analyses
univariées et multivariées ont été utilisées pour prendre en charge les facteurs de
confusion éventuels et les Odds Ratio calculés dans cette occasion. Pour les sensibilités
et spécificités, des seuils de CT ont été calculés grace aux courbes ROC en prenant
comme référence la décision clinique, la microscopie étant jugée trop peu sensible pour
pouvoir servir de référence (75).

Les seuils de CT ont été déterminés pour obtenir des seuils de sensibilité et de spécificité
de 80% pour chacun des sous-groupes.

Du fait de la rareté de la maladie, d’'une incidence trés faible et de données sur la
colonisation peu informatives, nous n’avons pu calculer un nombre de sujets nécessaires
avant de commencer I’étude. Mais nous avons réalisé une analyse intermédiaire en 2011
qui montrait des résultats significatifs concernant les groupes malades et non malades

ce qui nous a fait poursuivre I'étude (22).
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Résultats.

Le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du Centre Hospitalier Universitaire de Nice a
réalisé entre le 1¢r avril 2008 et le 1¢r octobre 2013 1964 qPCR correspondant a 986
patients a la recherche de Pneumocystis jirovecii. Il y a eu 226 (11,5%) patients avec des
qPCR positives (QPCR+) a Pneumocystis jirovecii. Un seul patient a été considéré perdu
de vue et a donc été exclu. Soixante-treize patients (33,77%) dont les prélévements
étaient positifs ont été considérés selon les critéres clinico-biologiques comme malades
(PJP+).

Au laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Nice, les infections fongiques
invasives y compris les cas de PJP sont déclarés au RESSIF (Réseau de surveillance des
infections fongiques invasives) géré par I'Institut Pasteur. A partir de ces fichiers, nous

avons vérifié qu'aucun patient PJP+ n’a eu de qPCR négative.

Du fait des multiples parametres de 1'étude nous avons considéré plusieurs sous-
échantillons qui seront détaillés par la suite :

- un sous-échantillon PJP+ versus PJP- pour comparer la population de patients en
Pneumocystose maladie (PJP+) aux patients colonisés (PJP-).

- un sous-échantillon de patients PJP+ versus PJP- avec qPCR réalisée sur LBA pour
comparer les valeurs des CT entre ces deux échantillons.

- un sous-échantillon de patients VIH versus non-VIH (autres comorbidités) avec qPCR
réalisées sur LBA pour comparer les cycles de seuil entre ces sous-groupes parmi les

échantillons de patients PJP+ et PJP-.

Le diagramme de flux est présenté dans la figure 1.
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1964 PCR

réalisées

' |
226 PCR
positives 173.8 PCR
(inclus) negatives
P —
225 analysés

73 patients 152 patients
considérées considérées
«malades » (P]P+) «colonisés » (PJP-)

Figure 1 : Diagramme de flux de I'étude

Echantillon de I’étude avec 'ensemble des qPCR positives

Caractéristiques de I’échantillon avec qPCR Pneumocystis positive (qPCR+).

La description de I’échantillon des patients qPCR+ figure dans le tableau 1. L’échantillon
de patients gPCR+ avait une nette prédominance masculine (sexe ratio 1,74) avec 143
individus de sexe masculin. L’dge moyen pour cet échantillon était de 59 ans et demi

(Intervalle de confiance IC 95% [ 57,39 ; 61,91]).
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Caractéristique de I’échantillon n, (%)
Effectif 225
Sexe Ratio 1,74 (143 hommes pour 82 femmes)

Age (moyenne, IC95%)

59,65[57,39;61,91]

Statut sérologique VIH positif

45 (19,91)

Si VIH positif: charge virale (médiane, IQR)

5,1110g10 [3,23 10g10;6,99 ]

Lymphocytémie ( 22 données manquantes) hors aplasiques médiane, IQR

1000 [600; 1700]

Rapport CD4/CD8 (133 données manquantes)

CD4>1 CD4[0,1;1] | CD4<0,1

40 (43,48) 30(32,61) | 22(2391)

Services

Pneumologie 63(28,00)
Infectiologie 39 (17,33)
Réanimation 38(16,89)
Autres 36 (16,00)
Médecine Interne 29 (12,89)
Hématologie/Cancérologie 20(8,89)
Comorbidités

Hémopathie maligne 47 (20,89)
Maladies auto-immunes 43(19,11)
VIH (si absence autres comorbidités)* 44 (19,56) (* 1 VIH classé en cancer)
Maladies respiratoires 37 (16,44)
Cancer 30(13,33)
Autres 14 (6,22)
Transplantation 10 (4,44)

Tableau 1: Description de I'échantillon de patient ayant une qPCR

positive.

Services demandeurs :

Pneumocystis

Une majorité (28,00%) de patients ayant une qPCR Pneumocystis positive venait des

services de pneumologie des différents hoépitaux de la région, puis des services

d’infectiologie (17,33%) et ensuite des services de réanimation (16,89%). En revanche,

les services d’onco-hématologie étaient peu demandeurs. Ces résultats pouvaient

s’expliquer par la facilité de certains services a effectuer plus de LBA que d’autres, car

disposant d’un plateau technique adéquat (services de pneumologie ou de réanimation

par exemple). De plus, les services de pneumologie et d’infectiologie pouvaient étre plus
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sensibles a la symptomatologie respiratoire (dyspnée et toux) d’autant plus chez des

patients VIH dans les services d’'infectiologie.

Immunodépression dans la population qPCR positives :

Quarante-cing (19,92%) patients étaient séropositifs pour le VIH
(phase SIDA, maladie connue ou de découverte récente) avec une charge virale médiane
de 5,11 log10. Deux autres catégories de patients ressortaient parmi les comorbidités :

les hémopathies malignes (20,89%) et les pathologies auto-immunes (19,11%).

Les patients avec qPCR+ étaient immunodéprimés avec une lymphocytémie basse. Nous
avons pu recueillir les rapports CD4/CD8 chez 92 sujets. Ce rapport était inférieur ou

égal a 1 chez 56,52% des patients

Traitement au long cours et données manquantes :

L’ensemble des patients de I’échantillon qPCR+ souffrait de pathologies chroniques
(comorbidités). La distribution des traitements pour ces pathologies chroniques se
répartissait de la maniere suivante :

- 73,98% prenaient des immunodépresseurs en monothérapie ou en association
(corticothérapie, immunosuppresseurs, biothérapie)

- 13,82% avaient une thérapie antirétrovirale en cours

-4,07% une association dimmunosuppresseurs et une prévention
antipneumocystose,

- et 1,63% une association d’antirétroviraux et de prévention antipneumocystose.

Au total, six patients ont eu une qPCR positive malgré un traitement préventif contre la

pneumocystose et ont été considérés PJP+ dans un premier temps (Tableau 2).
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Contexte CT Microscopie | Déces Remarque Statut final

clinique

Myosite 26 négatif non PJP+

Transplantation | 26 négatif non PJP+

hépatique

Mucoviscidose | 25 négatif non PJP+

VIH stade SIDA | absence positif non PJP+

BPCO 36 négatif non Diagnostic PJP-
réfuté a
posteriori

Cirrhose 35 négatif non Diagnostic PJP-
réfuté a
posteriori

Tableau 2 : Caractéristiques des six patients traités contre la pneumocystose malgré un

traitement préventif.

Le patient avec myosite était sous immunosuppresseurs et corticoides et présentait une
infection pulmonaire avec une lymphopénie a 1000 et un rapport CD4/CD8<1. Le
patient s’est amélioré sous traitement curatif. Il n’y avait pas d’imagerie disponible.

Le patient avec décompensation hépatique avait une cirrhose mixte et présentait une
dyspnée, de la toux et une lymphopénie a 600/mm3. Son imagerie montrait un
épanchement sans foyer de verre dépoli. Il était sous immunosuppresseurs et
corticoides. Le patient s’est amélioré sous traitement curatif.

Le jeune patient ayant une mucoviscidose a présenté une décompensation respiratoire

aigué. Le patient s’est amélioré sous traitement curatif.

Le patient VIH était en phase SIDA (charge virale 4,5 log10) présentait une dyspnée et
son imagerie montrait des foyers en verre dépoli diffus. Il avait un antécédent de

pneumocystose.
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Les deux patients réfutés étaient :

- un patient séropositif pour le VIH avec une charge virale indétectable mais
lymphopénique a 1000/mm3, le diagnostic retenu était celui d’exacerbation de
Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)

- un patient avec BPCO, lymphopénique a 700 présentant une dyspnée. Son
diagnostic initial a été réfuté devant sa séronégativité pour le VIH, la microscopie

Pneumocystis négative et 'absence d’hémopathie maligne.

Pour cent deux patients ayant une qPCR positive, il n’était pas documenté de traitement
au long cours. Parmi ces patients, vingt-six étaient séropositifs pour le VIH. Douze
étaient sans traitement VIH (découverte de séroposivité VIH ou rupture de traitement).
Neuf de ces douze patients étaient PJP+ et on a observé chez ces neuf patients sans

traitement VIH deux déces.

Traitement curatif de I'épisode respiratoire a l'origine de la demande de recherche
de Pneumocystis dans la population gqPCR Pneumocystis positive :
Au niveau des traitements curatifs pour I'épisode respiratoire, nous avons pu recueillir
143 données. Il consistait en :
- 82 (57,34%) traitements par sulfadiazine-trimethoprime :
- 73 chez les PJP+ soit 100% des PJP+
- 9 PJP- (5,92% des PJP-),
- 30,77% des patients avaient un traitement antibiotique autre (béta-lactamines,
fluoroquinolones...)
- 8,39% un traitement non anti-infectieux.

- et 3,50% un traitement par corticoides,

Criteres cliniques, paracliniques et biologiques de I'échantillon qPCR +.

Concernant les criteres cliniques qui ont amené les cliniciens a effectuer un prélevement
pour le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, on retrouvait un épisode de fievre chez

77 individus (34,22%), de toux chez 68 individus (30,22%) et de dyspnée chez 125
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individus (55,56%). L’association de deux criteres se retrouvait chez 76 individus
(33,78%) et la triade fievre-toux-dyspnée caractéristique de la Pneumocystose chez 27

individus (12,00%).

Nous avons pu recueillir les comptes rendus de 162 imageries avec 47,53% en aspect de

verre dépoli, caractéristique non pathognomonique de la pneumocystose.

L’examen direct du prélevement respiratoire montrait une positivité apres coloration au

Chalvardjan chez trente patients soit 13,33%. Ces 30 patients ont été considérés PJP+.

Pour treize patients (5,78%) au moins deux qPCR Pneumocystis ont été réalisées a
différents temps. Il a été constaté pour ces patients un changement de statut avec une
gPCR positive qui se négative sur le prélévement suivant et réciproquement sans
différence statistique entre les patients malades et les patients colonisés. Ces données
sont non contributives pour I'étude mais confirment le caractére réversible de la
colonisation. Pour ces treize patients, cinq étaient PJP+ et huit étaient PJP-, sans

différence significative.

Analyse du sous échantillon de patients avec Pneumocystose maladie PJP+
versus colonisation PJP-.
I y avait ainsi 73 malades PJP+ et 152 non malades PJP- parmi les 225 qPCR

Pneumocystis positives (cf. figure 2).

]
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225
qPCR+

73 PJP+ 125 PJP-

Figure2 : Répartition de I'échantillon qPCR+ en fonction de PJP+ et de PJP-

Caractéristiques des échantillons :

La description de I"échantillon figure dans le tableau 3. La prédominance masculine se
retrouvait dans les deux groupes PJP+ et PJP- . En revanche, le groupe de patients
malades PJP+ était significativement plus jeune (55,40 ans versus 61,70 ans, p=0,01). Le
statut sérologique VIH était aussi significativement différent, les patients PJP+ étant plus
a risque d’étre séropositif au VIH (41,10% versus 9,87%, p<0,037 en régression
logistique multivariée). Le statut sérologique VIH est donc un facteur de risque de PJP+.
La charge virale était plus importante chez les PJP+ que chez les PJP- et la
lymphocytémie était plus profonde chez les malades que chez les patients colonisés En
régression logistique multivariée, un rapport CD4/CD8 fortement abaissé (inférieur a
0,1) était un facteur de risque de la pneumocystose, (régression logistique multivariée
OR= 6,31, IC95% [1,92; 20,76], p=0,002) alors qu’'avec un rapport CD4/CD8 compris
entre 0,1 et 1, on avait qu’'une tendance non significative (OR= 2,43, IC95% [0,92 ; 6,41],
p=0,07).

En conclusion, deux facteurs de risques ont été identifiés : séropositivité VIH et rapport

CD4/CD8<0,1.
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Caractéristique de I’échantillon PJP+ n,(%) PJP- P
n,(%) univarié
Effectif 73 (32,44) 152 (67,56)
Sexe Ratio Homme /femme 1,92 1,66 0,63
Age (moyenne, 1C95%) 55,40 [51,21; 59,58] 61,70 [59,04;64,38] 0,01
Statut sérologique VIH positif 30 (41,10) 15 (9,87) <10-3
Si VIH positif: charge virale (médiane, IQR) 5,7110g10 [5,3110g10;5,9110og10] | 4,73 logl0 [3,8110g10; 5 log10] 0,01
Lymphocytémie (22 données manquantes) | 800 (500; 1300) 1100 (700 ; 1800) 0,03
hors aplasiques médiane, IQR
Rapport CD4/CD8 (133 données manquantes) | CD4>1 CD4[0,1;1] | CD4<0,1 CD4>1 CD4[0,1;1] | CD4<0,1 | 0,003
14 17 (3542) | 17(3542) | 26(59,09) | 13(29,55) | 5
(29,16) (11,36)

Tableau 3 : Comparaison des caractéristiques des patients PJP+ et P]P-.

Saisonnalité de la pneumocystose :
Le laboratoire de parasitologie-mycologie du CHU de Nice étant le seul centre de la

région a pratiquer des qPCR Pneumocystis et des examens directs a la recherche de

Pneumocystis jirovecii, nous avions l'exhaustivité des cas de pneumocystoses dans la

région de Nice. Nous avons pu alors étudier sur une période de cinq ans ’hypothese d'un

caractere saisonnier de la pneumocystose sans en montrer une tendance significative en

analyse univariée ou multivariée.
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Pathologies chroniques, traitements au long cours et services demandeurs :

L’ensemble de ces données sont décrites dans le tableau 4.

Caractéristique de | PJP+n,(%) PJP- p univarié
I’échantillon n,(%)
Services <10-4
Infectiologie 20 (27,40) 19 (12,50)
Meédecine Interne 18 (24,66) 11 (7,24)
Réanimation 10(13,70) 28(18,42)
Hématologie/Cancérologie 10(13,70) 10 (6,58)
Pneumologie 8(10,96) 55(36,18)
Autres 7 (9,59) 29(19,08)
Comorbidités <10-4
VIH (si absence autres | 30 (41,10) 14 (9,21)
comorbidités)*
Hémopathie maligne 19 (26,03) 28 (18,42)
Maladies auto-immunes 11 (15,07) 132 (21,05)
Cancer 6(8,22) 24 (15,79)
Transplantation 3(411) 7 (4,61)
Maladies respiratoires 3(411) 34 (22,37)
Autres 1(1,37) 13 (8,55)
Traitements au long cours | 46 77 =0,06

(102 données manquantes)

Association 34 (76,09) 56 (72,73)
d'immunosuppresseurs

Traitement antirétroviral 6(13,04) 11 (14,29)
Traitement  préventif de la | 1(2,17) 0(0,00)
pneumocystose

Autres traitement en | 0(0,00) 5(6,49)
monothérapie

Association Immunosuppresseurs | 2 (4,34) 4(6,49)

et prévention pneumocystose

Association antiVIH et prévention | 2 (4,34) 0(0,00)
pneumocystose
Association autres traitements et | 1(2,17) 1(1,62)

prévention pneumocystose

Total prévention | 6 (13,02) 5(8,11)

pneumocystose
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Tableau 4 : Comparaison des pathologies chroniques, traitements au long cours et
services demandeurs entre les patients PJP+ et PJP-. Les valeurs des p univariés sont
données par catégories (Services, Comorbidités et Traitements au long cours) et non

pour les sous-catégories.

Services demandeurs :

Alors qu’on s’attendait a une cote (0dd) de 1 pour 2 dans les services (73 PJP+ pour 152
PJP-, soit 1PJP+ pour 2 PJP-), on constatait une distribution différente (p=0.001) au sein
des services étudiés. Ces résultats suggéraient une différence entre la demande des
services demandeurs de qPCR qui s’avérait positive a la présence de Pneumocystis
jirovecii (qPCR+) et le fait d’étre malade (PJP+): les services de pneumologie avaient
moins de risque d’avoir un patient malade (PJP+) avec une qPCR+ ( Odd de 1 pour 7),
tout comme la réanimation (Odd de 1 pour 3), alors que les services d’infectiologie et
d’hématologie/cancérologies avaient un Odd de 1 pour 1 et que la médecine interne
avait un Odd inversé de 1,63 pour 1. Ces résultats suggéraient qu’il existait des services
‘a risque’ ou en cas de qPCR positive, la pneumocystose était plus probable du fait des
facteurs de risques des patients hébergés. Les services a risque décrits ci-avant
accueillaient des patients immunodéprimés avec maladies auto-immunes sous
corticothérapies, des patients sous chimiothérapies pour cancers ou hémopathies
malignes ou des patients séropositifs au VIH. Ces patients étaient a haut risque de
pneumocystose a cause de leur immunodépression. Au contraire, certains services
comme la pneumologie qui accueillaient des patients avec des pathologies respiratoires

diverses non corrélées a de 'immunodépression étaient moins a risque.

Comorhbidités :

Les pathologies chroniques pour lesquelles les patients pouvaient avoir ou non un
traitement au long cours, immunodépresseurs ou préventif de la PJP, constituaient les
comorbidités du patient. La distribution de ces comorbidités était significativement
différente entre les malades PJP+ et les non-malades PJP- (p<10-4). Seule la comorbidité

VIH ressortait comme facteur de risque de pneumocystose comme décrit dans le
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paragraphe précédent en analyses uni et multivariée. En analyses descriptives, alors que
'0dd PJP+/PJP- était de 1 pour 2, la distribution chez les patients séropositifs au VIH
était inversée (0dd de 2,14 pour 1). Pour les autres comorbidités les rapports n’étaient
pas inversés mais variaient (Odd de 1 pour 1,47 chez les Hémopathies malignes, 1 pour
2,33 chez les transplantés, 1 pour 2,9 chez les patients souffrant pathologies auto-
immunes, 1 pour 4 chez les cancers solides). Les écarts les plus importants étaient
observés dans les catégories ‘pathologies respiratoires’ (Odd de 1 pour 11,33 et ‘autres’

(0dd de 1 pour 13)).

Traitements au long cours :

Les traitements au long cours étaient corrélés aux comorbidités. Pour plus de facilité,
nous avions distingué quatre groupes (prévention pneumocystose, traitements
immunosuppresseurs, traitement antirétroviral et autres traitements) et étudié les
différentes associations. Au total nous avons pu établir sept classes a posteriori (les
quatre groupes initiaux et trois associations). Les résultats sont dans le tableau 4.
Concernant la distribution des traitements au long cours, il n’y avait pas de différence
significative entre les groupes PJP+ et PJP-, bien que tendant vers la différence
significative (p=0,06), sous-entendant que les traitements au long cours étaient
indépendant de I'apparition de la maladie, a contrario des comorbidités (en particulier

du VIH).

Traitements curatifs :

Les traitements curatifs sont présentés dans le tableau 5. La différence entre les deux
groupes PJP+ et P]P- était statistiquement significative (p<10-4). Parmi ces 73 patients
seuls deux (2,74%) ont recu également une corticothérapie adjuvante. Ces deux patients
étaient VIH+. Parmi I'échantillon PJP-, neuf patients (14,08%) ont recu un traitement par
sulfadiazine-trimethoprime pour une pneumocystose. Cependant, cinq patients ont vu
leur diagnostic infirmé et cinq autres ont bénéficié d'un traitement préventif renforcé.

Les caractéristiques de ces neuf patients sont présentées dans le tableau 6.
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Caractéristiques de | PJP+ (n,%) PJP- (n,%) P univariée

I’échantillon

Décision Clinique en | 73(100,00) 0(0,00)

faveur d’'une

pneumocystose

Traitement entrepris <10-4
(82 données

manquantes)

Traitement 73(100,00) 9 (14,08)

antipneumocystose *2(2.74)

curatif

*dont corticothérapie

adjuvante

Traitement 0(0,00) 44 (61,97)
antibiotique autre

Corticoides (ligne | 0(0,00) 5(7,04)
principale de

traitement)

Antituberculeux 0(0,00) 9(12,68)
Autres 0(0,00) 9 (12,68)

Tableau 5 : traitements curatifs entrepris pour I'épisode ayant motivé la gPCR

]
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Contexte Diagnostique CT Déces
Clinique
Patient VIH Tuberculose 40,6 Non
BPCO Episode 37,6 Non
bactérien
Dysimmunité Asthme 32,3 Non
pédiatrique
Maladie de | Grippe 34,7 Non
Behcet
Wegener Prévention 35,3 Non
Patient VIH Lymphome a | 36,5 Oui
grandes
cellules
Sclérodermie HTAP 35,5 Non
Vascularite Pneumocystose | 33 Oui
infirmée
Découverte Pneumopathie | 39 Oui
SIDA a CMV

Tableau 6: caractéristiques des neuf patients non

trimethoprime initialement suspects de PJP.

malades traités par sulfadiazine-

Criteres cliniques, paracliniques et biologiques des populations PJP+/PJP-.

Nous avons évalué la symptomatologie clinique en fonction des principaux criteres

cliniques (fievre, dyspnée, toux) un-a-un ainsi que leur association (deux signes parmi

les trois ainsi que la triade clinique). On retrouvait de fagon significative les symptomes

dyspnée/fievre/toux en analyses univariée (p<10-4) ou multivariée (p<10-4) dans le

groupe PJP+ par rapport au groupe PJP-.
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Concernant I'imagerie, la caractéristique du verre dépoli n’est pas retrouvée dans notre
étude malgré une tendance a la significativité (p=0,06).

Concernant I’examen direct par microscopie les 30 microscopies positives ont toutes été
considérées PJP+ (100%) mais 43 patients PJP+ (5890%) ont eu un examen
microscopique négatif. Ces résultats confirment la forte spécificité de 100% mais la

faible sensibilité de I'’examen (41%).

Evolution, survie et déces.

Les résultats sont présentés dans le tableau 7. On considérait comme évolution
favorable I'amendement des symptomes qui avaient motivés la demande de qPCR,
indépendamment de la survie ou du déces du patient. Ainsi il y avait une amélioration de
la symptomatologie dans le groupe PJP+ (82,09% pour le groupe PJP+ versus 69,08%
pour le groupe PJP-, p=0,03).

Concernant les déces, nous n’avons pu connalitre le statut vivant ou décédé chez deux
patients a la fin de I’étude. Ces deux patients étaient PJP-. La différence entre les délais
de survie n’était pas statistiquement significative (487 jours IQR [377 ; 597] chez PJP+
versus 492 jours (IQR [423; 562] chez PJP-, respectivement, p=0,15), tout comme les
déces (23,29% versus 28,95%, respectivement, p=0,37). La courbe de survie est

présentée dans la figure 3.

Caractéristiques de | PJP+ (n,%) PJP- (n,%) P univarié
I’échantillon

Evolution favorable | 60 (82,09) 105 (69,08) 0,03

de la

symptomatologie

Délai de survie (jours) 487 [377; 597] 492 [423;562] 0,15
Déceés. 17 (23,29) 44 (28,95) 0,37

Tableau 7 : comparaison des survies et déces dans les groupes PJP+ et PJP-
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Survie comparative malades/non malades en mois
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Figure 3 : survie comparative malades PJP+ /non malades PJP- (en mois). La courbe

rouge correspond aux patients PJP+ et la courbe bleue P]P-.

Les cycles seuils de la qPCR Pneumocystis: un outil pour distinguer

Pneumocystose maladie (PJP+) et colonisation (PJP-)

Nous avons étudié par la suite les valeurs de CT pour distinguer la colonisation de la
maladie. Pour ce faire nous n’avons pris que les qPCR+ issus de LBA avec CT. En effet, les
conditions de recueil devaient étre standardisées pour pouvoir étre interprétés (volume

de 2ml, prélevement distal, etc.). L’échantillon étudié est présenté dans la figure 4.

]
Université Nice Sophia Antipolis©, Faculté de Médecine 13/10/2014 Page 46



These d’exercice de Docteur en santé publique et médecine sociale

225
qPCR+

166 LBA
avec CT

53 PJP+ 113 PJP-

Figure 4 : diagramme de flux de I’échantillon LBA avec CT.

Analyse des sous-groupes PJP+ et PJP- :

Il y avait une différence significative pour les valeurs des cycles de seuils entre les
malades PJP+ et les patients colonisés PJP- (p<0,001), les valeurs de CT étant arrondies
pour plus de pertinence biologique.

-PJP+: 28 1C95% [26; 30]

-PJP-:351C95% [34;36].

Ces résultats sous-entendaient que la charge fongique était plus basse chez les patients

PJP- que chez les patients P]P+.

La figure 5 présente les médianes, intervalles interquartiles et extrema des deux

groupes comparés.

Université Nice Sophia Antipolis©, Faculté de Médecine 13/10/2014 Page 47



These d’exercice de Docteur en santé publique et médecine sociale

cT
45 00

35,004

30 004

25 00 1

000

15004

10 00

T T

Non Malades (PJP-) Malades (PIP+)

Figure 5: comparaison des médianes, intervalles interquartiles et extrema entre les

groupes PJP+ et PJP-.

A partir de ces différences, nous avons projeté une courbe ROC pour étudier la
sensibilité/spécificité des CT des qPCR+ et tenté d’établir des seuils de CT a des
sensibilités et spécificités acceptables (80%) pour aider le clinicien dans sa décision
clinique.

La courbe ROC est présentée dans la figure 6. L’aire sous la courbe avait comme valeur
0,88. La valeur de CT pour une meilleure sensibilité et spécificité conjointes était de 32

(sensibilité 71,7%, spécificité 75%).
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Figure 6 : courbe ROC comparant la sensibilité et la spécificité de la qPCR Pneumocystis
jirovecii par rapport a la décision clinique (référence) dans I’échantillon de patients

ayant un prélévement réalisé sur LBA (statut VIH du patient non connu).

A partir des points de la courbe R.0.C, nous avons établi qu'un seuil de sensibilité de
80% était montré pour un seuil de CT<35 et qu'un seuil de spécificité de 80% était
montré pour un seuil de CT> 31. La figure 7 montre un résumé de la conduite a tenir

pour un clinicien en fonction des seuils de CT.
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échantillon PIP+ echantillon PJP-
26 30 34 36
28
35

EE S

3
_ -
*35: en faveur d'une colonisation

< 31:en faveur d'une maladie

Zone grise

CT

Figure 7 : seuils de sensibilité/spécificité des CT sans connaitre le statut VIH du patient.
Au-dessus de la fleche sont représentées les valeurs des CT observées dans notre
population d’étude (PJP+/PJP- avec qPCR réalisée sur LBA)

-Patients PJP+: CT 28 (IC95% [26 ; 30]).

-Patient PJP-: CT 35 (IC95% [34 ; 36])

Une sensibilité de 80% était obtenue pour un seuil de 35 et une spécificité de 80% pour
un seuil de 31. Une zone grise dans laquelle nous ne pouvons exclure les diagnostics de
maladie ou de colonisation existe entre les valeurs de31 et 35. Les valeurs de CT ont été

arrondies pour plus de pertinence biologique.
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En prenant en compte les seuils de CT comme référence diagnostique et en se basant sur
la décision clinique parmi les patients avec LBA et valeur de CT, on aurait diagnostiqué
soixante-six patients comme PJP+ dont vingt faux positifs et 8 faux négatifs. Parmi ces
huit faux négatifs il y avait une microscopie positive. Pres de 60% des PJP+ auraient pu
étre diagnostiqués grace a la qPCR lorsque I'examen microscopique était positif. La

distribution de ces patients est décrite dans le schéma 2.

microscopie
+
41%

4

microscopie

59%

transplantation
2%

autres
2%

respiratoire
9%

VIH
32%

cancers
e —
9%

auto-immunes/

15% \
Hémopathies
31%

Schéma 2 : distribution des 43 patients microscopies -/ PJP+
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Analyse des sous-groupes VIH/non VIH dans I'échantillon PJP+ :
Diagramme de flux des sous-groupes VIH et non VIH de I’échantillon PJP+

Le diagramme de flux des échantillons est représenté dans la figure 8.

225PCR

positives

— —

46 HIV 179 non HIV
4 T— e —
137 non HIV
29 HIV avec L2 ,
LBA et CT av EC(EIE‘iA et

19 10 « non 103 « non
«malades » malades » « 111dlddes » malades »
(PIP+) (PIP-) (PIP+) (PIP-)

Figure 8 : diagramme de flux des sous échantillons VIH et non VIH parmi les échantillons

PJP+ et PJP- de I’échantillon gPCR+ avec LBA avec CT.

Cycles de seuils des patients VIH et non VIH dans I’échantillon PJP+

De la méme maniere nous avons établi des seuils entre les sous-groupes VIH/non VIH
dans le groupe des malades PJP+.
La différence entre les deux groupes concernant la CT était significative :
- groupe VIH : 24,5 ; 1C95% [21,8;27,5]
- groupe non VIH : 30,5 ; IC95% [28,0; 32,8], p=0,004.
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Les valeurs non arrondies sont données ici a titre indicatif. Ces résultats sous-
entendaient que, malgré le statut PJP+ des patients, la charge fongique était plus
basse dans le groupe VIH que dans le groupe non VIH.

La figure 8 représente les moyennes, intervalles interquartiles et extrema des

valeurs de CT dans les sous-groupes non VIH et VIH du groupe PJP+.

cT
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40.004

35.00

30.00

25.00
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15.00
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patients non HIV patients HIV

Figure 8: comparaison des médianes, intervalles interquartiles et extrema entre les

groupes VIH et non-VIH dans I’échantillon PJP+.

Seuils de sensibilités et courbes ROC des sous-groupes VIH et non VIH dans I'échantillon
PJP+:

Dans chacun des deux groupes (Patient VIH et non-VIH), nous avons également
projeté une courbe R.0.C afin d’établir des seuils de CT avec sensibilité et spécificité de
80%.

Pour le groupe VIH la courbe R.0.C est présentée dans la figure 9 A. La valeur de
'aire sous la courbe était de 0,90. La valeur de CT pour une meilleure sensibilité et
spécificité conjointes était de 27 (sensibilité de 73,5%, spécificité de 100%). Pour
obtenir une sensibilité proche de 80% (78,88%) on avait une CT de 30. La meilleure
spécificité était pour la valeur de 27.

Pour le groupe non-VIH la courbe R.0.C est présentée dans la figure 9 B et avait

comme aire sous la courbe une valeur de 0,72. La valeur de CT pour une meilleure
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sensibilité et spécificité conjointes était de 35 (sensibilité de 80%, spécificité de 49,5%).

Pour une spécificité de 80% on avait une CT a 31.

Courbe ROC pour ct Courbe ROC pour ct
Area Under the Curve = 0.9006 Area Under the Curve = 0.7191
1.00 4 1.00 +
0.75 A 0.75
2 EX
5 =
E 0504 2 0504
8 £
3 3
w w
0,25 - 0.25
000 0,00
: T T T T T T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity 1 - Specificity

A B

Figure 9 A : courbe ROC comparant la sensibilité et la spécificité de la qPCR Pneumocystis
jirovecii par rapport a la décision clinique (référence) dans le groupe de patient VIH
positif

Figure 9 B : courbe ROC comparant la sensibilité et la spécificité de la qPCR Pneumocystis

jirovecii par rapport a la décision clinique (référence) dans le groupe non-VIH.

Conduite a tenir dans les sous-groupes VIH et non VIH de I"échantillon PJP+ :

En fonction du statut sérologique du patient, différentes conduites a tenir ont été
établies en fonction des seuils de CT calculés a partir d’'un LBA. Ces conduites a tenir

sont présentées dans les figures 10 A et B.
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Figure 10 A B : seuils de sensibilité/spécificité des cycles de seuil (CT) en fonction du
statut VIH du patient (A : statut VIH+ ; B : statut VIH-).

A : Patient VIH +

En référence :

L’échantillon de patients PJP+ avait comme valeur de seuil de CT 28 (I1C95% [26 ;30]).
L’échantillon de patient PJP- avait comme valeur de seuil de CT 30 (IC95% [34 ;36])
Pour le patient VIH

Une sensibilité de 80% et une spécificité de 80% étaient obtenues pour :

CT < 27 est en faveur d’'une pneumocystose (PJP+).

CT > 30 est en faveur d’'une colonisation.

Une zone grise existe entre 27 et 30.

B : Patient VIH-

En référence :

L’échantillon de patients PJP+ avait comme valeur de seuil de CT 28 (IC95% [26 ; 30]).
L’échantillon PJP- avait comme valeur de seuil de CT 35 (IC95% [34 ; 36])

Pour le patient VIH-

Une sensibilité de 80% et une spécificité de 80% étaient obtenues pour :

CT < 31 est en faveur d'une PJP+.

CT > 35 est en faveur d’une colonisation.

Une zone grise existe entre 31 et 35.
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Le tableau 8 récapitule les différents seuils de sensibilité et de spécificité en fonction des
statuts sérologiques des patients. Les valeurs prédictives positives (VPP) et négatives

(VPN) sont également données.

qPCR CT | sensibilité | spécificité VPP VPN
Sans <35 80% 63% 51% 87%
connaitre
le statut
VIH
>31 66% 80% 62% 83%
VIH+ <30 80% 79% 65% 89%
>27 73% 100% 100% 89%
<35 80% 50% 43% 84%
VIH- >31 59% 80% 59% 80%

Valeurs indicatives pour la conduite a tenir en fonction de ces seuils :

Pour un patient dont le statut sérologique VIH est inconnu :

La probabilité d’étre malade est de 51% si CT<35 et de 62% si CT<31.

La probabilité de ne pas étre malade est de 87% si CT>35 et de 83% si CT>31.
Pour un patient dont le statut sérologique VIH est connu et VIH+ :

La probabilité d’étre malade est de 65% si CT<30 et de 100% si CT<27.

La probabilité de ne pas étre malade est de 89% si CT>30 et de 89% si CT>27.
Pour un patient dont le statut sérologique VIH est connu et VIH-:

La probabilité d’étre malade est de 43% si CT<35 et de 59% si CT<31.

La probabilité de ne pas étre malade est de 84% si CT>35 et de 80% si CT>31.

Tableau 8: Tableau récapitulatif des sensibilités, spécificités, valeurs prédictives
négatives (VPN) et positives (VPP) des qPCR temps réel en fonction des
malades/colonisés (PJP+/PJP-) et des VIH+ et des VIH.
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Survie des sous-groupes VIH et non VIH de I'échantillon PJP+ :

Concernant la survie il y avait une différence significative entre les VIH et les non VIH
dans I’échantillon PJP+ avec significativement plus de déces chez les non-VIH que chez
les VIH (p=0,02) avec une meilleure survie chez les VIH que chez les non-VIH. Les

résultats sont présentés dans la figure 11.

VIH

ir non VIH

T
[ 10 = 30 & © ®

temps (mois)

Survie comparative VIH/non VIH chez PJP+ (en mois)

Figure 11 : survie entre VIH+ et VIH- dans le groupe PJP+. La courbe de survie des

patients VIH+ est en rouge et celle des VIH- est en bleue.
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Discussion

Notre étude a montré 'utilité de la qPCR dans le diagnostic de Pneumocystis jirovecii,
que ce soit en terme de colonisation ou de maladie. Grace aux notifications des cas de
pneumocystoses maladies dans la région de Nice, nous n’avons eu aucun cas de PJP+
avec qPCR-. Cela montre que la technique qPCR a détecté 'exhaustivité des cas de PJP+
dans la région de Nice entre avril 2008 et octobre 2013. Le nombre important de
patients colonisés dans cette étude montre que le portage asymptomatique ou non est
un fait réel. L’étude de la prévalence de la colonisation n’était cependant pas possible car

nous n’avions pas ’exhaustivité des cas.

Critére principal de jugement :

Notre étude a montré une différence statistiquement significative entre les CT des qPCR
positives a Pneumocystis jirovecii entre les groupes PJP+ et PJP-. Cela suggeére donc une
différence significative de la valeur de CT pour distinguer les colonisations des maladies.
D’autres études avaient démontré la capacité de distinguer colonisation de la maladie
mais le critére de jugement n’était pas les CT (55) .Nous avons réussi a définir des seuils
de CT pour obtenir des sensibilités et des spécificités de I'ordre de 80% pour chacune.
Les VPN des qPCR étaient toutes supérieures a 80%. Le groupe VIH avait une meilleure
VPN (90%) que les non VIH (80%). La VPN était moins bonne que la PCR nichée (100%)
mais cette technique de PCR ne distinguait pas la colonisation de la maladie (22).
Néanmoins, les seuils permettant d’exclure une maladie et d’exclure une colonisation en
cas de positivité qPCR a Pneumocystis jirovecii sont assez éloignés et il persiste une zone
grise dans laquelle nous ne pouvons exclure les diagnostics de maladie ou de

colonisation.

Ces seuils de CT vont de pair avec la charge fongique : plus la charge fongique est élevée

plus le seuil de détection est bas et plus la valeur de CT sera basse. On en conclut donc
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que les patients PJP+ ont une charge fongique plus élevée que les patients colonisés, ce
qui est conforme avec les données de la littérature (55,56,76).

Tous les patients avec une microscopie positive ont eu une CT inférieure a la valeur en
faveur du diagnostic de maladie. En prenant en référence la microscopie, il y a donc eu
aucun faux négatif en qPCR dans notre cohorte de patients.

Les valeurs de CT définis dans cette étude données a titre indicatif ‘en faveur d’une
colonisation’ ou ‘en faveur d’'une maladie’ pourront étre remises en cause par le clinicien
en fonction de la symptomatologie et des antécédents du patient. En cas de microscopie
positive avec une CT supérieure a la CT limite pour les maladies, le clinicien devra se fier
au résultat de l'examen direct. De plus, en cas de résultat de CT en zone grise, la
présomption du clinicien restera le seuil critére fiable surtout en cas de microscopie
négative...

Une étude antérieure (57) avait montré des seuils de CT de valeurs plus basses (seuils
de spécificité inférieurs a 22 et de sensibilité de 28) ; nos seuils plus élevés (31 et 35)
favorisent une sensibilité plus forte et un risque de faux négatifs moindre.

Les valeurs de CT sont donc des éléments contributifs au diagnostic mais elles ne
peuvent en aucun cas remplacer la présomption clinique et la microscopie positive. La
décision clinique reste la référence diagnostique ainsi que la microscopie positive.

Les 9 cas PJP+ réfutés a posteriori, (cf. Tableau 6) ont tous des valeurs de CT supérieures
a 31, cela signifie que ces neuf cas n'auraient pas été considérés PJP+ a priori si le
clinicien avait eu connaissance de ces valeurs. De méme, les quatre patients sous
prévention antipneumocystose (Tableau 2) considérés PJP+ avaient des valeurs de CT
inférieures a 35, ce qui signifie que ces quatre cas auraient été confirmés PJP+ par la
qPCR.

L’échantillon PJP+ était significativement plus jeune que la population PJP-, comme I'ont
montré certaines études (56). L’échantillon VIH PJP+ est plus jeune que la population
non VIH PJP+, ce qu'on retrouve dans d’autres études (56), et la proportion de sujet PJP+
VIH est plus importante que la proportion de sujets PJP+ non VIH (72).

Il est important de dépister les colonisations Pneumocystis chez les immunodéprimés car
contrairement aux immunocompétents, elles pourraient faire craindre une évolution

vers une PJP ou constituer un cofacteur d’évolution des maladies pulmonaires (77).
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Critéres secondaires de jugement :

De méme, notre étude a montré une différence statistique entre les CT des qPCR
positives a Pneumocystis jirovecii entre les groupes VIH et non VIH parmi les patients
PJP+. Les seuils sont plus bas pour distinguer colonisation de la maladie chez les VIH+
que chez les VIH-. Ces seuils vont de pair avec la charge fongique plus élevée chez les
patients PJP+ VIH+ que chez les patients PJP+ VIH-. Ces résultats ont été constatés dans
plusieurs études (11,56,78).

En appliquant la valeur de CT définie dans notre étude comme référence diagnostique et
en la comparant avec la décision clinique pour les patients avec LBA et valeur de CT on
aurait diagnostiqué parmi les patients VIH treize malades PJP+, zéro faux positifs et cinq
faux négatifs (dont un avec microscopie positive). De méme avec ces mémes criteres, et
en prenant comme examen de référence la décision clinique, on aurait diagnostiqué
parmi les patients non VIH dix-sept faux positifs et six faux négatifs (dont un avec
microscopie positive). Ces résultats suggerent que les valeurs de CT sont des éléments
pouvant aider au diagnostic (79) et que la décision clinique reste la référence
diagnostique. Ces résultats montrent également la difficulté diagnostique de la PJP chez
les patients non VIH dont les caractéristiques cliniques, physiopathologiques sont

différentes des patients VIH.

Caractéristiques de I’échantillon qPCR+ :

Distribution des cas par pathologie chronique (comorbidités), par service et par
traitement au long cours :

Seule la comorbidité VIH ressortait comme facteur de risque en analyse univariée et
multivariée, ce qui sous-entend I'absence de facteur de confusion pour le critére des
comorbidités en dépit des différents biais possibles.

Le premier des biais possible était un biais de classement différentiel ; en effet,
historiquement, les patients atteints de pneumocystose étaient des patients en phase
SIDA, que la séropositivité soit connue ou non. Il est ainsi normal de penser chez un

patient séropositif ou de découverte de séropositivité qu'une symptomatologie
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respiratoire évoque une PJP, méme si, depuis plus de 10 ans, les praticiens sont
confrontés a la PJP chez les patients immunodéprimés non VIH.

Néanmoins, le suivi de ces dossiers, notamment sur la symptomatologie, et la régression
ou non des symptomes lors de la prise du traitement curatif, a permis, dans certains cas
ou un doute diagnostic pouvait exister, de confirmer, ou d’infirmer les diagnostics. Peu
de faux négatifs ou de faux positifs existent et les dossiers des déces suspects étaient
réévalués a posteriori (trois dossiers réévalués).

Concernant la distribution des PJP parmi les services, le service d’infectiologie était le
plus concerné par la PJP, suivi de la médecine interne, de la réanimation puis de
I'oncologie-hématologie. Ces services sont connus pour accueillir des patients a haut
risque de pneumocystose comme les séropositifs au VIH pour l'infectiologie, les
pathologies auto-immunes sous corticoides pour la médecine interne, les hémopathies
malignes pour ’hématologie et les cancers sous chimiothérapie et corticothérapie pour
I'oncologie. Les services de réanimation accueillent les pathologies décompensées
mettant en jeu le pronostic vital comme les désaturations en oxygene. La pneumologie,
pourtant le service avec le plus de qPCR positives a Pneumocystis jirovecii est moins
concerné par la PJP. Cela sous-entend qu’il y a beaucoup de patients colonisés et moins
de malades PJP dans ce service. Ces données sont néanmoins intéressantes concernant
la colonisation parmi les patients de pneumologie car certaines études ont montré le
portage chez des patients atteints de BPCO, de mucoviscidose ou d’autres pathologies
pulmonaires (26,80). La connaissance de cette colonisation pourrait expliquer des
épisodes respiratoires aigus comme des exacerbations de BPCO (26) et pourrait
redéfinir les conduites a tenir vis-a-vis de la colonisation de certains patients, d’autant
plus que ces patients colonisés souffraient de pathologie respiratoire, un examen
diagnostic ayant été demandé (LBA, expectoration induite, etc...).

Concernant les traitements au long cours, trente-deux patients étaient certains de ne pas
avoir de traitements au long cours devant le caractére inaugural de I'épisode
respiratoire ou de la pathologie chronique. Ces patients étaient une part importante de
VIH de découverte récente ou en rupture de traitement. Cela souligne encore de nos
jours la découverte de SIDA a des stades avancés avec des infections opportunistes. La
pneumocystose demeure encore un mode de découverte de SIDA. De plus, cette

découverte de SIDA au cours d'une PJP était associée aux seuls deux patients décédés de
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la pneumocystose dans le groupe VIH. L’'ignorance d’une séropositivité au VIH associé a
une errance diagnostique de la pneumocystose peut compromettre le pronostic de la
maladie (81). Le premier patient avait un lymphome a grandes cellules et est décédé le
jour du prélevement ; le second était un patient avec des comorbidités et est décédé
quinze jours apres le prélevement.

Des études ont montré que les traitements au long cours pouvaient influer sur
I'apparition ou non de la PJP (79, 82-84), notamment avec les corticoides. Dans notre

étude, nous ne retrouvons pas l'association PJP+/corticoides du fait du regroupement

des corticoides dans la catégorie immunosuppresseurs.

Gravité des pneumocystoses :

Certaines études associent en cas de pneumocystose grave (avec décompensation
respiratoire par exemple) une corticothérapie (22).

Seules deux PJP avaient une corticothérapie associée au traitement curatif
antipneumocystose. Elles concernaient un patient avec cancer de la prostate
métastatique (PCR=35) et un patient avec découverte de VIH (charge virale 4,79 log10)
avec PCR=25. Ces résultats suggerent que la majorité des pneumocystoses traitées
n'avaient donc pas de facteurs de gravité, au contraire de certains exemples de la
littérature (16).

Concernant le groupe non VIH et la PJP, les diagnostiques réfutés a posteriori, les
caractéristiques cliniques atypiques et les microscopies souvent négatives font que le
diagnostic de PJP reste difficile dans ce type de population. La question d’un traitement
préventif par sulfadiazine-trimethoprime (BACTRIM® ou WELLVONE®) se pose en
fonction des bénéfices et risques d'un tel traitement chez des patients non VIH
(pathologie chronique, toxicité des molécules et risques d’émergence de résistances )

(39,85,86).
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Un échantillon lymphopénique :

Il est nécessaire de nuancer ces résultats par un facteur essentiel qu’est
I'immunodépression. En effet, toutes les études sur la PJP concernent des patients
immunodéprimés, que ce soit par le VIH (13,87,88) ou par des pathologies avec
immunosuppresseurs (89-93), et la lymphopénie est une cause d'immunodépression. La
seconde conséquence est qu’on sélectionne déja un échantillon a risque car
lymphopénique, ce qui augmente la prévalence de la maladie dans I’échantillon.
Néanmoins, 'objectif de I'étude n’était pas de faire un dépistage de masse, ce que la
gPCR fait de facon qualitative, en objectivant I'absence ou la présence de Pneumocystis
jirovecii, mais d’objectiver le caractére pathogene ou colonisateur du Pneumocystis
jirovecii, or ce caractere est influé par 'immunodépression. Certaines études ont montré
que les lymphocytes CD4 jouaient un réle dans la protection contre la pneumocystose
(1,3,87), ce qui sous-entend que la profondeur de la lymphopénie CD4 chez des patients
méme colonisés pourraient étre a risque de PJP+. Malheureusement, si nous avons pu
recueillir un grand nombre de lymphocytémies chez les patients PJP+ et PJP-, nous
n’avons pu avoir le méme succes pour les taux de CD4/CD8. Le taux était plus facilement
obtenu chez les patients VIH que chez les patients non VIH. De ce fait nous avons
beaucoup de données manquantes, ce qui explique la taille des intervalles de confiance
était a la limite de la significativité. Ces résultats montrent qu’'en cas de PJP il faut

rechercher une immunodépression profonde en facteur de risque.

Autres parametres cliniques, radiologiques, microbiologiques :

Radiologie.

A la vue de sa mauvaise sensibilité et spécificité, 'imagerie semble ne pas étre un bon
examen diagnostic de la pneumocystose dans notre étude. Il y a néanmoins des limites a
cette analyse a cause des données manquantes. Le cliché radiologique est
complémentaire a la qPCR, a la microscopie et a la clinique et pourrait offrir des
perspectives intéressantes notamment les imageries tomodensitométriques. Une étude
a montré que la PJP chez les non VIH était sectorisée a la différence de la PJP chez les

VIH ou elle était diffuse et panlobulaires (16).
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Microscopie et examen direct.

La positivité de la microscopie a probablement influencé le clinicien dans sa décision de
considérer ou non le patient avec qPCR+ comme un patient PJP+ car aucun patient PJP-
n’a d’examen microscopique positif. La spécificité de ce test est de 100% mais la
sensibilité est médiocre. Cette notion n’est pas nouvelle et de nombreuses études
recherchent d’autres moyens diagnostiques dont la qPCR(94). Néanmoins, cette
technique est intéressante car nous avons vu que certaines valeurs de CT de PJP+ au-
dela des seuils obtenus ont une microscopie positive. L’association microscopie et gPCR
s’'avere intéressante et la qPCR pourrait prendre le relai diagnostique lorsque la

microscopie s’avere négative.

Absence de saisonnalité :

Nous n’avons pu détecter une quelconque saisonnalité de la pathologie PJP. Aucune
étude n’a par ailleurs montré une saisonnalité dans la P]JP, ce qui conforte I'idée d'un
portage et d'un mode de transmission interhumain indépendant des conditions

climatiques (86).
Evolution favorable, déces et causes de déces :

Le groupe PJP+ avait une évolution favorable au point de vue de la symptomatologie
respiratoire par rapport au groupe PJP- car si la pneumocystose est fatale en 1’'absence
de traitement, elle reste un épisode aigu résolutif sous traitement. Cela n’est pas le cas
des pathologies respiratoires PJP- qui peuvent étre des pathologies chroniques a
aggravation plus ou moins rapide (pathologies auto-immunes, cancéreuses ou des
hémopathies malignes). Il ne ressortait pas en revanche de différence significative
concernant la survie entre les groupes PJP+ et PJP-. Cela sous-entend que la
pneumocystose, épisode aigu, n’aggraverait pas le pronostic vital d’'une population
lymphopénique avec des comorbidités. L’analyse de survie par sous-groupe a montré

une mortalité augmentée dans le groupe non VIH par rapport au groupe VIH. Ces

Université Nice Sophia Antipolis©, Faculté de Médecine 13/10/2014 Page 64



These d’exercice de Docteur en santé publique et médecine sociale

résultats déja décrits dans la littérature suggerent que la symptomatologie est plus
grave chez les patients non VIH (62,95,96) chez qui la réponse inflammatoire exacerbée
aurait plus de conséquences néfastes que chez les patients VIH (23) et que la PJP serait
un facteur précipitant d’aggravation de la pathologie chronique. Alors que certaines
études estiment la mortalité par PJP chez les patients infectés par VIH entre 7 et 10%
(97), d’autres études chez les non VIH estiment la mortalité a 10% chez les transplantés
rénaux (98) et jusqu’a 50% en cas de cancers (99). En revanche, chez les patients VIH,
I'épisode aigu de PJP est un caractere réversible et curable. De plus, les patients non VIH
ont de lourdes comorbidités avec une prise en charge différente qu'une restauration de
I'immunité par antirétroviraux chez les VIH. Cette prise en charge différente est souvent
méme facteur de risque de pneumocystose a cause de thérapies immunodépressives.
Une prévention chez les patients non VIH est donc également nécessaire pour les

pathologies qui n’ont pas de prophylaxie. La liste des pathologies reste a définir.

Une maladie/colonisation non immunisante et réversible :

Nous avons eu au cours de notre étude plusieurs patients dont la qPCR était négative
avant de se positiver, que ce soit pour des patients PJP+ (5 patients) ou PJP- (8 patients).
Nous avons également eu des patients qPCR+ qui se sont négativés au cours d’'une
nouvelle demande de qPCR. De méme certains patients avec antécédents de
pneumocystose sont redevenus qPCR+ qu’ils soient considérés PJP+ (5 patients) ou PJP-
(2 patients). Ces résultats suggerent que la pneumocystose n’est pas une maladie
immunisante et que les ‘rechutes’ seraient plus des réinfections que des réactivations de

la maladie (31,100).
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Forces et faiblesses de I'étude :

Choix du critére de référence :

Alors que d’autres études ont choisi comme critere de référence la microscopie par
immunofluorescence indirecte (55), la microscopie par coloration Giemsa, (101), la PCR
qualitative, nous avons choisi comme certaines études (57) un critere de référence basé
sur la décision du clinicien. Contrairement a certaines études ou on classait le diagnostic
en probabilité forte ou faible (56), le clinicien a pris la décision clinique de traiter le
patient ou non. Il a ainsi classé en PJP+ (maladie) ou PJP- (colonisation) selon des
arguments cliniques, biologiques, radiologiques, microscopiques et indépendamment du
seuil de CT. L’étude n’a pas impacté l'avis clinique du praticien quant a sa pratique
médicale. Chaque dossier suspect était réexaminé a posteriori et il y a eu peu de
diagnostics PJP+ ou PJP- réfutés a posteriori. De plus, les dossiers réfutés ont été
analysés selon leur nouveau diagnostic. Par conséquent la décision clinique était un bon
critere de référence. Il peut toutefois étre remis en cause car réunissant un faisceau
d’arguments cliniques et paracliniques et non étre un examen permettant une réponse
dichotomique. La possibilité d’'un biais de recrutement était exclue car le critere

d’inclusion était biologique (qPCR positive) et non clinique.
Forces de I'étude :

L’inclusion s’est déroulée sur cinq ans et demi pour une pathologie rare avec
exhaustivité des cas de PJP+ dans la région de Nice. Il n'y a eu qu'un perdu de vue, et
nous avons retrouvé la totalité du statut vivant ou décédé, sauf chez deux patients PJP-.
La référence diagnostique était clinique et la méthode étudiée (qQPCR) était un examen
de routine déja en place au CHU de Nice. L’aveugle a permis d’éviter le biais d’évaluation

et a permis de maintenir une indépendance des résultats.

Faiblesses de I’étude :

[l y a une relative perte de puissance de I’étude causée par des données manquantes
(LBA sans CT), et I'impossibilité d’'utiliser les prélevements autres que LBA. De ce fait
méme si les résultats sont significatifs, nous avons des intervalles de confiance assez

larges. Nous aurions pu exclure les prélevements autres que LBA mais il nous a apparu
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intéressant d’étudier les caractéristiques de la population qPCR+ et de la population
PJP+. 1l était intéressant de noter que ces populations étaient lymphopéniques avec
différents types d'immunodépression, et que seul le statut VIH et le rapport CD4/CD8
<0,1 ressortaient en facteur de risque. Par manque de puissance probablement, le
rapport CD4/CD8<1 ne ressortait pas. De méme nous avions des sous-groupes avec

effectifs faibles (VIH+/PJP+ par exemple) pouvant aussi induire une perte de puissance.

Validité externe :

Les conditions de I'étude avec I'absence d’influence des résultats sur la prise en charge
clinique des patients, I'exhaustivité des cas de PJP+ dans la région de Nice, I'analyse des
gPCR+ en PJP- lorsque le diagnostic de pneumocystose était réfuté, permettent de
penser que la validité externe est bonne et que les résultats de cette étude sont

extrapolables a des conditions réelles de diagnostic.

Puissance et implications pratiques :

Du fait de sa pratique quotidienne dans les laboratoires, la qPCR est désormais un outil
d’aide au diagnostic de PJP. Elle pourrait faire partie de I’arbre décisionnel de cette
pathologie car ces CT permettent de distinguer des valeurs en faveur d'une colonisation
ou d’'une maladie. Elle serait méme une aide au diagnostic en cas de microscopie

négative.
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Conclusion

Cette étude montre une réelle différence statistique des seuils de CT entre patients PJP+
et PJP- ainsi qu’entre les patients VIH et non VIH du groupe PJP+, en prenant comme
référence la décision clinique du praticien prenant en charge le patient avec une qPCR
positive. Les seuils définis sont toutefois a manipuler avec précaution et la présomption
clinique reste la décision du praticien. La qPCR est une aide précieuse pour le diagnostic
de PJP car elle quantifie des seuils pour distinguer la colonisation de la maladie, d’autant
plus si on connait le statut sérologique du patient concernant le VIH. La microscopie en
cas de positivité reste par sa spécificité I'examen de référence mais la qPCR en cas de
microscopie négative permet d’orienter le clinicien pour la conduite a tenir. De méme la
qPCR permet de connaitre des patients colonisés qui dans un contexte

d'immunodépression sont a risque d’exacerbation de pathologies pulmonaires autres.
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Résumeé

Titre : Evaluation diagnostique et intérét en pratique clinique de la PCR temps réel pour
différencier colonisation et maladie chez des patients avec PCR positive a Pneumocystis

jirovecii: une étude prospective monocentrique.

Introduction :
Distinguer colonisation de la maladie chez des patients avec qPCR positive en établissant
des valeurs de cycle de seuil (CT) dans un échantillon de patients avec qPCR positif a

Pneumocystis jirovecii.

Matériel et Méthode :

Tout prélevement positif a qPCR Pneumocystis jirovecii fut inclus dans une étude
prospective monocentrique entre avril 2008 et octobre 2013. Les données
complémentaires (age, sexe, antécédents médicaux, traitements au long cours, sérologie
VIH, lymphocytémie...) ont été recueillies dans le logiciel CLINICOM®. La décision
clinique, les traitements entrepris, les résultats d’examens paracliniques ont été
recherchés. Pour I’étude des cycles de seuil, seuls les prélevements LBA avec CT ont été
inclus. Deux groupes malades (PJP+) et colonisés (PJP-) ont été étudiés en critere
principal et deux sous-groupes (VIH et non-VIH) ont été étudiés a partir du groupe PJP+

en critére secondaire.

Résultats :

Nous avons inclus et analysés 225 patients avec qPCR positive, dont 116 LBA avec CT
(53 PJP+ et 113 PJP-). Parmi les 53 PJP+, il y avait 19 VIH et 34 non VIH. L’échantillon
gPCR+ était lymphopénique (médiane=1000; IQR [600; 1700]) avec une différence
significative entre les patients PJP+ (800 ; IQR [500; 1300]) et les patients PJP- (1100 ;
IQR [700; 1800]), p=0,03. 1l y avait une différence de distribution pour les patients PJP+
parmi les services (p=10-4) et pour les comorbidités (p=10-4) mais seule la comorbidité
VIH ressortait en régression logistique multivariée (p=0,037); de méme un rapport
CD4/CD8<0,1 était associé a un facteur de risque de PJP+ (OR=6,31; 1C95% [1,92,
20,76], p=0,002). Le groupe PJP+ avait une charge virale plus élevée que le groupe PJP-
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(5,71 log10; IQR [5,31 log10; 5,91 log10] vs 4,73 log10; IQR [3,81 logl10; 5 log10],
p=0,01). Au niveau des CT les valeurs de cycles de seuil étaient significativement
différentes, les seuils du groupe PJP+ étant plus bas (28 ; IC95% [26; 30]) que ceux du
groupe PJP- (35 IC95% [34 ; 36], p<0,01). De méme dans les sous-groupes VIH et non
VIH de I’échantillon PJP+ les seuils étaient significativement différents, les valeurs de seuils
du sous-groupe VIH étant plus basses (24,5 ; 1C95% [21,8;27,5]) que celles du sous-
groupe non VIH (30,5 ; IC95% [28,0; 32,8]), p=0,004. Nous avons pu déterminer des
valeurs de CT pour une sensibilité de 80% et une spécificité de 80% en fonction de la
connaissance du statut sérologique du malade : en cas de statut VIH inconnu ou statut
séronégatif, une CT<31 étant en faveur d’'une maladie et une CT>35 en faveur d’une
colonisation ; en revanche pour un statut VIH séropositif une CT<27 était en faveur
d’'une maladie et une CT>30 en faveur d’'une colonisation. Les survies entre PJP+ et PJP-
n’étaient pas significativement différentes alors que la survie entre VIH+ et VIH- du

groupe PJP+ était significativement différente (p=0,02) en faveur des patients VIH+.

Conclusion : cette étude a permis I'obtention de valeur de CT pour distinguer
colonisation de la maladie entre patients séropositifs et séronégatifs pour le VIH dans le
diagnostic de pneumocystose et pourra étre utilisé par le clinicien comme aide

complémentaire au diagnostic de cette pathologie.

Mots-clefs : Pneumocystose, quantitative Polymerase Chain Reaction, Cycle de Seuil

(CT), Virus de 'lmmunodéficience Humaine, Colonisation, Maladie.
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