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1. Introduction

La pneumocystose (PCP) est une infection opportuniste redoutable atteignant des
sujets immunodéprimés. Elle est causée par un champignon appelé Pneumocystis jirovecii
(PJ). Historiquement cette pathologie était principalement associée a I'épidémie du virus
de l'immunodéficience humaine (VIH). Dans les pays industrialisés et depuis le
développement des anti-rétroviraux, les cas de PCP liés au VIH sont désormais moins

fréquents que ceux des patients non sidéens (1).

Cette derniere population appelée non-VIH (NVIH) est tres hétérogéne et regroupe
des patients atteints de cancers solides sous chimiothérapie, des patients greffés
d’organes solides, des patients atteints d’hémopathies pouvant parfois étre greffés de

moelle et des sujets atteints de maladies auto-immunes et inflammatoires (MAI).

Il existe des prophylaxies médicamenteuses tres efficaces contre la pneumocystose,
notamment par Trimethoprime/Sulfamethoxazole (TMP/SMX) (2). La balance bénéfice-
risque ne semble toutefois pas en faveur d’une prescription systématique chez tous les
patients immunodéprimés (3). Des recommandations consensuelles et solides pour la
prescription de prophylaxie chez les patients VIH existent. Ces recommandations sont
basées sur le taux de CD4 qui permet de quantifier de facon reproductible le niveau
d’'immunodépression au cours du VIH (4). Des recommandations pour les patients greffés
d’'organe et atteints d’hémopathies ont également été publiées et intéegrent
essentiellement la durée et le type d'immunosuppression induite (5)(6). En revanche, il
n’existe pas a I’heure actuelle de recommandations claires concernant les patients atteints
de MAI Des propositions calquées sur les pratiques dans le VIH a partir des taux de
lymphocytes et de lymphocytes CD4 ont été suggérées pour sélectionner les patients
candidats (7). Malheureusement les études sont rares et comprennent de faibles effectifs,

aboutissant a des résultats parfois contradictoires.
Nous avons choisi d’étudier le taux de CD4 et de lymphocytes totaux chez les

patients atteints de MAI ayant développé une PCP afin de savoir si ces biomarqueurs

pouvaient guider la prescription d’'une prophylaxie dans cette population de patients.
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2. Généralités

2.1. LA PNEUMONIE A PNEUMOCYSTIS JIROVECII

2.1.1. Historique et taxonomie

La pneumocystose n'a pas toujours été classée comme une infection fongique. Au
moment de sa premiere description en 1909, Pneumocystis avait été rattaché au genre des
Trypanosomes. Carlos Chagas puis Antonio Carinii croyaient alors décrire un nouveau
stade du cycle de Trypanosoma Cruzi. Trois ans plus tard en 1912, le couple Delanoé
décrivait un agent infectant les poumons de rats qu'ils nommerent Pneumocystis carinii.
Pneumocystis qui restera d'ailleurs rattaché aux protozoaires jusqu'en 1988, Edman
démontrant a cette époque grace a des études génomiques son appartenance au genre

champignon (8).

Toutefois ce champignon présentait des propriétés inhabituelles pour le genre,
comme l'absence apparente d'ergosterol dans sa membrane lui conférant une résistance
a l'amphotéricine B, ou la synthese de novo des folates a partir de l'acide para-
aminobenzoique (9). Cette derniere caractéristique expliquant d'ailleurs la sensibilité de

PJ au triméthroprime-sulfaméthoxazole.

Du fait d'un aspect identique en microscopie optique, on a longtemps pensé qu'il
n'existait qu'une seule espece de Pneumocystis. Au total il semble que le genre
Pneumocystis comprennent finalement cinq especes : P. jirovecii chez 'homme, P. carinii
et P. wakefieldiae chez le rat, P. murina chez la souris et P. oryctolagi chez le lapin. Les
sous-types de Pneumocystis different en fait fortement sur un plan génétique, antigénique
ou structural et ne semblent pas transmissibles entre hdétes d’especes différentes,

permettant de rejeter '’hypothese d’'une zoonose (10)(11).

Désormais, le pathogéne responsable de la PCP humaine porte le nom de
Pneumocystis jirovecii, en hommage a Otto Jirovec qui fut le premier a décrire la PCP
humaine en 1952 (12). Le terme de Pneumocystis carinii tend a étre abandonner chez
I’homme, la nomenclature faisait tout de méme récemment encore débat chez les

spécialistes de la question (13).

12



La forme infectante n'est toujours pas clairement déterminée (14). Pneumocystis
est généralement isolé au niveau pulmonaire dans l'alvéole mais d'autres organes
peuvent étre plus rarement touchés comme la rate, les ganglions lymphatiques, la moelle
osseuse ou le foie. C'est un pathogene extracellulaire mais lorsqu'il envahit 1'alvéole
pulmonaire, Pneumocystis provoque une nécrose des pneumocytes de type I et de
'épithélium alvéolaire entrainant une augmentation de la perméabilité capillaire
conduisant a un cedéme (15). Cette agression entraine par la suite un épaississement des
cloisons alvéolaires et un afflux de macrophages et d'éosinophiles. Pneumocystis existe

sous plusieurs formes au cours de son cycle (16).

Du fait de son ancienne classification en temps que parasite, les termes
mycologiques et parasitologiques cohabitent encore dans la littérature pour décrire les
stades évolutifs de Pneumocystis résumés en Figure 1. Les formes végétatives (terme
mycologique) sont encore appelées couramment trophozoites. Elles sont de morphologie
et de tailles variées (2 a 12 um) et pourvues de filopodes qui sont des élongations qui leur
permettent de s’accrocher aux pneumocytes de type I. Les prékystes également appelés
sporocytes, sont de plus petite taille et de forme ovoide. Ils sont formés a partir de grands
trophozoites. Ce sont d'abord des cellules mononuclées puis plurinuclées. Trois stades
sont individualisables (précoces, intermédiaires et tardifs) en fonction du nombre de
noyaux et de la structure de la paroi. Les kystes matures (le terme mycologique équivalent
est asque) sont probablement les agents infectants. Ils liberent des corps intra-kystiques

qui ont la capacité d'évoluer en trophozoites (17).
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Figure 1 : Cycle de vie de Pneumocystis jirovecii

Les deux formes prédominantes de P] sont la forme kystique et la forme trophique.
On suppose qu'il existe deux formes de reproduction de P] : un cycle asexué par
division des formes trophiques (a) et un cycle sexué (b) avec 3 stades
intermédiaires kystiques contenant 2, 4 puis 8 noyaux quand il devient un kyste
mature. Il est supposé que lorsqu’un kyste mature se rompt, il libére des noyaux
qui peuvent avoir une croissance végétative ou se conjuguer pour former un pré-
kyste diploide. Adapté de Thomas et al. (17)

2.1.2. Epidémiologie

Les premieres observations de pneumocystose humaine ont concerné
essentiellement des populations d’enfants dénutris dans la période de I'apres-guerre
(18). En juin 1981, la survenue de 5 cas groupés de PCP est rapportée a Los Angeles par
les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dans leur rapport hebdomadaire de
morbi-mortalité (19). 1l s’agissait de patients homosexuels masculins particulierement
immunodéprimés avec une lymphopénie CD4 profonde en lien avec une infection par le
virus du VIH, qui sera isolé quelques années plus tard. Ces cas vont par la suite se
multiplier et marquer le début de la pandémie mondiale de VIH. Au milieu des années
1990, la PCP va considérablement reculer chez ces patients grace a l'arrivée des
traitements anti-rétroviraux. En France elle reste encore la manifestation la plus
fréquente de la phase SIDA avec la tuberculose (377 PCP sur 1510 cas de SIDA déclarés a
I'Institut de veille sanitaire en 2010 (InVS) soit 25%).
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Les progres des chimiothérapies anti-cancéreuses, 'augmentation de I'incidence
des hémopathies malignes, des greffes de moelle osseuse et d’organes solides ainsi que
I'augmentation des traitements immunosuppresseurs pour les MAI ont fait émerger de
nouveaux facteurs de risque de pneumocystose chez des patients historiquement peu
concernés par cette maladie. Le nombre absolu de PCP dans la population non VIH n’est
pas connu et il n’existe pas encore de systeme national de déclaration pour ces
populations. Une étude récente menée a Lyon entre 2005 et 2013 traduit bien ce
renversement dans I'épidémiologie de la PCP avec une diminution des cas liés au VIH et

une augmentation croissante des cas chez les patients non infectés par le VIH(1).

2.1.3. Transmission et colonisation

Pneumocystis jirovecii (P]) est particuliéerement adapté a son hote humain et des
formes de colonisation ont été mises en évidence grace aux techniques de PCR y compris
chez des sujets immunocompétents (20). La prévalence chez les adultes sains reste tout
de méme tres faible, allant jusqu'a 20% dans certaines études (21). Des populations sont
plus a risque de colonisation notamment les patients atteints de MAI (22). On retrouve
également des colonisations chez les patients atteints du VIH, d'une maladie pulmonaire
chronique obstructive (30 a 50%), de diabete, d’hémopathies, de sarcoidose (23). Il
semble méme que le personnel hospitaliser exposé a PJ soit plus fréquemment colonisé

et puisse participer a la contamination des patients (24).

On connait encore trés imparfaitement les conséquences d'une colonisation a PJ
qui pourrait entretenir un état inflammatoire favorisant la progression de maladies

respiratoires chroniques voire jouer un réle dans la mort subite du nourrisson (23).

L’origine de l'agent pathogéne au cours des pneumocystoses aigilies n’est pas
totalement élucidée. Des études sérologiques montrent que deés I'dge de 4 ans, 2/3 des
enfants sains ont développé des anticorps spécifiques dirigés contre P/ (25). Cela pourrait
indiquer que la pathologie se développe a partir d'une réactivation d’une infection acquise
dans l'enfance. Mais l'expérience de patients contractant a plusieurs reprises une
pneumocystose avec des souches différentes laisse penser qu'une contamination de novo

est possible (26). Cette hypothese a été confortée par de récentes épidémies de
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pneumocystose au sein d'unités d’oncologie et de transplantation rénale. L’analyse
génotypique des souches de PJ a partir du cas index était en faveur d’'une transmission
interindividuelle (27)(28). De plus, de 'ADN de PJ a pu étre identifié dans I'air circulant

autour de patients colonisés, rendant la contamination aérienne plausible (29).

La transmission interindividuelle est désormais I’hypothése la plus admise pour
expliquer les infections. Les patients colonisés pourraient jouer le réle de réservoir de PJ.
Méme si la forme pathogeéne n’a pas encore été isolée et qu'aucune recommandation
n’existe a ce sujet, il parait raisonnable d’isoler sur le plan respiratoire les patients atteints

de pneumocystose afin d’éviter une propagation de la maladie (30).

2.1.4. Présentation clinico-radiologique des pneumocystoses du patient

non-VIH

2.1.4.1. Pneumocystose pulmonaire

La pneumocystose pulmonaire n’a en général pas de présentation caricaturale et il
faut savoir I'évoquer systématiquement devant une dyspnée fébrile chez un patient
immunodéprimé étant donné la gravité du pronostic. La toux est retrouvée dans 50 a 80%
des cas, la dyspnée dans 75 a 90% des cas et '’hyperthermie dans 60 a 90% (31).

L’évolution est parfois insidieuse et trainante comme au cours de l'infection par le
VIH, mais généralement elle a le masque d’'une pneumopathie interstitielle hypoxémiante
évolutive en 7 a 14 jours. Le délai médian diagnostique par rapport au début des
symptdmes est d’ailleurs de 35 jours chez les patients infectés par le VIH contre 5 jours

chez les patients séronégatifs (32).

Sur le plan radiologique les patterns sont similaires chez les patients VIH ou non
VIH avec un aspect de verre dépoli bilatéral de distribution hétérogene (« patchy ») et
principalement périphérique. Une évolution vers la condensation est possible (33). Les
barotraumatismes sont particulierement redoutés en réanimation avec la survenue de
pneumothorax et pneumomédiastin particulierement déléteres (34). Les atteintes
unilatérales, nodulaires ou cavitaires sont exceptionnelles et doivent faire avant tout faire

évoquer des diagnostics différentiels chez des patients aux comorbidités multiples
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(35)(36). Les lésions kystiques ne sont pas décrites chez les patients non VIH. La
radiographie de thorax est sans anomalie décelable dans environ 40% des cas mais on

considere qu’'un scanner totalement normal permet d’exclure le diagnostic (33).

2.1.4.2. Formes extra-pulmonaires

Pneumocystis jirovecii est un champignon a tropisme respiratoire. Les atteintes
viscérales sont exceptionnelles et secondaires a une dissémination hématogene. Ces
formes sont essentiellement diagnostiquées au cours de l'infection par le VIH et
notamment lorsque la prophylaxie est réalisée avec des aérosols de Pentamidine. Tous les
organes peuvent étre potentiellement atteints, mais la localisation splénique est la plus
fréquente. Des abces hépatiques, rénaux, pancréatiques, du systéme nerveux central, des
thyroidites voire des localisations cutanées ou muqueuses ainsi que des formes pseudo-

tumorales digestives ont été rapportées (37)(38).

2.1.4.3.  Facteurs pronostiques

La mortalité au cours de la pneumocystose chez les patients non-VIH est nettement
plus sombre qu’au cours du VIH. Dans I’étude de Roux et al. menée de 2007 a 2010 dans
17 hopitaux universitaires francais, les auteurs retrouvaient une mortalité globale de
27% pour les pneumocystoses des patients non infectés par le VIH, contre 4% pour les
pneumocystoses liées au VIH (39). Dans les critéres de cette étude, les pneumocystoses
uniquement documentées par PCR étaient exclues. Les raisons invoquées pour expliquer
cette différence majeure de pronostic étaient: une évolution plus rapide avec un
diagnostic parfois difficile, des comorbidités plus lourdes, un déficit immunitaire moins
réversible qu’au cours du VIH et une réaction inflammatoire plus intense au niveau

pulmonaire.

Dans une autre étude rétrospective menée au CHU de Rennes dans un service de
réanimation de 1990 a 2010, la mortalité des pneumocystoses chez les non-VIH s’élevait
a 52,9%, et méme 80,9% en cas d’intubation orotrachéale, et jusqu’a 86,8% en cas de

syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA)(40). Une analyse plus exhaustive de la
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littérature permet de retrouver d’autres facteurs de risque de mauvais pronostic comme
les scores de sévérité en réanimation, la présence d’un état de choc, le recours a une
intubation oro-trachéale, I'importance des signes cliniques au diagnostic, la présence d’'un
SDRA (40)(41)(42)(43)(44). Ces facteurs ne sont pas modifiables et traduisent
simplement la gravité du patient, a I'exception du délai diagnostique et de mise en route

d’un traitement curatif (39).

Au vu du pronostic excessivement sombre des pneumocystoses chez les patients
non-VIH, la nécessité d’'un diagnostic précoce (et donc de l'usage de la PCR) et d’'une

caractérisation des populations cibles pour la prophylaxie apparaissent capitales.

2.2. STRATEGIE DIAGNOSTIQUE AU COURS DE LA PNEUMOCYSTOSE

Le diagnostic des PCP est difficile a faire au cours des MAI En plus d’une présentation
clinique peu spécifique, le diagnostic microbiologique est un challenge. En effet, l1a charge
fongique est faible chez ces patients et PJ est un organisme non cultivable de fagon simple
(45)(46). Cette difficulté diagnostique est un enjeu important car le retard a I'initiation du

traitement est un facteur pronostique majeur.

2.2.1. Echantillons biologiques

L’étude d’'une expectoration directe ou induite a la suite d'un aérosol de sérum salé
isotonique permet parfois d’isoler le pathogéne. Sa sensibilité est moindre par rapport a
celle du lavage broncho alvéolaire (LBA) mais cette stratégie est moins invasive et sans
risque pour le patient. Il est possible de répéter le recueil des expectorations afin

d’augmenter la sensibilité de cet examen.

Dans le cadre des pneumopathies de I'immunodéprimé, la fibroscopie bronchique
avec lavage broncho alvéolaire est une technique d’intérét. Elle permet de recueillir des
prélévements en quantité suffisante pour la recherche de diagnostics différentiels (47).
Elle est plus sensible que I’expectoration induite pour la détection de Pneumocystis (48).
Il existe cependant un risque potentiel d’aggravation des patients apres la réalisation d'un
LBA méme si les complications semblent minimes (49). La biopsie pulmonaire n’a plus sa

place en dehors d’exceptionnelles formes granulomateuses (50).
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2.2.2. Méthodes directes

2.2.2.1. Meéthodes de coloration

La coloration de May Griinwald Giemsa (MGG) permet de visualiser les formes
végétatives et intrakystiques de Pneumocystis au sein d’amas spumeux éosinophiles. En
revanche, elle ne permet pas de colorer la paroi des kystes. En cas de faible inoculum
fongique, il est souvent difficile de visualiser le pathogéne, une seconde technique doit
étre alors utilisée pour visualiser la paroi des kystes. La plus fréquemment utilisée est le
Gomori-Grocott (GG) colorant par imprégnation argentique. D’autres techniques
notamment le bleu de toluidine sont performantes. On peut alors visualiser des images
aux contours sombres avec un aspect en nid d’abeille. Ce sont des techniques délicates qui
nécessitent une bonne expérience de la part du laboratoire. Elles permettent d’affirmer
avec certitude le diagnostic de pneumocystose, la spécificité étant de 100%, en revanche
la sensibilité chez le non-VIH du fait d'un inoculum plus faible est tres inférieure a celle

des patients VIH (51).

Figure 2 : Kystes de P] visualisés a partir d'un LBA par coloration de Gomori-
Grocott_(grossissement x1000). Image issue de Mu et al. (34).

2.2.2.2. Immunofluorescence (IF)

Le pathogene peut étre mis en évidence par IF directe en utilisant des anticorps
spécifiques (notamment de la paroi de PJ) couplés a un fluorochrome puis révélés en

microscopie a fluorescence. Plusieurs kits commerciaux sont disponibles et présentent
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une meilleure sensibilité que les méthodes de coloration, tout en conservant une
excellente spécificité (52). L’IF a cependant certains inconvénients : c’est une technique
longue a réaliser et couteuse qui nécessite d’avoir un recrutement important afin
d’utiliser les réactifs avant leur péremption, I'opérateur doit étre suffisamment entrainé
pour détecter au sein de la fluorescence résiduelle les kystes de Pneumocystis (53). Elle

n'est pas réalisée en routine au CHU de Bordeaux.

2.2.3. Méthodes indirectes

2.2.3.1. Béta-D-glucane

Le Béta-D-glucane (BDG) est un composant de la paroi de Pneumocystis jirovecii
ainsi que de nombreuses autres especes fongiques. Il peut se doser dans le sang et
augmente en cas de PCP. Une méta-analyse publiée en 2013 retrouvait une sensibilité de
94% et une spécificité de 86% (54). Toutefois ce marqueur se retrouve dans d’autres
infections fongiques comme l'aspergillose ou les candidémies qui peuvent survenir chez
le méme profil de patients immunodéprimés. Le BDG peut se positiver également en cas
de bactériémie, de dialyse, de perfusion d'albumine ou d'immunoglobulines. Ainsi, malgré
son excellente sensibilité, 1'utilisation de ce test est limitée par un manque de spécificité.
Du fait d’'une excellente valeur prédictive négative (98,5%), les recommandations ECIL
(European Conference on Infections in Leukaemia) préconisent son utilisation avec un
grade A-Il quand un prélévement respiratoire n’est pas réalisable afin d’éliminer une PCP.
Il pourrait potentiellement permettre de différencier colonisation et infection en fonction

du seuil utilisé (55).

2.2.3.2. Méthodes de PCR

La mise au point en 1990 de méthodes de détection par PCR a révolutionné
I'approche de la pneumocystose (56). La PCR a apporté un formidable gain en sensibilité,
avec une spécificité toutefois relativement faible, estimée a 59% lorsque le diagnostic de
certitude est établi par une méthode directe (57). La sensibilité est variable selon le type
de prélevements et le type de patients. Des études retrouvent des sensibilités pour les

expectorations et le LBA respectivement de 80 et 100% chez les patients VIH, de 86 et
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97% chez des transplantés d’organe solide, 100 et 95% chez des patients ayant un cancer

et 100% et 98% chez d’autres types de patients immunodéprimés (58).

Fréquemment la PCR est la seule documentation pour les pneumocystoses des
patients atteints de MAI. Mais la simple positivité d'une PCR Pneumocystis ne permet pas
de poser le diagnostic de pneumocystose. La colonisation chez les patients atteints de MAI
est en effet fréquente (22). Elle I'est probablement davantage chez les patients
lymphopéniques ou sous corticothérapie prolongée plus a risque de pneumocystose
également (59). Pour porter le diagnostic de pneumocystose, I'analyse précise du terrain

et du tableau clinico-radiologique associés reste essentielle.

Depuis 2002, des méthodes de PCR quantitative en temps réel (QPCR) ont été
développées (60). Le principe est une amplification de séquences d’ADN faiblement
représentées mais trés spécifiques (ADN mitochondrial, géne de la dehydrofolate
reductase...) permettant d’améliorer la sensibilité de la technique. Ces techniques
permettent la détermination d’un cycle seuil (CT pour Cycle Threshold) L’utilisation d'un
étalonnage par une gamme de concentrations connues permet alors une quantification de
I’ADN de PJ. Il semble que la concentration d’ADN de Pneumocystis jirovecii mesurée par
RT-PCR quantitative soit plus élevée chez les patients ayant une pneumocystose que chez
les patients colonisés. La détermination d’un seuil pourrait ainsi permettre de distinguer
colonisation et infection (61). Malheureusement, ce seuil n'est pas encore consensuel du
fait d'un manque de standardisation des techniques, certains centres utilisant encore

régulierement des kits « maison ».

Au CHU de Bordeaux, la détection de P/ par une PCR quantitative en temps réel
(gPCR) commercialisée a été mise en place en janvier 2013 remplacant la PCR «maison»
pré existante. Les travaux de Issa et al. présentés a 'ID-Week 2017 et reprenant les cas de
pneumocystoses et de colonisations au CHU de Bordeaux retrouvaient une sensibilité de
77% en utilisant comme seuil optimal 10100 copies/ml. De plus, comme le souligne les
travaux d'Azoulay et al., 1a valeur prédictive négative de la PCR est grande, méme pour
des prélévements obtenus sans fibroscopie (51). Il parait donc raisonnable d'écarter le
diagnostic de pneumocystose devant une PCR négative sur un prélévement de bonne

qualité.
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Figure 3 : Stratégie diagnostique de la PCP, adaptée des recommandations ECIL
2016 (52)

2.3. IMMUNITE ANTI-PNEUMOCYSTIS

Méme s'il existe un questionnement autour de I'impact de la colonisation chez
I'immunocompétent, la pneumocystose est avant tout une pathologie de
I'immunodéprimé. Si les déficits cellulaires en lymphocytes T-CD4, notamment au cours
de l'infection par le VIH, semblent les plus a risque, les expériences récentes de
pneumocystoses survenues chez des patients sous thérapies immunosuppressives ou
atteints de déficits immunitaires monogéniques ont permis d'affiner les connaissances
sur la réponse immunitaire anti-Pneumocystis. 1l a par ailleurs été évoqué que le systéme
immunitaire puisse étre a 'origine de réponses inflammatoires pathologiques induisant
d'importants dommages pulmonaires responsables du pronostic sévere de cette

pathologie chez les patients atteints de MAL
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2.3.1. Enseignements et perspectives a partir de l'étude des déficits

immunitaires

Le réle prépondérant des lymphocytes T est bien confirmé par la fréquence des
pneumocystoses chez les patients atteints de déficits immunitaires combinés séveres
(SCID) ou de lymphopénies CD4 idiopathiques (62)(63). Mais I'immunité humorale joue
probablement un réle plus important que ce que I'expérience du VIH ne laisse suspecter.
En effet, des cas de pneumocystoses ont été décrits chez des patients atteints
d’agammaglobulinémie liée a I’X (mutation de la Bruton Tyrosine Kinase). Ces cas sont
survenus principalement au diagnostic du déficit immunitaire suggérant un role
protecteur de 'immunité humorale (64). En effet la survenue de cas de pneumocystoses
était anecdotique apres l'initiation d’'une supplémentation en immunoglobulines chez ces

patients.

Par ailleurs, la pneumocystose est fréquente au cours des syndromes hyper-IgM qui
présentent une mutation du CD40 Ligand a l'origine de I'absence de swith isotypique
I[gM/IgG. Dans une série rétrospective de 79 patients, 48% avaient présenté une
pneumocystose au cours de leur suivi. Celle-ci était le plus souvent inaugurale, révélant le
déficit immunitaire et survenant avant 1'age de 2 ans (65). Le CD40 ligand est exprimé sur
les cellules T et est essentiel a la coopération B-T ainsi qu’a la commutation de classe des
immunoglobulines. Ainsi ce type de patients présente des taux élevés en IgM, et effondrés
en IgG, IgA et IgE. Le CD40 Ligand permet également la maturation des cellules
présentatrices d’antigéne, la stimulation des fonctions effectrices des macrophages et le

priming antigénique des lymphocytes T.

La pneumocystose a également été décrite au cours de déficit sur la voie NF-kB, au
cours de syndromes avec gain de fonction de sa voie inhibitrice IxB-a, de déficit en NF-kB
Essential Modulator (NEMO), du syndrome de Wiskott- Aldrich et aussi de déficit en CMH
de classe II (66)(67)(68)(69)(70). L’étude des déficits immunitaires permet d’avoir une
vision intégrative et moins centrée sur le role des CD4 et de saisir la complexité de la

réponse immune anti-Pneumocystis.
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2.3.2. Immunité innée

La réponse innée est la premiére ligne de défense. Elle intervient tout d’abord au sein
de I'alvéole pulmonaire afin de maintenir son intégrité. Plusieurs acteurs cellulaires sont

impliqués.

2.3.2.1. Les macrophages

IIs forment la premiere ligne de défense contre Pneumocystis. L'implication du
systéme immunitaire inné est encore incompletement comprise mais on sait que la
déplétion en macrophages alvéolaires chez le rat est a I'origine d’un défaut d’élimination
de Pneumocystis (71). Une corrélation inverse a d’ailleurs été mise en évidence entre le

nombre de macrophages et la sévérité de la pneumocystose (72).

Au cours des MAI notamment le lupus, il existe une altération globale du
fonctionnement des macrophages (73). La clairance des pathogenes au niveau

pulmonaire est ainsi diminuée chez ces patients (30).

La surface membranaire des macrophages est couverte de différents récepteurs,
notamment des Pattern Recognition Receptors (PRR) dont font partie les récepteurs au
mannose. Ces derniers reconnaissent des glycoprotéines de surface dont la Major Surface
Glycoprotein (MSG) (74). lls peuvent déclencher un mécanisme de phagocytose et étre a
'origine d'une activation de la voie NF-kB. Cette voie semble centrale dans la défense
contre Pneumocystis. Elle peut étre également amplifiée par l'activation des récepteurs
aux [-D-glucanes dont la dectine-1 qui fait partie de la famille des lectines (75). La
dectine-1 reconnait des sucres présents dans la paroi de Pneumocystis jirovecii comme le

-D-glucane.

L'activation de ce type de récepteurs produit une augmentation de la sécrétion de
MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein 2) et de TNF-a (Tumor Necrosis Factor a) via
une activation de la voie NF-kB (76). Les TLR (Toll-Like Receptors) macrophagiques
comme le TLR-2, peuvent également induire la production de cytokines pro-
inflammatoires (77). D’autres récepteurs membranaires macrophagiques sont impliqués

dans des voies de régulation, comme le Scavenger Receptor A (SRA) (78).
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2.3.2.2.  Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Leur role protecteur est moins évident, I'incidence de la pneumocystose au cours
des neutropénies méme prolongées reste d’ailleurs faible contrairement a d’autres
infections fongiques comme I'aspergillose ou la candidose (79). Un role délétere dans la
constitution des lésions inflammatoires qui font la gravité de la pneumocystose a été
évoqué apres la publications de plusieurs études retrouvant une corrélation entre le taux
de polynucléaires neutrophiles, d’'IL8 et la sévérité de I'atteinte pulmonaire (80)(81)(45).
Leur role a été étudié dans plusieurs modeles murins présentant des déficits quantitatifs
ou qualitatifs en neutrophiles (déficit en recrutement ou en capacité a produire des
especes réactives de I'oxygene). Toutes ces souris présentaient les mémes dommages
alvéolaires que les souris avec des neutrophiles fonctionnels (82). Le taux de neutrophiles
serait plutét un indicateur de la sévérité de la pathologie qu’'une cause directe de

dommage pulmonaire.

2.3.2.3. Les cellules dendritiqgues

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices de I'antigene les plus
efficaces de l'organisme. Au niveau pulmonaire, elles sont situées directement dans
I'alvéole ainsi qu’au contact des cellules épithéliales respiratoires (83). Hors contexte
d’'infection, elles sont présentes en faible quantité dans un état immature. Au cours d'un
challenge infectieux leur nombre augmente tres rapidement. Elles maturent notamment
au contact du (3-D-glucane qui induit I'expression de molécules de costimulation et elles
acquierent alors des capacités de présentation antigénique. La susceptibilité des
nouveaux nés pour la PCP pourrait étre expliquée en partie par I'immaturité des cellules
dendritiques a cet age (84). Elles sont a l'origine d’une orientation Th-1 grace a la
sécrétion de cytokines comme I'IL-13 et le TNF-a. Elles induisent également la
prolifération des cellules T via la molécule Fas (83) . Elles auraient au final un réle

protecteur dépendant du type d’exposition antigénique et du statut immunitaire de I'hote.
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2.3.3. Immunité adaptative

2.3.3.1. Leslymphocytes T CD4

La réponse immunitaire de '’hote au cours de la PCP résulte d’'une interaction
complexe entre les lymphocytes T CD4, CD8, les macrophages, les cellules dendritiques,
les neutrophiles ainsi que des médiateurs solubles. Parmi ces acteurs, les CD4 jouent un
role prépondérant qui a été soulevé au cours I'épidémie de VIH (85). En effet il existe une
corrélation inverse entre le taux de CD4 et la prévalence de la PCP chez ces patients.

Les modeles murins KO pour RAG 1 ou 2 (souris SCID) ou déplétés en CD4 démontrent
clairement que la perte des lymphocytes CD4 induit une susceptibilité accrue a la PCP

(86).

Les voies de différenciation prépondérantes au cours de la PCP ne sont pas
connues. La voie Th17 avec I'axe IL17-IL23 semble essentielle, son blocage conduit a une
susceptibilité accrue a la PCP (87). Des défauts de co-stimulation semblent suffisants pour
rendre une souris vulnérable a PJ. Chez des souris KO pour le récepteur CD28, la survie
de I'animal a l'infection se faisant au prix d’'une augmentation des taux d’IL10 et d'[FN-y
(interferon gamma) ainsi que d’un afflux de CD8 naives (88). Les auteurs supposent que
des déficits en molécules de costimulation pourraient se traduire par une dérégulation de
I'environnement cellulaire et cytokinique pouvant conduire a une susceptibilité a la PCP

en I'absence de lymphopénie CD4 (89).

Une sous-population particuliere des lymphocytes CD4+/CD25+/Foxp3+ appelés
T reg, possede un profil régulateur. Ces cellules ont la propriété de diminuer la
prolifération lymphocytaire, la production de cytokines et I'activité des lymphocytes CD4
et CD8 effecteurs (90). Le transfert adoptif de T reg chez des souris SCID infectées par
Pneumocystis permet une protection pulmonaire lorsque ces souris sont ultérieurement
repeuplées en CD4 effecteurs (91). Il a par ailleurs été démontré qu’au cours de l'infection
a Pneumocystis chez la souris immunocompétente, la perte des cellules T Reg secondaire
a I'administration d’un anticorps anti CD25+ était a 'origine de dommages pulmonaires
importants secondaires a une majoration de la production de cytokines Th2 (92). Elles
jouent donc possiblement un réle dans la constitution des lésions inflammatoires au cours

de la PCP chez les patients atteints de MAL
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2.3.3.2. Leslymphocytes T CD8

Le réole des CD8 est moins clair. IIs ont peut-étre un role délétére dans la
constitution des lésions pulmonaires. En effet les souris SCID ne développent que tres
tardivement, au cours de l'infection, des l1ésions pulmonaires significatives (93). Des
animaux déplétés en lymphocytes CD4 et CD8 développent la méme charge fongique que
les animaux déplétés en CD4 seuls et le transfert de lymphocytes CD8 sensibilisés a
Pneumocystis auraient méme plutét des effets déléteres inflammatoires (94). Il est
possible que ces 1ésions inflammatoires soient liées a augmentation des taux de TNF-
alpha, le blocage du récepteur au TNF permettant de corriger la situation chez ces mémes

animaux (95).

Cependant certaines équipes ont retrouvé que les CD8 pourraient contribuer a la
neutralisation du pathogene en fonction de leur phénotype cytotoxique. Il semble que le
phénotype Tc 1, qui est associé a un haut niveau de sécrétion d'IFN-y endogeéne soit
impliqué. En effet 'administration a haute dose d'IFN-y par aérosols ou par transfection
d’un gene lié a adénovirus peut permettre la clairance du pathogene y compris chez des
animaux déplétés en CD4. Ceci a été associé a une augmentation du recrutement des CD8
de polarisation Tc 1 produisant I'I[FN-y (96). Le transfert adoptif de lymphocytes CD8 Tc
1 chez des souris déplétées en CD4 conduit d’ailleurs a une augmentation de la clairance
de Pneumocystis par une majoration de l'activité des macrophages médiée par le GM-

CSF(97). Le transfert de CD8 Tc2 a un effet inverse (98).

Les CD8 Tc1 produisent au total plus de GM-CSF et moins de cytokine Th2 (IL4,
IL5, IL10 et IL13) que les CD8Tc 2 lorsqu’ils sont stimulés par des antigenes de
Pneumocystis. La dualité du role des CD8 est donc possiblement en lien avec des états de

polarisation alternatifs (99).

27



2.3.3.3. Réle des lymphocytes B

L’expérience acquise au cours de l'étude des déficits immunitaires B et de
pneumocystoses chez des patients traités par thérapie déplétive anti-CD20 (Rituximab) a
permis ces derniéres années de préciser I'importance du réle de ces cellules dans
I'immunité anti-Pneumocystis. Les données des modeles murins de PCP ont confirmé ces

suppositions.

En effet les cellules B ont de multiples casquettes et ce sont en premier lieu des
cellules présentatrices d’antigene. L’absence de molécule de CMH de classe Il a la surface
des cellules B conduit a un défaut d'immunité T CD4 et a une susceptibilité a la PCP
(100)(101). De plus, lorsque des souris sont traitées avec un anti CD20, il se produit le

méme effet avec une altération majeure de I'immunité cellulaire (102).

En plus des capacités de présentation antigénique, les lymphocytes B sont les
acteurs centraux de I'immunité humorale. Une immunisation précoce se met en place
dans la plupart des cas. En effet des anticorps sériques anti-Pneumocytis sont détectés
plus de 2/3 des enfants sains a I'age de 4 ans (25). Au cours d’'une pneumocystose, des
anticorps IgA et IgG sont produits et se complexent a Pneumocystis pouvant conduire a
une opsonisation ou a une activation du complément permettent d’éliminer le pathogene
(103) (75)(104). Des études montrent que les IgM reconnaissant la Major Surface
Glycoprotein (MSG) permettent une protection partielle en cas d'immunodépression
(105). Ceci est confirmé par I'administration intranasale d’IgM anti-Pneumocystis chez des
animaux infectés immunodéprimés (106). Des expériences de transfert passif avec
l'utilisation d’'un sérum anti-Pneumocystis ont aussi permis de diminuer la charge

fongique chez des souris SCID infectées (107).

Une immunisation active a également été mise en évidence. En effet des souris
déficientes en CD4 exposées de facon répétée a des antigenes de Pneumocystis, ont pu
résister a un challenge infectieux en produisant des IgG de haute affinité malgré la
déplétion CD4 (108). La vaccination a également prouvé son efficacité sur des modeles
animaux lorsqu’elle permet la production d’anticorps dirigés contre des antigénes de

surface de Pneumocystis (109)(110).
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Toutes ces études traduisent bien le role essentiel des cellules B tant dans la
présentation antigénique et l'activation CD4 que comme cellules effectrices via

I'immunité humorale.

2.4. TAUXDE CD4 ET DE LYMPHOCYTES AU COURS DE LA PNEUMOCYSTOSE

La lymphopénie est définie par un taux de lymphocytes circulants <1500/mm3
chez I'adulte. Les mécanismes et les étiologies pouvant étre a l'origine d’'une lymphopénie
peuvent étre nombreux et associés (insuffisance de production, exces de catabolisme,
séquestration, génétique, traitements...). Celle-ci est fréquemment rapportée au cours des
maladies auto-immunes et inflammatoires, mais les mécanismes sont finalement peu
compris (111). I est possible que la lymphopénie en elle-méme joue un role dans le
développement de I'auto-immunité en favorisant la sélection de clone auto-réactifs (112).
Bien évidemment une part de la lymphopénie est liée aux traitements (corticoides et

immunosuppresseurs) mais l'activité de la pathologie sous-jacente est souvent impliquée.

Il faut garder en mémoire que le taux de lymphocytes circulants n’est qu’'un
instantané et ne traduit pas directement le stock tissulaire en lymphocytes. D’autre part,
la population de lymphocytes CD4 est extrémement hétérogene et de nombreux sous-
types aux activités variées ont été isolés : mémoires, effecteurs (avec différents profils
Th1, Th2, Th17...) ou régulateurs. Ces sous-populations ne sont pas détaillées dans une

mesure standard de CD4.

2.4.1. Taux de CD4 au cours des maladies auto-immunes

C’est essentiellement au cours du lupus érythémateux systémique (LES) que la
lymphopénie a été étudiée. Ainsi on I'observe dans 15 a 82% des cas selon les études
(113). Elle fait d’ailleurs partie des criteres de classification ACR (American College of
Rheumatology) et SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics) lorsqu’elle
est inférieure a 1000/mm3 (114). Des lymphopénies totales plus profondes (<500/mm3)

s'observent dans environ 10% des cas et sont peut-étre a relier a des formes de lupus
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d’origine génétique ou associées a des déficits immunitaires primitifs (115). Les
mécanismes a |'origine de cette lymphopénie sont imparfaitement connus. On suspecte
un exces d’apoptose voire une activité cytotoxique liée a des anticorps anti-lymphocytes

dirigés contre des sphingolipides et des L-sélectines (116).

Peu d’études ont évalué la prévalence de la lymphopénie dans les rhumatismes
inflammatoires débutants. Une équipe britannique a rapporté une série de 66 patients
atteints de polyarthrite rhumatoide (PR) non traitée, 15% avaient une lymphopénie

persistante avec un taux médian de lymphocytes a 698/mm3 et de CD4 a 321/mm?3(117).

Au cours de la dermatomyosite, une étude menée dans le service de dermatologie
de I’hépital Saint-Louis a Paris retrouvait une lymphopénie globale chez 85% des patients
avant traitement, le taux médian de lymphocytes totaux était de 835/mm3 et de 382 /mm?3
pour les CD4 (118). La baisse des T-CD8 était la plus marquée, mais toutes les sous-
populations lymphocytaires B et T étaient concernées ce qui avait déja été constaté dans
d’autres séries (119). Le taux de lymphocytes totaux se corrigeait en quelques semaines
apres initiation d’un traitement par corticoides dans la majorité des cas ce qui allait en

faveur d’'un mécanisme lié principalement a I'activité de la maladie.

Au cours de la granulomatose avec polyangéite (GPA), une étude francaise menée
en 2000 sur 19 patients retrouvait un taux moyen de lymphocytes totaux de 836/mm3 au
diagnostic avant tout traitement. L’activité de la maladie corrélait avec la profondeur de

la lymphopénie (120).

2.4.2. Taux de CD4 au cours des maladies inflammatoires

Au cours de la sarcoidose, la lymphopénie est fréquente, pouvant toucher les CD4
avec un rapport CD4/CD8 toutefois normal voire augmenté. Il est possible que cette
baisse des CD4 soit secondaire a une séquestration au niveau des granulomes et que le
taux circulant ne reflete ainsi pas le stock tissulaire. Une inhibition périphérique
secondaire a une expansion de lymphocytes T régulateurs a aussi été évoquée (121)(122).
Une étude francaise menée en 1990 retrouvait un taux moyen de CD4 a 300/mm?3 (123).

La survenue d’infections opportunistes au cours de la sarcoidose est toutefois rare, seuls
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7 cas de PCP ont été rapportés dans la littérature. Toutes sont survenues sous
corticothérapie ou immunosuppresseurs (124). Les difficultés dans ce cadre nosologique
sont de ne pas méconnaitre un déficit immunitaire sous-jacent dans le cadre d’une
association avec une maladie granulomateuse, et de faire le diagnostic d’'une infection
opportuniste au cours d’'une pathologie avec des présentations cliniques parfois tres

polymorphes.

Au cours des maladies inflammatoires cryptogénétiques intestinales (MICI), on
retrouve réguliéerement une lymphopénie, surtout si la pathologie est sévere. Les
mécanismes sont multiples par excés de TNFa, d’endotoxines et par pertes digestives.
Dans la maladie de Crohn, la lymphopénie profonde est corrélée a un mauvais pronostic

et concerne 30% des patients qui nécessitent une chirurgie (125).

2.4.3. Taux de lymphocytes au cours de la PCP des MAI

Il y a finalement peu d’études ayant analysé le taux de lymphocytes et de CD4
spécifiquement au cours de la PCP chez les patients atteints de MAI. Malheureusement la
plupart des séries de la littérature sont hétérogenes car les patients sont regroupés dans
la catégorie dite « non-VIH ». De plus, les criteres diagnostiques de la PCP sont variables
et excluent souvent les PCP documentées uniquement par PCR. L’étude la plus citée dans
la littérature est celle de Mansharamani et al. publiée en 2000 a partir de l'analyse
rétrospective de 22 patients. Elle suggérait que le taux de CD4 puisse étre utilisé comme
biomarqueur pour sélectionner les patients non-VIH nécessitant une prophylaxie (7).
Cette étude ne comportait que 5 patients atteints de MAI et les criteres diagnostiques de

PCP n’incluaient pas la PCR mais I'IF qui manque de sensibilité.

Une méta-analyse publiée en juin 2016 a repris les données de 17 études
rétrospectives comprenant le taux de CD4 au cours de la PCP. Les données de 515 patients
étaient analysées. Pres de la moitié avaient une hémopathie, la proportion de MAI n’était
pas fournie, et les taux de CD4 étaient disponibles pour 221 des cas (42,9%). Un taux
inferieur a 200 CD4/mm?3 était retrouvé chez 73,1% des patients (126). Les données de
cette méta-analyse ont été reprises dans le tableau 1 et complétées, en précisant les

meéthodes diagnostiques, les taux de CD4 disponibles pour chaque étude et la proportion
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de patients atteints de MAL

On remarque ainsi une hétérogénéité majeure au sein de ces études. La plupart des
études utilisant la méthode PCR comprennent moins de 20% de patients atteints de MAL
La seule étude intégrant la méthode PCR avec une proportion de MAI >50% est I'étude
d’Enomoto et al. publiée en 2009, mais I'effectif était faible (11 patients atteints de MAI).
On remarque toutefois que la moyenne des CD4 était supérieure a 300/mm?3 dans cette

étude (329/mm3)(32).
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Tableau 1

cours de PCP chez les patients non-VIH. Adapté de Messiaen et al. (125).

La proportion de patients atteints de MAI est indiquée ainsi que les méthodes diagnostiques

utilisées et le taux de mortalité.
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2.5. EVALUATION DU RISQUE DE PNEUMOCYSTOSE AU COURS DES MAI

Les différentes analyses rétrospectives de séries de cas de PCP ont pu identifier
certains facteurs de risque de PCP au cours des MAIL On retrouve essentiellement la
lymphopénie (totale et CD4), la corticothérapie et les traitements immunosuppresseurs
(127). Les autres facteurs de risque isolés sont la présence d’'une hypoalbuminémie, d’'une
dénutrition, d'un age élevé, et la présence d'une atteinte pulmonaire sous-jacente
(128)(129)(130). 11 est cependant tres difficile d’évaluer la part respective de la
lymphopénie, du risque intrinseque de la pathologie de fond de celui lié a
I'immunosuppression iatrogene, dans l'appréciation du risque global de PCP. Il est
également difficile d’analyser un événement rare survenant au cours de pathologies qui
le sont tout autant. Il existe toutefois quelques études d’'incidence permettant une

appréciation du risque de PCP au cours des MAI

2.5.1. MAI a haut risque de pneumocystose

Parmi les pathologies les plus a risque figure la granulomatose avec polyangéite
(GPA). Dans des séries historiques, 'incidence annuelle de la pneumocystose au cours de
la GPA était tres élevée, située entre 8 et 12% (3)(131)(132). Dans I'étude de Fillatre et
al. publiée en 2015 (Figure 4), I'incidence retrouvée était bien plus faible, autour de 0,7%
(133). Mais dans cette population dont le haut risque est bien connu, la prophylaxie était
fréquemment prescrite, encouragée notamment par les recommandations de prise en
charge de 'EULAR (European League Against Rheumatism) (134). Il est a noter que la
prophylaxie est particulierement efficace chez ce type de patient : aucun cas de PCP chez
des patients sous prophylaxie n’a été décrit sur une série francaise rétrospective
comprenant 82 vascularites nécrosantes diagnostiquées au cours des quinze dernieres

années (135).

Chez les patients atteints de périartérite noueuse, I'incidence annuelle sur les
séries anciennes était estimée entre 6,5 et 12 % contre 0,935% pour I'étude de Fillatre et
al. (127)(131)(133). Encore une fois, la discordance entre séries anciennes et récentes est
probablement expliquée par la généralisation de la prescription de prophylaxie dans cette

population.
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Les dermatomyosites et autres myopathies inflammatoires sont également
considérées comme a haut risque de PCP avec une incidence annuelle a 2,7%,
probablement en raison de l'exposition importante aux corticoides (136)(137). Dans
d’autres séries, les incidences annuelles retrouvées étaient comprises entre 0,27 et 1,5%
(3)(127). Chez les patients atteints de myopathies inflammatoires, la PCP est I'infection

opportuniste la plus fréquente (137).

Cancer pulmonaire i 25
Sarcoidose | 3,0
Cancer du sein | B.1
Gougerot Sjogren | 10,0
Maladie de Horton 11,5
Pseudo-polyarthrite rhizc:umélique: 11,8
Lymphome de Hodgkin 12,0
Polyarthrite rhumatm’de- 248
Cancer primitif du systéme nerveux c::entral-

Maladie de Waldenstrém
Myélome multiple

Lymphome malin non hodgkinien
Leucémie lymphoide chronigue
Leucémie aigué
FPolymyosite [ Dematopolymyosite
Granulomatose avec polyangéite

Périariérite noueuse 93,2
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Incidence de la pneumocystose (pour 100 000 patients par an)

Figure 4 : Incidence de la PCP, d’apres Fillatre et al. (133)

2.5.2. MAI a faible risque de pneumocystose

La maladie de Horton et la pseudo-polyarthrite rhizomélique sont des pathologies
fortement exposées aux corticoides. Le risque évalué demeure toutefois faible (138). Dans
I'étude de Fillatre et al. les incidences annuelles observées étaient de 0,0115 a 0,118%

(133).

Au cours de la sarcoidose, malgré une corticothérapie fréquente, I'incidence

annuelle est encore plus basse car estimée a 0,003%(133).
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Au cours de la polyarthrite rhumatoide, MAl la plus fréquente, 'incidence annuelle
de la pneumocystose retrouvée oscille entre 0,020 et 0,130% (133)(127)(139). Cette
variation d’un facteur un a cing entre les séries est possiblement explicable par la variété
des traitements administrés au cours de la PR. Cette population bien qu’'exposée aux
corticoides regoit généralement des doses inferieures a 20mg/jour. Des cas groupés
similaires a ceux survenant dans les unités de transplantation rénale ont été décrits au

Japon (140).

Toutes les autres MAI, y compris le lupus sont généralement considérées a faible

risque tout comme les cytopénies auto-immunes (133).

Le bénéfice d'une prophylaxie systématique au cours des maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin a été évalué au cours de la maladie de Crohn. Devant la faible
incidence annuelle retrouvée (environ 0,01% dans I’'étude de Fillatre et al.) 'analyse du

risque ne plaide pas en faveur d’'une prescription systématique (141).

2.5.3. Risque lié a 'immunosuppression iatrogene

La PCP est rarissime chez les patients atteints de MAI sans traitement
immunosuppresseur ou corticoides préalables (127). Dans la plupart des séries
rétrospectives, on retrouve un traitement par corticoides dans environ 90% des cas
(142)(143)(41)(127). La corticothérapie est le seul traitement regcu pour 17 a 28% des
patients atteints de MAI (41)(127). La durée médiane de traitement avant la survenue
d’'une PCP est de 3 a 4 mois. Les PCP survenant dans le premier mois sont rares sauf peut-
étre au cours des dermatomyosites (144). La plupart du temps, la dose de corticoides est
supérieure a 15mg/jour. Il est malheureusement difficile d’étudier le risque de PCP liée a

la dose cumulative de CTC (145).

Un autre traitement considéré a haut risque est le Cyclophosphamide (CYC).
L’étude de Godeau et al. sur une série de patients avec GPA, montrait une association entre
la dose cumulée de CYC et le risque de PCP. Cependant, il n’y avait pas de significativité
retenue en analyse multivariée (145). Une méta-analyse chez des patients lupiques traités

par CYC retrouvait une incidence faible au cours du lupus de 0,1558% (146).
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[l n'y a pas d’étude évaluant le sur-risque lié aux autres immunosuppresseurs, mais
simplement des cas rapportés. Des PCP ont été diagnostiquées depuis de nombreuses
années au cours de PR sous faibles doses de méthotrexate parfois sans corticothérapie
associée (147)(148)(149). Sous Azathioprine (AZT) la majeure partie des cas rapportés
concernent des patients atteints de maladie de Crohn sévere traités avec une association
d’anti-TNFa, de corticothérapie et d’AZT (150)(151)(152). Le mycophénolate-mofétil
(MMF) est généralement considéré a faible risque, 10 cas ont été rapportés dans une série

chinoise (153).

Les biothérapies comme les anti-TNF ont souvent été incriminées, mais les études
divergent largement dans la littérature (154). Il semble exister une surreprésentation des
cas japonais (154). L'incidence de la PCP sous anti-TNF est en effet de 0,88% au Japon
contre moins de 0,001% en Amérique du Nord (155). L’observatoire RATIO colligeant les
infections opportunistes survenues chez les patients sous anti-TNF en France de 2004 a
2007 recensait 6 pneumocystoses (156). La plus grande série est américaine et provient
du registre de la FDA (Food and Drug Administration). Quatre-vingt cas ont été recensés
entre 1998 et 2003, principalement des PR traitées par méthotrexate et corticothérapie
(157).

Le risque de PCP sous Rituximab n’a pas été clairement évalué au cours des MAI.
De nombreux signaux d’alerte ont été émis ces dernieres années devant la survenue de
cas de PCP sous Rituximab, essentiellement chez des patients atteints d’hémopathies
malignes. L’ECIL, dans ses derniéres recommandations, préconise d’ailleurs une
prophylaxie systématique lors d'un traitement par Rituximab (6). Une étude plus
rassurante menée aux Etats-Unis a été publiée en 2016 par Baretto et al., retrouvant une

incidence a 1,58% chez les patients traités par R-CHOP pour un lymphome (158).

Une étude rétrospective réalisée au CHU de Poitiers entre 2006 et 2014 étudiant
les complications infectieuses survenant sous Rituximab au cours des MAI retrouvait 2
cas de pneumocystose. La prophylaxie anti-PCP n’était retrouvée dans cette série que
dans 39% des dossiers consultés (159). Au cours des anémies hémolytiques auto-
immunes (AHAI) traitées par Rituximab un seul cas de PCP était retrouvé apres méta-

analyse regroupant 409 patients traités par anti-CD20 (160). En ce qui concerne les
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autres biothérapies, d’arrivée plus récente sur le marché, une analyse de la littérature
retrouvait un seul cas survenue sous Tocilizumab, et aucun sous Anakinra, Ustekinumab

ou Abatacept (154).

2.6. PROPHYLAXIES

2.6.1. Etat des lieux des recommandations de prophylaxie au cours des MAI

Il existe des recommandations de haut niveau de preuve, basées sur des études
randomisées au cours de l'infection par le VIH. Ainsi une prophylaxie anti-Pneumocystis
doit étre proposée a tout patient infecté par le VIH ayant moins de 200 CD4/mm?3 et étre
poursuivie jusqu’a ce que ce taux soit >200/mm3 pendant une durée de 3 mois (4). Des
recommandations d’experts existent pour les pathologies hématologiques (ECIL) et pour

la greffe d’organe solide notamment rénale (6)(5).

Il n’existe a ce jour pas ou peu de recommandations concernant la prophylaxie de
la PCP au cours des MA], ce qui se traduit par une grande hétérogénéité de pratiques chez
les prescripteurs (161). Dans toute prescription médicamenteuse, il faut s'interroger sur
le rapport bénéfice-risque auquel est soumis le patient. Une méta-analyse publiée en 2007
concluait que la prophylaxie par TMP-SMX n’était acceptable que lorsque 'incidence de la
PCP était >3,5%, car une fois prescrit le TMP-SMX doit étre arrété pour effet secondaire
grave dans 3,1% des cas (162). Ceci revient finalement a ne prescrire une prophylaxie
qu’aux patients atteints de GPA ou de PAN. Les experts s’accordent d’ailleurs sur ces
dernieres indications et 'EULAR conseille une prophylaxie par TMP-SMX a tout patient
atteint de GPA traité par CYC ou Rituximab.

Une stratégie moins stringente a été proposée par ’American Thoracic Society qui
préconise une prophylaxie en cas de corticothérapie supérieure a 20mg par jour pendant
plus de 4 semaines, ce qui revient a traiter I'essentiel des patients atteints de MAI (163).

Des stratégies intermédiaires combinant plusieurs facteurs de risque ont été proposées
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et sont résumées dans le tableau 2. Les taux de lymphocytes et de CD4 y sont

fréquemment mentionnés avec des seuils variables.

La question de la durée est encore moins bien déterminée. Il est admis qu’il faut

poursuivre la prophylaxie tant que 'immunosuppression est maintenue (164).
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Tableau 2 : Stratégies de prophylaxie proposées dans la littérature, adapté de Tadros

etal (165)

2.6.2. Molécules utilisées en prophylaxie

Le traitement prophylactique de référence de premiere intention est le

Trimethoprime-Sulfamethoxazole (TMP-SMX). Son efficacité a été validée aussi bien au

cours du VIH que chez les patients atteints de MAI. Son efficacité est supérieure aux

aérosols de Pentamidine, a ’Atovaquone et la Dapsone au cours du VIH (166). Au cours

des MA], les aérosols mensuels de Pentamidine ont été comparés au TMP-SMX: 3 cas de
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PCP sur 18 patients sont survenus dans le groupe Pentamidine et aucun dans le groupe
TMP-SMX (167). Son spectre plus large lui permet également de couvrir d’autres
infections opportunistes comme la toxoplasmose. Il a également probablement un effet

sur le controle de I'activité de la GPA grace a son effet anti-staphylococcique (168).

La tolérance du TMP-SMX chez les patients atteints de MAI n’a malheureusement
pas été évaluée spécifiquement. La méta-analyse de Green et al, la plus citée dans la
littérature, rapporte un taux de 3,1% d'effets secondaires graves au cours de la
prophylaxie par TMP-SMX chez des patients non-VIH. Cependant, la population analysée
comporte plus d'un tiers de patients pédiatriques avec une leucémie aigue
lymphoblastique et tres peu de patients atteints de MAI (162). Chez ces derniers, la
tolérance est probablement différente. Il existe d’ailleurs un questionnement autour de la
possibilité de poussées lupiques induites par le TMP-SMX (169). La présence d’anti-RNP
a également été identifiée comme facteur de risque de réactions cutanées au TMP-SMX
(170). Les auteurs recommandent tout de méme le TMP-SMX en premiere intention. Un
schéma d’introduction a doses progressives a été évaluée et permettrait de diminuer la
fréquence des effets secondaires (171). Les modalités d’administration classiques du
TMP-SMX sont soit une administration quotidienne d’'une dose de 400 mg soit une double

dose a 800 mg trois fois par semaine sans modification de I'efficacité (172).

L’utilisation du TMP-SMX en association avec le méthotrexate est généralement
déconseillée du fait d'une majoration potentielle des effets secondaires hématologiques
(pancytopénie), ces deux médicaments agissant sur le métabolisme des folates
(173)(174). Un certains nombre d’auteurs rapportent toutefois un profil de sécurité
satisfaisant sous couvert d'une surveillance biologique plus stricte et d’une
supplémentation en folates (175)(176). L’ensemble des molécules utilisables en

prophylaxie est résumé dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Résumé des prophylaxies médicamenteuses anti-Pneumocystis disponibles et

leurs principales caractéristiques. Adapté de Godeau et al. (177)
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3. Objectifs

La pneumocystose est une pathologie opportuniste sévere pouvant survenir au
cours des maladies auto-immunes et inflammatoires (MAI). L’enjeu de la prophylaxie est
capital car celle-ci est simple et efficace, mais non dénuée d'effets secondaires. Des
facteurs de risque de PCP au cours des MAI ont été identifiés parmi lesquels un taux de
CD4 bas. A 'heure actuelle, les données sont cependant insuffisantes pour produire des
recommandations solides, contrairement au VIH ou le taux de CD4 détermine la

prescription de la prophylaxie.

L’absence de recommandations chez les patients atteints de MAI résulte
certainement d’'un manque d’études ciblées sur cette catégorie de patients. Il est d’ailleurs
difficile de connaitre le taux de CD4 au cours de la PCP des MAL. La littérature est a ce sujet
contradictoire du fait d'une utilisation variable de la PCR dans les criteres diagnostiques
de la PCP et de populations étudiées hétérogenes ne comportant pas exclusivement des

patients atteints de MAL

Nous avons donc réalisé une étude rétrospective ciblée sur les patients atteints de
MAL Tous les cas de PCP survenus au CHU de Bordeaux de 2013 a 2016 ont été analysés
a partir d’'un registre de PCR PJ] réalisé au laboratoire de mycologie. Nous avons comparé
le profil clinico-biologique et le pronostic de la PCP entre 3 catégories de patients : ceux

atteints de MAI, les patients VIH et les autres non-VIH (hémopathies, greffes, cancers).

Les objectifs de notre étude étaient de :
e Préciser le profil clinico-biologique des patients avec une MAI développant
une pneumocystose et notamment leur taux de CD4
e Comparer les patients MAI avec les patients VIH et les autres non-VIH
e Déterminer des facteurs de risque de mortalité
e Evaluer si le taux de CD4 pouvait guider la prophylaxie chez les patients

atteints de MAI
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4. Article

Guidelines for prophylaxis of Pneumocystis pneumonia cannot rely solely on CD4-

cell count in autoimmune and inflammatory diseases
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Abstract

Objectives: While the role of CD4 cell count in the development of Pneumocystis jirovecii
pneumonia (PCP) in HIV patients is well established, the role in non-HIV
immunocompromised (NHIV) patients is poorly understood. Clear guidelines with
respect to prophylaxis in NHIV does not exist, especially for autoimmune and
inflammatory diseases (AD). Few publications have focused on PCP in AD, and the
majority pooled AD with other types of heterogeneous NHIV patient populations. Our
study details the specific characteristics of AD patients developing PCP, assesses the
potential risk factors for mortality, and determines if CD4-count is a reliable factor for

guidance of PCP prophylaxis in AD.

Methods: This single-center French retrospective study was conducted from January
2013 to February 2016. Patients diagnosed with an active PCP infection were included,

and categorized according to HIV, AD, or other NHIV status.

Results: A total of 129 patients were included: 27 had AD, 39 HIV and 65 other NHIV
conditions. The median CD4 count was 322/mm?3 in AD, which is significantly higher than
in HIV patients (21/mm3; p<0,0001). No difference was observed in CD4 counts between
AD and other NHIV patients (236/mm?3; p=0.22). Fifty percent (n=10) of AD patients had
CD4 counts greater than 300/mm3. In a multivariate analysis, the presence of positive ME
(p= 0.0033; OR=19.6; 95% CI [1.904-201.7]) and corticosteroid >40mg/day (p= 0.0007;
OR=42; 95% CI [3.758-469.4]) were associated with mortality.

Conclusion: The complexity of immune deficiency in AD patients cannot be explained by
CD4 lymphopenia alone. A comprehensive analysis of the global immunodepression of AD

patients is needed to determine the best candidates for PCP prophylaxis.
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Introduction

Pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP) has historically been associated with
human immunodeficiency virus (HIV). Since the introduction of highly active
antiretroviral therapy, the incidence of PCP in people living with HIV in western countries
has dramatically decreased. Nowadays, the majority of PCP infections occurs in non-HIV
(NHIV) immunosuppressed patients (1). These immunocompromised patients represent
a heterogeneous population suffering from hematologic malignancies, solid malignancies,
solid organ transplants and autoimmune or inflammatory diseases (AD). The ways in
which PCP in NHIV differs from HIV patients include: misleading clinical presentations
and delayed or difficult diagnosis due to negative microscopic examinations (ME).

Prognosis of PCP in NHIV is worse, with an overall 30-50% mortality (2).

Prophylaxis has proven efficient and safe for PCP in HIV while no clear
recommendations have emerged regarding the target population for prophylaxis in NHIV
(3). The large variation in prophylactic prescriptions for patients with AD reveals a large
gap in knowledge regarding guidelines for PCP in this patient population (4). In HIV
patients, it has been established that the level of immunosuppression follows a CD4 count
gradient and PCP prophylaxis is recommended for patients with a CD4 count below
200/mm3 (5). As lymphopenia is quite common in AD patients (6), it is tempting to use
the recommendations for HIV patients by evaluating the CD4 count (7). However, a
defined gradient of immunosuppression using the CD4 count has not been established in
AD patients. Very few studies have focused on CD4 count in AD patients with active PCP,
and published results are contradictory due to small sample sizes and different definitions
of PCP depending on the use of PCR (9)(10). Other factors that are essential in the defense

against Pneumocystis jirovecii such as humoral immunity or antigen presentation are
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altered by underlying diseases or treatment and could explain an increased susceptibility

to PCP (8).

Therefore, the aims of our study were to (i) detail specific characteristics of AD
patients developing PCP, (ii) determine if the CD4 count could be used to guide PCP
prophylaxis in AD, and (iii) determine potential risk factors contributing to mortality in

AD.

Methods

Data collection

This single center French study was conducted at the Bordeaux University
Hospital. It was performed with the permission of the National Commission of
Information Technology and Freedom (CNIL, Commission Nationale de 'Informatique et
des Libertés). Retrospective data collection covered the period from January 2013 to
February 2016. All qPCR Pneumocystis jirovecii analyses performed during this period
were included. All cases with at least a single significant positive qPCR P. jirovecii sample
(>1000 cp/mL) were reviewed (sputum, bronchial aspiration fluid (BA), bronchoalveolar
lavage fluid (BAL)). All cases were analyzed by three independent specialists from the
departments of infectious diseases, intensive care, and general medicine.

Diagnosis of PCP infection was confirmed using the the following criteria: clinical
signs of pneumonia (cough, fever, dyspnea), radiological findings compatible with PCP
(ground glass opacities and/or acute interstitial lung disease), and introduction of specific
treatment against of P. jirovecii. In the absence of these criteria, cases were considered as
colonization and excluded. In the case of multiple positive samples for a single patient, the

first sample was selected.
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Sample treatment

The specimen treatment protocol is described in the supplementary methods.

Data classification

Patients were classified in two groups according to the ME, regardless of the qPCR
value: certain PCP (positive ME) and possible PCP (negative ME). The date of the PCP
diagnosis was considered as the date of first positive PCR. Patient characteristics and
blood results were retrieved from the hospital database. Corticosteroid (CS) dosages are

expressed as the prednisone equivalent.

Statistical analysis

Independent t-tests and Khi-2 tests were used to compare the characteristics
between groups. A p-value less than 0.05 (two-tailed) was considered statistically
significant. Logistic regression models were used to estimate the association between
explanatory variables and 3-month mortality (binary dependent variable). Odds ratio
(OR) and a confidence interval at 95% (CI) were determined. All the explanatory variables
and interaction terms associated with fatal prognosis were examined. Variables with a p-
value less than 0.05 were included in the final multivariate model. Tests were performed
using GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, CA, USA) and multivariate logistic

regression model using the free software R 3.2.2, package STAT.
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Results

Population characteristics

3,554 qPCR were performed during the study period (Supplementary Figure 1).
We identified a total of 129 patients who presented with active PCP (54 certain PCP with
positive ME, and 75 possible PCP with negative ME). Among them, 37 (28.7%) patients
were HIV positive, 27 (20.9%) had AD, 65 (50.4%) had other NHIV conditions
(hematologic malignancies (n=31), solid organ transplant (n=24), solid malignancies
(n=7), and pulmonary fibrosis (n=3)). Detailed patient characteristics are shown in Table

1.

AD patients were older than HIV or NHIV patients (median ages: 71, 45 and 62
years respectively; AD vs HIV p<0.0001; AD vs NHIV p=0.0127). Underlying lung diseases
were more frequent in AD than HIV or NHIV patients (44%; 2.7% and 20%; AD vs HIV
p<0.0001; AD vs NHIV p=0.0164). AD patients had heavier exposure to corticosteroids
than NHIV patients (97% vs 57%; p<0.0001). Detailed characteristics of each AD patient

are described in Supplementary Table 1.

The most common underlying diseases were rheumatoid arthritis (n=6; 22%),
giant cell arteritis (n=3; 11%), antineutrophil cytoplasmic autoantibody (ANCA)-
associated vasculitis (n=3; 11%), and cryoglobulinemia vasculitis (n=3; 11%). Diagnosis
of the underlying disease was made an average of 6 years before PCP infection [range: 19
days-28 years]. Activity of AD was not controlled at the time of PCP in 33% (n=9) of the
cases. 44% (n=12) had specific pulmonary manifestations of AD diagnosed before PCP.
97% of the patients (n=26) were taking corticosteroids at the time of PCP with a median

dosage of 29.9mg/day and for a median duration of 6.1 months. Corticosteroids were
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prescribed for more than one month in 96% of the cases (n =25), and 62% (n=16) took
>20mg/day for more than a month. Corticosteroids were the only immunosuppressant
treatment in 5 cases (18.5%), and were often associated with other immunosuppressant
drugs including methotrexate in 33.3% (n=9), rituximab in 26% (n=7), azathioprine in
14.8% (n=4), cyclophosphamide in 11% (n=3), mycophenolate in 3.7% (n=1),
cyclosporine 3.7% (n=1) and tocilizumab in 3.7% (n=1). None of the AD patients were
exposed to anti-TNF treatment. From the 129 cases studied here, only one patient (n=1;

0.77%) had prophylaxis before PCP.

Certain PCP (positive ME) were less frequent in AD (n=8; 29.62%) than in HIV
(n=28; 75.67%)(p=0.0002), without any significant difference between AD and NHIV
(n=18; 27.1%) (p=0.8509). qPCR values in AD were significantly lower than in HIV
(median values: 44050 vs 513000/mm3; p=0.0432) but did not differ from NHIV patients

(median value: 20725/mm3; p=0.55).

Lymphocyte and CD4 cell counts

Total lymphocyte counts were available for each of the 129 patients (Table 1). The
median value was 611/mm3 (sd: 856/mm3; range: 120-4300/mm3) in AD. The total
lymphocyte counts were not significantly different when compared with HIV
(median:595/mm3; sd:582/mm?3; range: 100-2640/mm?3; p=0.3601) or NHIV patients
(median: 480/mm3; sd:731/mm?3; range: 50-4120/mm3; p=0.1630).

The CD4 lymphocyte counts were available for 20 AD patients (74%) at the time
of PCP infection. The median count was 322 /mm3 (sd: 280.12/mm3; range: 6-655/mm3)
and was significantly higher when compared to HIV patients (median: 21/mms3;

sd:62.86/mm3; range: 1-268/mm?3; p<0.0001). While 50% (n=10) of AD patients had
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>300 CD4/mm3, and 25% had normal CD4 counts (>450/mm3), no difference was
observed in CD4 counts between AD and NHIV patients (median: 236/mm3; sd:

234.8/mm3; p=0.22)..

Prognosis factors

Intensive care was necessary for 55.5% (n=15) and orotracheal intubation was
required for 33.3% (n=9) of the AD cases. Prognosis of PCP was severe with a 3-month
mortality rate after PCP of 44.4% for AD. This rate was significantly higher for AD than
HIV (18.9%; p=0.027) but not significantly different from other NHIV (26.1%; p=0.086).
Factors associated with mortality in AD patients as determined by univariate analysis are
described in Table 2. The presence of positive ME (OR=21.28; 95% CI [1.56-894.26.],
p=0.002) and CS>40mg/day (OR=7.6; 95% CI [1.03-99.18], p=0.01) were independently

associated with mortality as determined by multivariate analysis.

Discussion

In NHIV patients, PCP prophylaxis strategies have been inspired by data from HIV
and based on CD#4 or total lymphocytes counts. Value limits such as 200 CD4/mm?3 and
total lymphocyte count less than 600/mm3 have been suggested (11). Our study
demonstrates thatin AD and other NHIV, total lymphocyte and CD4 counts are not reliable
tools to guide prophylaxis. A majority (60%) of AD with PCP infection had more than 600
lymphocytes/mm3 and 300 CD4/mm3. CD4 counts were normal (>450/mm3) in 25% of
the cases. Contradictory results are found in the literature with lower CD4 values (10)(2).
Of note, these two studies did not include qPCR in the diagnostic criteria. This technique

could be very useful, as most of the PCP in AD showed negative ME. Combined diagnosis
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strategies using clinical and radiological criteria has demonstrated improved sensitivity

and specificity for PCP diagnosis (12).

The difficulties to delineate the target population for prophylaxis are emphasized
by the extreme heterogeneity in NHIV patients. Even if CD4 and lymphocyte counts are
comparable among AD and NHIV patients, the risk factors such as corticosteroid
exposure, immunosuppressive treatments, and presence of an underlying lung-disease
are different. To our knowledge, only one study has compared AD patients to NHIV
patients but CD4 counts were not assessed in this study and sample size was small (n=11)
(13). Not only did NHIV patients constitute a heterogeneously presenting population, but
underlying conditions in AD demonstrated extreme diversity. Of 27 AD cases, we
identified no less than 14 different autoimmune or inflammatory pathologies.
Rheumatoid arthritis (RA) was the most frequent disease in our study. Although
frequently described in the literature, no patients with lupus or inflammatory bowel

disease were identified in our cohort (1).

One of the main limitations of our study is that we only studied patients who
developed an active PCP infection - meaning that the highest risk patients, such as those
with ANCA vasculitis, periarteritis nodosa or a low CD4 count (<200/mm3) could not
contract PCP, as systematic prophylaxis is consensual in these particular populations (1).
In fact, we identified only three patients with ANCA vasculitis in our cohort. In our study,
prophylaxis appeared very effective as evidenced by the fact that only one patient
developed PCP while receiving prophylactic treatment. It is worth noting that Rituximab
was one of the most prescribed immunosuppressive treatments in our cohort and has
well-known pleiotropic effects on the immune system. However, there is an ongoing

controversy regarding the risk for PCP infection while receiving anti-CD20 therapy.
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Furthermore, clear recommendations about systematic prophylaxis under Rituximab are
lacking (18). In our study, no patients had previous exposure to anti-TNF agents, and only
one patient received anti-IL6 therapy (Tocilizumab). This confirms that cytokine-targeted
therapies may less risky (14) than other immunosuppressors and CD-20 depletion

therapy like Rituximab.

We observed that PCP is still a potentially fatal disease, particularly for patients
with AD. The prognosis was worse compared to HIV patients, and a positive ME was
associated with higher mortality for patients with AD. This is in contrast to the better
prognosis in HIV patients despite a high frequency of positive ME. The difference in
severity could be explained by age and a higher incidence of comorbidities in AD patients
(15), as well as the increased prevalence of inflammatory lung damage with a PCP
infection (16). Surprisingly, the prognosis did not change in AD patients with lower CD4

levels, while the majority of patients had CD4 counts >300/mm3.

These data suggest that the risk of immunosuppression is not limited to
lymphopenia. In addition, other factors of immunity may be altered including B cells.
Murine B-cells exposed to anti-CD20 treatment are unable to respond against
Pneumocystis, suggesting a critical role in the generation of protective CD4 T-cell
responses (17). Furthermore, PCP can be the initial manifestation of several primary
humoral immunodeficiencies such as X-linked agammaglobulinemia or common variable
immunodeficiency (19). Such PCP infections are rarely described during follow-up,
suggesting a protective role of immunoglobulin supplementation. Moreover, CD40 and
CD40 ligand deficiency both present higher risk of PCP, demonstrating that lymphocyte
cooperation is essential for the production of high affinity immunoglobulins. These

fundamental aspects of humoral and cellular immunity against Pneumocystis jirovecii are

52



often impaired in AD by the underlying disease or iatrogenic immunosuppression, but
first and foremost by corticosteroids (20). Since AD patients have multiple alterations to

the immune system, it cannot be summarized with a single CD4-count.

Conclusion

Contrary to HIV, PCP can occur in NHIV patients even with normal total lymphocyte or
CD4 counts. PCP prognosis is more severe in NHIV patients, especially those with AD.
Taken together, the CD4 count should not be the guiding factor for prophylaxis in AD
patients receiving corticosteroids or immunosuppressive drugs; and positive ME should

be recognized as a key factor since it carries a worsened prognosis for PCP.

Key messages
e PCP can occur with normal CD4 count in AD and other NHIV patients.
e Guidelines for PCP prophylaxis in AD cannot rely solely on CD4 count.
e Corticosteroid (>40mg/day) and positive microscopic exam are independent risk

factors for fatal prognosis in AD.
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Table 1: PCP patient characteristics

HIV AD NHIV AD vs HIV AD vs NHIV
n=37 n=27 n=65 p-value p-value
Median Age (years) 45 (8.16) 71 (12.65) 62 (13.06) <0.0001 0.018
Sex ratio (M/W) 43 1.1 2.1 0.0127 0.16
Biological parameters (mean value) :
Hemoglobin (g/dL) 11.29 (1.88) 11.62 (1.73) 10.36 (1.88) 0.4754 0.0036
Polynuclear cells (/mm3) 6441 (5883) 7660 (3340) 5601 (4082) 0.3381 0.0231
Creatinine (umol/L) 61.4 (17.26) 119.4 (108.4) 147 (153.9) 0.0021 0.3992
Gamma globulin (g/L) 18.4 (6.98) 7.41(4.27) 7.18 (4.50) <0.0001 0.8392
Albumin (g/L) 28.6 (6.09) 30.8 (5.70) 31.9 (6.66) 0.1839 0.4997
CRP (mg/L) 77 (92.51) 102.3 (67.57) 118.3 (88.93) 0.2450 0.4140
Underlying lung disease, n (%) 1(2.7%) 12 (44%) 13 (20%) <0.0001 0.0164
Corticosteroid exposure, n (%) - 26 (97%) 37 (57%) - <0.0001
Median CS dose (mg) - 22.5(23.16) 7.5 (32.74) - 0.8700
CS = 20mg, n (%) - 17 (62.9%) 13 (35.1%) - 0.0420
CS > 40mg, n (%) - 10 (37%) 11 (31.4%) - 0.6000
CS alone, n (%) - 6 (22.2%) 4 (6.2%) - 0.0691
Median exposure to CS (months) - 6 (206) 17 (217) - 0.6900
Immunosuppressive drug exposure, n (%)
Chemotherapy - - 20 (30.7%) - 0.0005
Rituximab - 7 (25.9%) 10 (15.4%) - 0.2355
Cyclophosphamide - 3(11.1%) 3(4.6%) - 0.2505
Anti-Metabolite (AZA, MTX) - 13 (40.7%) 3 (4.6%) - <0.0001
Anti-Calcineurin - 1(3.7%) 25 (38.5%) - 0.0007
Other biologics - 1(3.7%) - - 0.1187
Lymphocyte count (/mm3)
Median (SD) 595 (582) 680 (856) 480 (784) 0.3601 0.1630
Range [100-2640] [120-4300] [50-4120] - -
Ly > 600/mm, n (%) 18 (48.6%) 17 (63%) 25 (41%) 0.2559 0.0569
Ly > 1200/mm? n (%) 7 (18.9%) 5 (18.5%) 5 (8.2%) 0.9677 0.1594
CD4 count (/mm3)
Number of CD4-count available n=36 n=20 n=39
Median (SD) 18.5 (62.86) 302 (280.1) 236 (234.8) <0.0001 0.2200
Range [0-268] [12-1202] [7-1138] - -
CD4 > 200/mm3, n (%) 2 (5.5%) 14 (702/0) 21 (542/0) <0.0001 0.2318
CD4 > 300/mm?, n (%) - 10 (5(16) 14 (36?) - 0.2966
CD4 > 450/mm>, n (%) - 5(25%) 8 (20.5%) - 0.6938
CD4/CD8, mean (SD) 0.15 (0.28) 3.6 (7.78) 1.7 (1.62) 0.0087 0.1700
PCP prophylaxis, n (%) - 1(3.7%) - 0.2380 0.2900
PCR value (copies/mL)
Median 513000 44050 20725 0.0432 0.7857
sD (2.7x107) (2.5x109) (2.8x109)
Range [1510-1x108] [1080-1x107] [1120-2x107]
Positive microscopic examination, n (%) 28 (75.7%) 8(29.6%) 18 (27.1%) 0.0002 0.8509
(pneumocystosis-specific)
Clinical progression, n (%)
Intensive care unit 13 (35.1%) 15 (55.5%) 26 (40%) 0.1039 0.1717
Orotracheal intubation 8(21.6%) 9 (33.3%) 12 (18.5%) 0.2948 0.1217
3-months mortality after PCP 7 (18.9%) 12 (44.4%) 17 (26.1%) 0.0273 0.0855

Legend: PCP: Pneumocystis pneumonia; ME: microscopic examination; CS: corticosteroid; AZA: azathioprine; MTX:

methotrexate; AD: auto-immune and inflammatory diseases; NHIV: non-HIV; SD: standard deviation
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Table 2: Univariate and multivariate analyses of risk factors for mortality during
Pneumocystis pneumonia in AD patients

Case: death
(% of total cases)

Control: survival
(% of total control)

Univariate analysis
OR [95%Cl], p

Multivariate analysis
OR [95%Cl], p

Sex (male) 7 (58.3%) 7 (46.6%) 1.60 [0.35-7.40] p=0.55 -
Age:
> 65 years 5(41.6%) 12 (80%) 0.18 [0.03-0.98] p=0.04 0.29[0.04-2.15] p=0.30
> 75 years 1(8.3%) 5(33.3%) 0.25 [0.05-1.25] p=0.08 -
Active AD 5 (41.6%) 4 (26.6%) 1.96[0.39-9.94] p=0.41 -
Underlying lung disease 6 (50%) 6 (40%) 1.50 [0.32-6.95] p=0.60 -
Positive ME 7 (58.3%) 1(6.6%) 19.60 [1.90-201.70] 21.28[1.56-894.26]
(PCP-specific) p=0.003 p=0.002
Bacterial or viral 5(41.6%) 3 (20%) 2.86 [0.52-15.77] p=0.22 -
Co-infection
Lymphocyte count:
<600/mm3 4 (33.3%) 5(33.3%) 1[0.20-5.01] p=1.00 .
<400/mm3 3 (25%) 2(13.3%) 2.17[0.30-15.71] p=0.44 -
CD4 count:
<300/mm3 7 (58.3%) 3 (20%) 5.44[0.80-36.88] p=0.07 -
<200/mm3 5 (41.6%) 1(6.6%) 9 [0.81-100] p= 0.06 -
<100/mm3 4(33.3%) 1(6.6%) 6[0.53-58] p=0.12 -
CS exposure:
>20mg/day 10 (83.3%) 7 (46.6%) 51[0.79-32] p=0.07 -
>40mg/day 9 (75%) 4 (26.6%) 7.5 [1.3-43] p=0.02 7.6[1.03-99.18]p=0.01
>1 month 11 (91.6%) 13 (86.6%) 0.28 [0.01-7.7] p=0.29 -
>3 months 8 (66.6%) 12 (80%) 0.17 [0.016-1.8] p=0.11 -
>1 year 2 (16.6%) 7 (46.6%) 0.17 [0.026-1.1] p=0.06 -
Immunosuppressive
drug exposure:
Rituximab 3 (25%) 4 (26.6%) 0.92 [0.16-5.2] p=0.92 -
Methotrexate 2 (16.6%) 7 (46.6%) 0.23 [0.04-1.40] p=0.10 -
Clinical progression:
Intensive Care Unit 9 (75%) 7 (46.6%) 3.4[0.66-18] p=0.14 -
oTl 7 (58.3%) 2 (13.3%) 9.1 [1.4-60] p=0.01 1.78[0.17-18.75] p=0.61

Legend: OR: Odds ratio; Cl: confidence intervals; p: p-value; ME: microscopic examination; CS: Corticosteroid; OTI:

OroTracheal Intubation
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Supplementary figure 1: Flowchart of the study
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Supplementary method

Specimen processing and analysis:

The samples were treated in the Mycology Laboratory of Bordeaux University Hospital.
All respiratory specimens, with the exception of BAL, were diluted 1:1 (v/v) in a 7.5%
Sputasol solution (Oxoid), vortexed, and incubated for 30 minutes at 37°C. After
centrifugation (2800g, 10 min), the pellet was resuspended in 500 pL of the supernatant,
and two drops were spotted on two slides for microscopy, and 200 pL was used for PCR.
One slide was subjected to May-Griinwald-Giemsa staining, and the other to silver
staining (1). Both were examined by experienced microscopists for the presence of asci
and/or other trophic forms. DNA extraction of 200 umol was performed on MagNa Pure
96 (Roche Diagnostics), PCR amplification on MagNa 480 (Roche Diagnostics) using a
LightMix Pneumocystis jirovecii kit (TIB MOLBIOL) according to the manufacturer’s
instructions. The target gene was a multi-copy gene coding for Major Surface Glycoprotein
(216-240 base pairs).

1. Musto L, Flanigan M, Eldabawi A. Ten-minute silverstain for P. carinii and fungi in
tissue sections. Arch Pathol Lab Med 1982 ; 106 : 292-94.,
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5. Conclusion

Chez des patients au systéme immunitaire perturbé a la fois par la MAI et les
thérapeutiques immunosuppressives, I'immunodéficience ne peut se résumer a un taux
de lymphocytes ou de CD4. Cette notion est confirmée par notre étude qui retrouve une
majorité de PCP survenant au dela de 200/mm3 CD4. La rareté des MAI et de ce type
d’infection opportuniste, ainsi que la gravité de la PCP rendent tres difficile la conception
d’un essai randomisé évaluant des stratégies de prophylaxies. Il est donc important de
poursuivre des études sur des populations homogeénes de patients en séparant les MAI

des autres pathologies non-VIH.

Les enseignements a tirer de ce travail sont multiples :

e Devant un tableau clinique cohérent sur un terrain compatible, il faut savoir
évoquer la PCP quel que soit le taux de CD4 ou de lymphocytes puis I'éliminer ou la

confirmer avec les moyens techniques adaptés.

e La mise en place d'une prophylaxie anti-Pneumocystis doit étre le fruit d'une
réflexion intégrative prenant en compte les différents facteurs de risque de PCP retrouvés

dau Ccas par cas.

e Un certain nombre de situations doivent appeler a la prescription systématique

d’une prophylaxie :

o Lymphopénie CD4 <200/mm?3 associée a un traitement par CTC ou IS

o Vascularites a ANCA et périartérite noueuse tant qu'une CTC ou qu’un
traitement IS est prescrit (méme le Rituximab en entretien)

o Dermatomyosites en cas de corticothérapie >20mg/jour

o Association de plus de deux IS

61



e La CTC doit étre considérée comme un traitement immunosuppresseur a part

entiére.

e Laprophylaxie primaire doit étre maintenue si'immunosuppression iatrogéne est

toujours en cours quel que soit le taux de CD4.

e Le TMP-SMX est la molécule de choix (a fortiori au cours de la GPA), les aérosols

de Pentamidine doivent étre évités si possible.

e En cas de négativité de 'examen direct, La PCR quantitative doit étre interprétée

en fonction du contexte clinique et de la qualité du prélévement.

e Lapositivité de 'examen direct est un critére de gravité ainsi que la présence d'une

corticothérapie supérieure a 40mg/jour.

e Une prophylaxie secondaire doit étre prescrite apres un épisode de PCP quel que

soit le taux de CD4, et maintenue tant que I'immunosuppression est en cours.
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Prophylaxie et taux de CD4 au cours de la pneumopathie a Pneumocystis jirovecii

chez les patients atteints de maladies auto-immunes et inflammatoires

RESUME :

Introduction : Le role des lymphocytes T-CD4 au cours de la pneumocystose (PCP) chez
les patients immunodéprimés non-HIV (NHIV) est moins évident que chez les sujets
infectés par le VIH. Il n’existe pas de recommandations solides concernant la prophylaxie
anti-Pneumocystis dans ces populations. Ceci est particulierement vrai pour les maladies
auto-immunes et inflammatoires (MAI). Trop peu d’études se sont jusque la focalisées sur
la PCP au cours des MAI, et bien souvent ces patients si particuliers sont associés avec
d’autres catégories de patients (hémopathies malignes, cancer, patients greffés...). Nous
avons mené une étude afin de : détailler les caractéristiques des patients atteints de MAI
développant une PCP, déterminer de nouveaux facteurs de risque de mortalité et conclure
si le taux de lymphocytes CD4, a l'instar du VIH, pouvait étre utilisé pour guider
'indication de prophylaxie au cours des MAI.

Méthodes : Tous les patients ayant présenté une PCP au CHU de Bordeaux entre 2013 et
2016 ont été inclus. Chaque patient avait au moins un échantillon biologique respiratoire
avec une qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) de valeur significative associée
a une présentation clinico-radiologique compatible avec une PCP. Le diagnostic de PCP
était considéré comme certain si 'examen microscopique était positif (EM) et possible s'il
était négatif.

Résultats : Cent vingt neuf patients ont été inclus dans 1'étude, dont 27 MAI, 37 VIH et 65
autres NVIH. Le taux de CD4 médian était de 322/mm3 chez les patients avec MAI et était
significativement plus élevé que chez les patients VIH (21/mm3 ; p<0,0001). Aucune
différence n’était retrouvée entre le taux de CD4 des MAI et celui des autres patients NVIH
(236/mm3; p=0.22). La moitié (n=10) des patients MAI avait plus de 300 CD4/mm3. En
analyse multivariée, la présence d’'un EM positif (p= 0.0033; OR=19.6; 95% CI [1.904-
201.7]) et d’une corticothérapie>40mg/jour (p= 0.0007; OR=42; 95% CI [3.758-469.4])
étaient associées avec la mortalité.

Conclusion: Une vision plus intégrative est nécessaire pour comprendre
I'immunodépression au cours des MAI afin de sélectionner les meilleurs candidats pour
la prophylaxie anti-Pneumocystis. La lymphopénie CD4 ne permet pas d’en résumer la
complexité

Guidelines for prophylaxis of Pneumocystis pneumonia cannot rely solely on CD4-cell
count in autoimmune and inflammatory diseases

DISCIPLINE : Médecine interne

MOTS CLES : Pneumocystose, prophylaxie, Lymphocyte T-CD4, Maladies auto-immunes
et inflammatoires
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