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INTRODUCTION

La pneumocystose humaine est une mycose profonde due a un champignon a
comportement opportuniste, Pneumocystis jirovecii (Pj), responsable de pneumopathie. Il
s'agit d'un microorganisme unicellulaire eucaryote désormais classé, parmi les Ascomycetes
(Roux et al., 1999). L'espéce Pj est commensale de I'espéce humaine au niveau de l'arbre
respiratoire, et la transmission interhumaine se fait trés vraisemblablement par voie
aérienne (Bartlett et al., 1997). Le cycle de Pj n'est pas completement élucidé mais |'agent
infectieux forme des asques matures qui libérent des formes trophiques. Ces formes
trophiques possedent un seul noyau et des filopodes permettant au champignon de
s'arrimer aux cellules de I'épithélium des alvéoles pulmonaires. Au niveau de ces cellules, le
champignon est en capacité de se développer rapidement et de se transformer en
ascospores qui, apres un court stade mononucléé, deviennent multinucléés se transformant
en asques (« ANOFEL — Association frangaise des enseignants de Parasitologie et
Mycologie. »). L'expression pathologique de cette anthroponose est le signe d'une
dégradation du systéeme immunitaire de I'hote. Ainsi, elle survient chez des patients
immunodéprimés, en particulier ceux infectés par le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH) avec un taux de CD, inférieur & 200/mm?>. Au niveau alvéolaire, la diminution du
nombre de lymphocytes et de l'activité de phagocytose des macrophages permettrait
I'implantation du champignon (Damiani et al., 2013).

Chez les patients VIH, la pneumocystose est l'infection opportuniste la plus fréquente mais
son incidence a fortement décru depuis les années 1990 avec l'introduction des traitements
antirétroviraux et l'instauration d'un traitement prophylactique. En revanche, la fréquence
de la pneumocystose est croissante au cours d'autres déficits immunitaires et de nouvelles
populations de patients a risque sont apparues : patients transplantés ou greffés de cellules
souches hématopoiétiques, souffrant de maladies inflammatoires ou auto-immunes,
d'hémopathies malignes avec corticothérapie au long cours ou de cancers solides (Données
du Centre National de Référence des Mycoses invasives et Antifongiques. Rapport annuel
d’activité, 2014).

Classiquement, Pj est responsable de pneumopathies infiltrantes diffuses aigués

caractérisées par des opacités bilatérales en "verre dépoli". Le développement fongique a



lieu dans les espaces alvéolaires et entraine une forte réaction inflammatoire responsable
des lésions de I'épithélium alvéolaire dont les cloisons s'épaississent, conduisant a
I'hypoxémie, l'insuffisance respiratoire, voire un syndrome de détresse respiratoire aigle
pouvant étre fatal. Cependant, les infections a Pj peuvent se manifester par différentes
formes atypiques, aussi bien d’'un point de vue radiologique qu’histologique. La
Pneumocystose granulomateuse (PGP), caractérisée par la présence au sein du tissu
pulmonaire de granulomes contenant le micro-organisme, se produit dans
approximativement 5% des cas de pneumocystose chez les patients VIH. Des opacités de
type nodulaire sont le plus souvent retrouvées a I'imagerie (Travis et al., 1990).

Considéré comme un examen hautement sensible dans le diagnostic de pneumonie a Pj (PjP)
(Gilroy et al., 2011), I'examen du liquide bronchiolo-alvéolaire (LBA), est connu pour avoir
une faible efficacité dans les cas de PGP. Son diagnostic nécessite le plus souvent une biopsie
pulmonaire guidée par vidéoscopie au sein du nodule (Hartel et al., 2010) (Travis et al.,
1990). La PCR Pj présente une grande sensibilité et un intérét diagnostique (Kaouech et al.,
2009). Elle est a présent utilisée en routine a partir de LBA. Son utilisation sur des fragments
de tissu pulmonaire n’est que tres rarement rapportée.

La premiere partie de ce travail met en parallele les données physiopathogéniques et histo-
pathologiques, cliniques et radiologiques, biologiques et thérapeutiques, des deux formes
cliniques: pneumonie a Pj et pneumocystose granulomateuse. La deuxieme partie
présentée sous forme d’article (soumis a Clinical Microbiology and Infection) correspond au
travail personnel. Lobjectif était de mieux appréhender les particularités de la PGP,
notamment les facteurs de risque, les caractéristiques cliniques, radiologiques,
histologiques, ainsi que les procédures du diagnostic. Ainsi, une revue exhaustive de la
littérature des différents cas décrits depuis 2000 est présentée, a laquelle s’ajoutent deux
cas diagnostiqués au CHU de Montpellier en 2018. Est également évalué I'intérét d’utiliser
une PCR spécifique de Pj sur des fragments biopsiques de tissu pulmonaire. Pour cela, nous
avons testé rétrospectivement cette PCR sur des échantillons issus d’'une cohorte de patients

dont | “étiologie des nodules pulmonaires restait inconnue.



PREMIERE PARTIE :

Caractéristiques de la pneumocystose pulmonaire

granulomateuse (PGP) en comparaison de la

pneumocystose pulmonaire « classique » (PjP)




1. Physio-pathogénie et données histo-pathologiques

1.1-De la PjP

Un dépistage des anticorps sériques spécifiques dans la population générale a permis de
situer a un age moyen de quatre ans les premiers contacts avec Pj et d’évoquer une
répétition tres fréquente de ces rencontres au cours de la vie d’un individu donné (Damiani
et al., 2013). Alors que chez le patient immunocompétent, les colonisations transitoires sont
asymptomatiques avec I’élimination du microorganisme par le systeme immunitaire en
guelques semaines, la pneumocystose-maladie touche quasi-exclusivement les patients
particulierement immuno-permissifs. Il est ainsi désormais établi que la pneumocystose ne
survient chez les porteurs du VIH que lorsque les défenses immunitaires sont fortement
altérées, se traduisant par un taux de lymphocytes T CD4+ inférieur a 200/mm3 (Damiani et
al., 2013). En effet, les lymphocytes T CD4+ jouent le role de cellules régulatrices. Ces
dernieres initieraient la réponse immune spécifique par le recrutement de lymphocytes T
CD8+ et stimuleraient I'action des macrophages par l'intermédiaire de médiateurs solubles
(IL-8 en particulier). Les macrophages alvéolaires assurent la plus grande partie de la
clairance de l'agent infectieux en le phagocytant et le détruisant. Les lymphocytes B et
'immunité a médiation humorale interviennent également dans la défense de I'organisme
vis-a-vis du champignon par l'intermédiaire d’anticorps spécifiques dirigés contre une
glycoprotéine majeure de surface (MSG) (Vedy et al., 2009)(Lund et al., 2006) .
L'immunodéficience est donc probablement le principal facteur déclenchant,
particulierement lorsqu’elle concerne la population lymphocytaire T CD4+ (Vedy et al., 2009)
. Par ailleurs, lors de la survenue d’'une pneumocystose, une contamination de novo serait
plus probable qu’une réactivation de formes latentes. En effet, la diversité génotypique des
souches retrouvées chez un méme sujet au cours de différents épisodes est en faveur de
cette hypothése (Latouche et al., 1997).

L'aspect histologique classique d'une pneumonie due a Pj est caractérisé par un
prédominant exsudat éosinophilique spumeux intra-alvéolaire hébergeant de nombreux
éléments fongiques, accompagné d'une inflammation chronique interstitielle et d'une
prolifération de pneumocytes de type Il (ou pneumocytes granuleux). Le processus
pathologique débute par une lésion de I'épithélium alvéolaire et des membranes basales

entralnant une exsudation de protéines plasmatiques dans les espaces alvéolaires.



L'activation des facteurs de coagulation produit une accumulation intra-alvéolaire de fibrine.
Provenant de l'interstitium pulmonaire, des fibroblastes colonisent les amas de fibrine,
proliferent, et produisent une matrice conjonctive lache, riche en collagene IIl et en
fibronectine. Devenant progressivement plus fibreux, ce tissu de granulation s'organise
progressivement en fibrose interstitielle et intra-luminale. Il comble les espaces alvéolaires
et épouse leurs contours, sans endommager l'architecture du parenchyme pulmonaire. Il en
résulte un aspect de « bourgeons » conjonctifs endo-alvéolaires, lésion histologique
élémentaire de la pneumopathie organisée ou BOOP (Bronchiolitis Obliterans Organising
Pneumonia) (Walzer et al., 1993) (Al-Ghanem et al. 2008)).

En pratique, 'examen histo-pathologique révele donc une lumiere alvéolaire rétrécie par
I’épaississement des septa alvéolaires colonisés par des infiltrats denses faits de
lymphocytes, d’histiocytes et de plasmocytes. L'accumulation des Pj dans le matériel intra-
alvéolaire d’aspect granuleux et spumeux donne aux alvéoles un aspect « en nid d’abeilles ».
Plusieurs variantes de cette réponse inflammatoire et fibro-proliférative non spécifique ont
été décrites :

- I'absence de I'exsudat alvéolaire n’est pas exceptionnelle (20 a 30 % des cas). Le
diagnostic est alors évoqué sur la présence de Pj le long des cloisons alvéolaires. Cette
absence d’exsudat peut toutefois étre masquée par une atélectasie, la présence d’hématies
(hémorragie induite par la biopsie) ou encore par des lésions diffuses trés importantes.
Occasionnellement (4% des pneumocystoses chez les patients porteurs du VIH), I'apparition
de membranes hyalines peut aussi occulter cet exsudat (Walzer et al., 1993)(Travis et al.,
1990).

- la destruction kystique (10-34% des PjP) ou cavitaire du parenchyme pulmonaire se
traduit par des espaces vides ou nécrosants délimités par une paroi fine et réguliere,
entourés d’'un exsudat ou de fines couches de tissu fibreux et de cellules inflammatoires,
parfois associés a des formations granulomateuses. La plupart de ces lésions sont multiples,
bilatérales et situées dans le parenchyme sub-pleural, potentiellement a l'origine de
pneumothorax spontané, ou plus profondément dans le poumon (Travis et al., 1990).

- la présence de microcalcifications, contenant le champignon, peut étre le seul
argument histo-pathologique fiable en faveur du diagnostic en I'absence d’exsudat

alvéolaire. Ces micro-calcifications peuvent subsister apres traitement et disparition du Pj.



- I"accumulation en trés grand nombre de macrophages alvéolaires dans le tissu

pulmonaire est parfois observée (Walzer et al,. 1993).

1.2-De la PGP

A ce jour, les mécanismes responsables du développement d’'une pneumocystose a forme
granulomateuse ne sont pas clairement établis. Aprés implantation du Pj et une phase de
réponse inflammatoire aigué n’aboutissant pas a son élimination et sa dégradation
compléetes, s’instaure une phase de réponse inflammatoire chronique, basée
essentiellement sur le systeme des phagocytes mononucléés, aboutissant a la formation de
granulomes dits « a corps étranger », centrés sur le champignon persistant. A l'instar de tous
les « granulomes a corps étranger » non infectieux et infectieux (Cryptocoque, Histoplasme,
Mycobactéries, ... hormis le granulome tuberculeux centré par la nécrose caséeuse), le
granulome de la pneumocystose granulomateuse traduit une réaction inflammatoire
cellulaire chronique de type « hypersensibilité retardée »: les lymphocytes CD4+ sont
activés par le contact avec I'antigene et par l'interleukine IL12 qui induit un profil de réponse
cytokinique de type Thl. Le lymphocyte sécrete I'IL2 (sécrétion autocrine) qui recrute
d’autres lymphocytes CD4+. La sécrétion de TNF provoque la diapédese des monocytes qui
gagnent le lieu de I'agression et la sécrétion d’interféron gamma entraine la multiplication
des macrophages, et leur transformation en cellules épithélioides et en cellules géantes
(Abadjian et al., 2010).

Le granulome épithélioide est spatialement limité, « folliculaire », centré sur le Pj, constitué
d’une prédominance de cellules mononucléées. Une couronne d’histiocytes (phagocytes ou
macrophages, grandes cellules aplaties dites épithélioides, cellules géantes multinucléées)
isole le champignon. En périphérie de ce granulome s’agregent des lymphocytes, plus
rarement d’autres éléments cellulaires (polynucléaires neutrophiles, polynucléaires
éosinophiles, plasmocytes). Le granulome est fréquemment nécrosant au centre (80%) et
I’exsudat éosinophilique, retrouvé classiquement au cours de la pneumocystose, peut
également étre associé (Hartel et al., 2010). Des granulomes cavitaires ou présentant une
calcification centrale ont également été décrits (Walzer et al., 1993). La calcification se
produit uniguement en cas de réponse granulomateuse prolongée (McGuinness et al., 1997)
L'hypothese selon laquelle la survenue de cette présentation atypique serait liée a des

caractéristiques phénotypiques du champignon a été avancée. Mais des approches par



génotypage ont montré que des Pj identiques peuvent étre impliqués dans les deux formes
histo-pathologiques et suggerent que ['étiologie de la réaction granulomateuse se
rapporterait plutot a des facteurs liés aux patients et a une réponse inhabituelle de la
défense immunitaire (Totet et al., 2006).

Paradoxalement, la formation de granulomes semblerait étre caractéristique d'une
activation des lymphocytes T : syndrome de reconstitution immune (SRI) a l'instauration de
la trithérapie chez les patients porteurs du VIH en cours de restauration d'un statut
immunitaire, arrét des stéroides au long cours (Chen et al., 2004)(DeSimone et al.,
2000)(Tornatore et al., 1998). De plus, I'apparition de cette forme atypique chez les patients
VIH se rencontre relativement tét au cours de l'infection, quand les patients ont encore un
taux de lymphocytes T leur permettant de développer une réponse granulomateuse (Travis
et al., 1990). Un autre facteur de risque cité dans la littérature est |'utilisation d’aérosols de
pentamidine utilisés en prophylaxie. Cependant, il a été montré par la suite que, parmi les
patients atteints de pneumocystose présentant des consolidations/opacités lobaires,

seulement une minorité recevait ce type de prophylaxie (Amin et al., 1997).

2. Atteintes cliniques

2.1-De la PjP

La forme classique de la pneumocystose associe généralement une toux seche
accompagnée de dyspnée, de la fievre et une altération de I'état général. L'auscultation
pulmonaire peut étre normale, mais des sibilants, de crépitants ou encore des ronchi, le plus
souvent bilatéraux peuvent étre présents (Catherinot et al., 2010). Lorsque le diagnostic est
tardif, les patients se présentent dans un tableau d’insuffisance respiratoire aigie.

Les signes cliniques sont donc peu spécifiques et ils se développent chez les patients VIH
sous une forme subaigiie, parfois sur plusieurs semaines. Chez les patients immunodéprimés
non-VIH le début de l'infection est plus brutal et I'évolution vers I'insuffisance respiratoire
plus rapide (« ANOFEL — Association frangaise des enseignants de Parasitologie et

Mycologie. ») (Tasaka et al., 2010).



2.2- De la PGP

Malgré des anormalités fonctionnelles pulmonaires, la présentation clinique de Ila
pneumocystose granulomateuse est assez fruste, avec quelques symptomes a type
principalement de toux, fievre et dyspnée. Une hypoxémie est souvent associée (Bondoc et
al., 2002). L'intensité des symptomes de la forme granulomateuse se rapproche plus de celle
de la pneumocystose des patients VIH, avec un tableau clinique plus fruste et un diagnostic
plus tardif (Bondoc et al., 2002)(Thomas et al., 1998). Des cas de pneumocystose
granulomateuse asymptomatique ont également été rapportés (Kumar et al., 2011)(Kim et

al., 2015).

Le diagnostic de la pneumocystose repose a la fois sur les données cliniques, radiologiques
et biologiques. L'apparition de signes pulmonaires évocateurs chez des patients

immunodéprimés doit faire rechercher systématiquement cette pathologie.

3. Diagnostic radiologique

3.1-De la PjP

La radiographie ou la tomodensitométrie (TDM) thoracique, plus sensible pour la détection
de la pneumocystose, peuvent présenter différents aspects ; le plus évocateur étant un
infiltrat alvéolo-interstitiel diffus bilatéral, prenant une apparence finement granulaire,
réticulaire, ou en "verre dépoli", souvent a prédominance péri-hilaire (Carmona et al., 2011).
En cas de diagnostic tardif, I'imagerie peut objectiver un poumon totalement blanc.
L'imagerie s’avere normale notamment en début d’infection dans une proportion non
négligeable de cas (8 a 39%) (Boiselle et al., 1997)(Brauner et al., 2014).

D’autres aspects plus inhabituels sont observés :

- La présence de kystes pulmonaires est retrouvée avec une prévalence évaluée entre
10% et 34%. L'aspect des kystes est variable (différences de structure, de taille, et
d'épaisseur de paroi). lls sont habituellement multiples et bilatéraux, et sont
retrouvés plus ou moins profondément dans le parenchyme pulmonaire (Sandhu et

al., 1989)(Chow et al., 1993)(Kuhlman et al., 1990)(Boiselle et al., 1997).



- Les consolidations lobaires sont plus communément associées aux pneumonies
d'origine bactérienne mais elles ont été rapportées dans 11% des cas de
pneumocystose (Boiselle et al., 1999).

- Des anomalies des voies respiratoires comme la bronchiolite sont des manifestations
inhabituelles qui sont rarement observées en cas de pneumocystose. L'image
radiologique montre des petites opacités centro-lobulaires avec une configuration en
Y ou en V. Des lésions endo-bronchiques ont également déja été décrites (Boiselle et

al., 1999).

3.2-De la PGP

La formation histologique de granulomes se manifeste par des nodules pouvant se présenter
sous une multitude de formes non-spécifiques de Pj, rendant le diagnostic volontiers plus
difficile (Travis et al., 1990). Macroscopiquement, les nodules pulmonaires peuvent varier en
taille, allant du millimétre a plusieurs centimetres de diamétre (masses). Le plus souvent ils
sont multiples, bilatéraux et distribués de maniére aléatoire (Bondoc et al., 2002)(Travis et
al., 1990) mais l'observation d'un nodule isolé ou d’une masse pulmonaire unique a
plusieurs fois été rapportée (Lam et al., 2014)(Hartel et al., 2010). Le suivi des patients par
tomodensitométrie montre que ces nodules ou masses gardent généralement une taille
assez stable dans le temps bien qu'un élargissement rapide et important a été observé
(Kumar et al., 2011) (Kim et al., 2018).

Il est peu fréquent que les nodules soient associés a la formation d'une cavité (Klein et al.,
1989) et ils se calcifient rarement. La calcification se produit uniquement en cas de réponse
granulomateuse prolongée (McGuinness et al., 1997). Les formations nodulaires peuvent
étre accompagnées d’un infiltrat diffus caractérisé par des opacités en verre dépoli
retrouvée dans la forme classique de pneumocystose et/ou d’une fibrose du tissu interstitiel
pulmonaire. Dans une faible proportion, les nodules sont absents ou moins bien délimités et

seul l'infiltrat diffus ou réticulo-nodulaire est présent (31%) (Hartel et al., 2010).

Chez le patient VIH, la présence de nodules pulmonaires est associée plus communément a
d'autres pathologies telles que les infections par des mycobactéries, certaines infections
fongiques (histoplasmose et cryptococcose), et des atteintes néoplasiques (lymphome et

sarcome de Kaposi) (Boiselle et al., 1997). Chez le patient non-VIH, la sarcoidose (affection



granulomateuse systémique) doit étre suspectée. La présence d'une masse
parenchymateuse unique et isolée rentre dans le cadre d'un diagnostic différentiel encore
plus étendu nécessitant la recherche d’un carcinome primitif ou de métastases, d'infections
(tuberculose, aspergillose, nocardiose, actinomycose...) ou encore d’atteinte inflammatoire
ou vasculaire du tissus conjonctif (granulomatose avec polyangéite, nodule rhumatoide,

vascularite, malformation artério-veineuse...) (Leef et al., 2002).

4. Diagnostic biologique

Chez les sujets immunodéprimés, une dyspnée ou une pneumopathie nécessite une rapide
exploration & visée diagnostique. Etant donné le manque de spécificité du tableau clinico-
radiologique des pneumocystoses, le diagnostic de certitude est mycologique, avec la mise
en évidence de Pj dans les tissus ou les sécrétions pulmonaires. A I’heure actuelle, la culture
de Pj est impossible in vitro, et le diagnostic biologique repose essentiellement sur des
méthodes directes mettant en évidence la présence du champignon par un examen

microscopique ou par PCR dans les échantillons respiratoires.

4.1 Echantillons biologiques

4.1.1-De la PjP

L’échantillon biologique de référence pour le diagnostic est le liquide de lavage bronchiolo-
alvéolaire (LBA), en particulier chez les patients pour lesquels les charges attendues sont
faibles, c’est a dire tous les patients non VIH. Un examen direct microscopique aprées
colorations sera alors réalisé ainsi qu’une PCR en temps réel spécifique.

Dans certains cas, la réalisation d’un LBA n’est pas possible. Des prélevements non invasifs
sont alors réalisés, tels que des aspirations bronchiques, des expectorations induites par
kinésithérapie, des expectorations classiques ou des aspirations naso-pharyngées. Seule la
PCR sera alors réalisée, I'examen direct manquant de sensibilité sur ce type d’échantillons

(Guigue et al., 2015)(Aliano et al., 2014).
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4.1.2-De la PGP
Dans le cas des pneumocystoses granulomateuses a présentation nodulaire, I'examen du
LBA a démontré une faible sensibilité (Foley et al., 1993). En effet, Pj est principalement
localisé dans les granulomes du tissu pulmonaire et est rarement libre dans les alvéoles. Il
est donc absent du LBA ou récupéré en trop faible quantité. Pour cette raison, le diagnostic
des PGP repose sur I'examen de biopsie pulmonaire (Foley et al., 1993)(Travis et al. 1990).
Dans la majorité des cas, les ponctions-biopsies transbronchiques ou chirurgicales
(transthoraciques) guidée par vidéoscopie sont réalisées a visée diagnostique suite a la
découverte d'une image pathologique ou suspecte a I'imagerie montrant un ou plusieurs
nodules/masses et lorsque l'analyse du LBA revient négative. La pneumocystose est
rarement suspectée en premiere intention et le plus souvent la découverte d’'une PGP se fait

de maniére fortuite a la suite de ce prélevement.

4.2 I’examen direct microscopique apreés coloration ou en immunofluorescence

Quel que soit I"’échantillon biologique, plusieurs techniques sont réalisées en parallele pour
augmenter la sensibilité de I'examen. Si la microscopie est réalisée, une coloration pour
visualiser les ascospores et une pour les asques est souhaitable (Aliano et al., 2016).

Apres cytocentrifugation du LBA, une coloration de May-Griinwald-Giemsa permet de
visualiser toutes les formes du champignon. Pj apparait au sein de grands amas spumeux.
Les ascospores mesurent de 2 a 5 um de diametre. lls posseédent une membrane fine, sont
pléiomorphes avec souvent un noyau excentré. Les asques sont ovales et contiennent
jusqu’a 8 noyaux. Leur paroi n’est pas colorée ici et elle apparait en négatif au sein des amas
spumeux.

L'imprégnation argentique de Gomori-Grocott, met en évidence les asques, qui apparaissent
nettement sur le fond vert clair de la lame.

La coloration au bleu de toluidine de Chalvarjian-Grawe permet de visualiser les asques en
violet sur fond bleuté.

Les fragments biopsiques de tissu pulmonaire font I'objet d’une analyse histologique qui
utilise une coloration bichromatique a I’hématoxyline (colorant nucléaire) et a I'éosine

(colorant cytoplasmique) effectuée couramment en histopathologie et capable de colorer les
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cellules et les différentes formes de Pj. L'imprégnation argentique de Gomori-Grocott,
utilisée en Mycologie, met en évidence les asques.

L’examen du LBA possede une sensibilité globale évaluée a 95 % pour le diagnostic de
pneumocystose chez les sujets immunodéprimés ne prenant aucune chimioprophylaxie et
présentant une symptomatologie évocatrice (spécificité de 99 %). Ce chiffre passe a 65 %
chez les patients sous prophylaxie chez qui la charge fongique est plus faible (Helweg-Larsen
et al., 2004).

Dans le cas de 'immunofluorescence, Pj est recherché au microscope a fluorescence, grace a
['utilisation d'anticorps monoclonaux anti-Pj couplés a un fluorochrome (fluorescéine). Les
asques, plus gros, sont plus facilement identifiables en immunofluorescence que les formes
trophiques. Cette technique spécifique et sensible prend plus de temps que les colorations

et nécessite une grande expérience a la lecture (Le Gal et al., 2012)(Jarboui et al., 2013).

4.3 Les méthodes de biologie moléculaire

La recherche d’ADN de Pj par PCR est devenue un élément essentiel du diagnostic de la
pneumocystose. La PCR permet d’augmenter la sensibilité du diagnostic dans les LBA et
permet également la détection de Pj dans des échantillons biologiques moins invasifs telles
les aspirations bronchiques, les expectorations ou les lavages rhino-pharyngés. Plusieurs
techniques d'amplification génique sont disponibles pour amplifier I'ADN de Pj : les PCR
conventionnelles en une seule étape permettant uniquement la détection, les PCR en temps
réel (qPCR) permettent une évaluation quantitative dans I"échantillon biologique. Il existe
plusieurs genes cibles. Le plus couramment utilisé est celui de ’ARN de la grande sous-unité
des ribosomes mitochondriaux (mtLSUrRNA) qui présente I'avantage d’avoir des séquences
bien conservées d’'un génome a l'autre et d’étre présent en multicopies, ce qui abaisse le
seuil de détection et améliore la sensibilité de la technique (Wakefield et al. 1990). Les cibles
potentielles d’ADN se sont multipliées au fur et a mesure de la connaissance du génome du
champignon : on peut citer les régions ITS (Internal Transcribed spacer), le gene 5.8S de
I’ADN ribosomal, le géne codant pour la DHPS (dihydropteroate synthase), celui de la DHFR
(Dihydrofolate Réductase), de la TS (Thymidylate Synthase), de la B-tubuline, le gene cdc2
(cell division control 2), celui de la glycoprotéine de surface (MSG) ou encore Kex- 1 (qui

code pour une sérine endoprotéase) (Bandt et al., 2007)(Durand-Joly et al., 2005)(Robberts
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et al., 2007)(Beard et al., 2004). Désormais, c’est la PCR en temps réel, plus sensible (99% sur
LBA), plus spécifique (96%), plus rapide et facile a mettre en ceuvre, qui est la plus
couramment utilisée (Alvarez-Martinez et al., 2006)(Fillaux et al., 2013).

Les techniques de PCR dont le seuil de détection du microorganisme est trés abaissé par
rapport aux techniques microscopiques semblent particulierement utiles chez le sujet
immunodéprimé non VIH chez qui la charge fongique est plus faible comparée a celle des
patients VIH. Ainsi la valeur prédictive négative est excellente dans le LBA (A. Roux et al.,
2010). Selon I'argumentaire de la HAS 2017 sur les actes de diagnostic biologique de la
pneumocystose, la PCRg doit étre amenée a remplacer les colorations chez tout type de
patient. Cependant, l'interprétation des résultats est parfois difficile : ce que I'on détecte
releve-t-il de lI'infection ou de la colonisation ? En effet, la colonisation par Pj chez des
patients sans symptomatologie clinique est connue. La colonisation est de 'ordre de 20%
des adultes en bonne santé, 44% des immunodéprimés non VIH et 46 % des patients VIH
(Morris et al., 2004). L'utilisation de la PCR dans les cas de pneumocystose granulomateuse
est peu décrite, bien que celle-ci semble améliorer le rendement diagnostique des LBA qui,
lors des PGP, présentent une faible charge fongique. Peu de cas rapportent I'application

d’une PCR Pj a partir de tissu pulmonaire.

4.4 Le dosage du (1-3) -B-D-glucane sérique

Le (1->3) B-D-glucane est un des composants majeurs de la paroi de Pj ainsi que de
nombreux autres champignons comme Aspergillus sp., Candida sp. et Fusarium sp.. Le
dosage sanguin de ce marqueur antigénique exprimé en quantité mesurable pourrait avoir
un intérét dans le diagnostic et le suivi des infections fongiques. Dans la pneumocystose, des
valeurs de B-D-glucane élevées, supérieures a 500 pg/ml (valeur seuil du test a 80pg/ml),
sont fréquemment retrouvées, que les patients soient porteurs du VIH ou non (Persat et al.,
2008). Le dosage est décrit comme ayant une trés bonne valeur prédictive négative (VPN) de
98% permettant d'éliminer une infection fongique (Held et al, 2011). Toutefois, cette
technique présente des limites bien identifiées et sa place dans la stratégie diagnostique
reste a définir. Le dosage est techniquement colteux et difficile a mettre en oceuvre en
routine. Elle manque de spécificité car ce marqueur est retrouvé chez d’autres champignons

pathogenes de I'appareil respiratoire. Le cotrimoxazole inhiberait le relargage du B-D-
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glucane dans le sang, ce qui rend l'interprétation difficile chez les patients sous prophylaxie
(Persat et al., 2008). Par ailleurs, il n'y a pas de valeur seuil permettant de distinguer une
pneumocystose d'une colonisation. Enfin, il n’existe pas d'étude prospective de l'intérét dans
le suivi des patients traités Ce dosage pourrait avoir un intérét dans le diagnostic des
pneumocystoses granulomateuses au méme titre que dans le cas des pneumocystoses
classiques. Aucune étude n'a été publiée concernant I'analyse de ce parametre lors de
pneumocystoses granulomateuses et seulement deux cas ont été rapportés faisant état d’un
dosage de B-D-glucane élevé au cours de cette affection (Sato et al., 2013)(Taylor et al.,

2019).

4.5 Le diagnostic indirect

La recherche d'anticorps dirigés contre Pj ne présente pas d’intérét pour le diagnostic car la
majorité de la population présente des anticorps, puisque la rencontre avec le
microorganisme a lieu précocement au cours de la vie (¢t ANOFEL — Association frangaise des

enseignants de Parasitologie et Mycologie. » ).

5. Traitement et prophylaxie

Le traitement historique de la pneumocystose était la pentamidine par voie parentérale puis
sous forme d'aérosol. Cette molécule est connue pour son action antiparasitaire dans le
traitement des trypanosomiases et de la leishmaniose. Son utilisation sous forme inhalée, en
prophylaxie de la pneumocystose chez le patient VIH, fut suspectée d'étre la cause
d'apparition de réactions granulomateuses. Actuellement, le traitement de référence est
I'association triméthroprime-sulfaméthoxazole ou cotrimoxazole pendant 3 semaines par
voie orale ou IV. Le cotrimoxazole posséde une activité antibactérienne, antiparasitaire et
est actif sur le Pj par la destruction des ascospores. Il peut étre mal toléré et provoquer des
effets indésirables pouvant étre importants (rashs cutanés, pancytopénies, troubles
hépatiques). En cas d'intolérance ou de contre-indication, les principales alternatives sont
I'atovaquone ou la dapsone dans les formes légeres a modérées. L'association clindamycine-

primaquine ou la pentamidine IV sont utilisés en seconde intention dans les formes séveres
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(Ministére des affaires sociales et de la santé, Conseil national du SIDA, rapport 2013).
L'association d'une corticothérapie au plus tard 72h apres l'initiation du traitement de la
pneumocystose est recommandée si I'hypoxémie est trées marquée et s'il n'y a pas de co-
infection avec le CMV ou des mycobactéries (National Institutes of Health, Centers for
Disease Control and Prevention, HIV Medicine Association). Il n’existe pas de
recommandation particuliére pour le traitement de la PGP, sa prise en charge est identique

(Hartel et al., 2010).

Concernant la prophylaxie anti Pj, elle est préconisée chez les patients VIH si le taux de CD4
est inférieur a 200/mm3 ou si les patients ont un antécédent d’infection opportuniste. Cette
prophylaxie est préférentiellement du cotrimoxazole. En cas d’intolérance, les traitements
alternatifs sont la dapsone, les aérosols de pentamidine et I'atovaquone (Ministere des
affaires sociales et de la santé, Conseil national du SIDA, rapport 2013) (National Institutes of
Health, Centers for Disease Control and Prevention, HIV Medicine Association of the
infectious Diseases Society of America, 2016). La littérature fait apparaitre un manque de
consensus en matiere de patients cibles pour la prophylaxie primaire et la durée du
traitement prophylactique pour les patients non VIH. Certains organismes recommandent
une prophylaxie par le cotrimoxazole chez certains patients atteint d’hémopathies malignes
pendant une certaine période ou le risque estimé de PjP est plus élevé. L'European
Conference on Infections in Leukaemia (ECIL-5) indique la prise d’une prophylaxie
principalement dans les cas de leucémie aiglie lymphoblastique, d’allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (jusqu’a la rémission ou la fin de I'immunosuppression), de la
prise d’alemtuzumab, de fludarabine, de cyclophosphamide, de rituximab ou de corticoides
a forte dose pendant plus de 4 semaines (jusqu’a 6 mois apres l'arrét de ces traitements). Il
est a noter que des cas de PGP sont survenus alors que le patient était sous prophylaxie

(Chen et al., 2004)(Kim et al., 2016).
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ABSTRACT

Background: Granulomatous pulmonary pneumocystosis (GPP) is an atypical presentation of
pneumonia due to Pneumocystis jirovecii (PCP) in patients with AIDS, and more sporadically

in non-HIV immunocompromised patients.

Aim: To better understand GPP pathological features, and to assess the relevance of

systematically carrying out a specific P. jiroveci PCR (Pj-PCR) analysis of lung biopsies.

Sources/Methods: Review of GPP cases reported in the literature between 2000 and 2019.
Retrospective Pj-PCR analysis of lung tissue biopsies without etiological diagnosis collected

at Montpellier University Hospital (MUH), France, from 2015 to 2018.

Content: For this review, 25 articles on 49 patients with GPP were selected as well as two
cases of GPP identified at MUH in 2018. Their bio-clinical characteristics (age, sex,
underlying disease, immunosuppressive therapy, P. jirovecii prophylaxis, imaging results,
histology, treatment, and outcome) indicated that GPP was more frequent in patients with a
hematological disease and immunosuppressive treatments (e.g., corticosteroids or rituximab).
The clinical and radiological presentations were non-specific.

Pj-PCR was performed on 42 biopsies from 40 patients with radiological pulmonary opacities
and without precise etiological diagnosis. P. jirovecii DNA was detected in only one sample
from an patient with Hodgkin’s lymphoma and treated with chemotherapy.

Implications: GPP diagnosis should be considered in immunocompromised patients with
pulmonary nodules. To avoid management delays and additional examinations in patients at
risk of GPP, in addition to the histopathological and mycological analysis of the lung biopsy,

Pj-PCR should be carried out systematically.
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INTRODUCTION

Pulmonary granulomatous pneumocystosis (GPP) is characterized by the presence of
pulmonary granulomas in response to infection by Pneumocystis jirovecii. GPP was described
for the first time in 1973 (1). Then, in 1975, Cruickshank et al. reported a case of GPP in an
adult patient treated with immunosuppressive drugs after kidney transplantation (2). In the
1980s-1990s, GPP was a fairly frequent atypical presentation of pneumonia due to P. jirovecii
(PCP) in HIV-positive patients (4-5% of all pneumocystosis) (3-8). During the same period,
fewer cases were described in HIV-negative immunocompromised patients (9-13). After the
introduction of Antiretroviral Therapy (ART) and prophylaxis, cases among patients with
HIV decreased, whereas they increased in other immunocompromised patients, particularly
those with hematologic malignancies. GPP clinical presentation is misleading, with usually
few, mild and not specific symptoms (cough, fever, dyspnea). GPP symptom intensity is
similar to that of PCP in HIV-positive patients, with often a subclinical presentation and a
relatively long symptom progression period (14) (15). From a histological point of view, GPP
is characterized by a non-caseating infectious granuloma composed of histiocytic cells that
form a palisade around the fungi (16). It is thought that the granulomatous reaction is not
related to the P. jirovecii genotype, but rather to the host immune response (17). Computed
tomography (CT), the most efficient imaging tool for GPP, typically shows a nodular infiltrate
in the pulmonary parenchyma with nodules or masses that can vary in number and size (from
millimeters to several centimeters in diameter) (3). While the mechanism of granuloma
formation is not fully explained, nodules or masses are observed mainly in patients who have
retained adequate immunity allowing them to develop a granulomatous response. In
agreement, in patients with HIV, GPP usually occurs early during the disease course (8) or
during the immune restoration following ART (18) (19). GPP biological diagnosis is based on

the detection of P. jirovecii that is present mainly in the pulmonary granulomas and rarely
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infiltrates the alveolar lumen (20) (21). Therefore, direct microscopic examination after
staining and PCR analysis of lung biopsies are the best strategy for GPP diagnosis.

In this work, we reviewed all GPP cases reported in the literature between 2000 and 2019. We
also added two additional cases diagnosed in patients with hematologic malignancies at
Montpellier University Hospital (MUH), France, in 2018. Moreover, we retrospectively
analyzed, using a P. jirovecii-specific PCR assay (Pj-PCR), lung biopsies collected at MUH
from 2015 to 2018 from patients with pulmonary opacities and without definitive etiological
diagnosis. The objective was to assess the relevance of systematic Pj-PCR screening of

pulmonary nodule biopsies to facilitate GPP diagnosis.

MATERIAL AND METHODS

A- Systematic review of case reports

Search strategies and information sources:

To identify articles on GPP in English and published from January 2000 onwards, several
databases, including PubMed, Science Direct, Google Scholar and Web of Science, were
interrogated using the following key words: granuloma, granulomatous, pneumocystis,
pneumocystosis, pneumonia, HIV, AIDS. Other relevant articles were identified by reviewing
the reference list of the retained articles.

Data analysis. In total, 25 articles were selected for the analysis. The bio-clinical
characteristics of the 49 patients described in these articles were analyzed: age, sex,
underlying disease(s), immunosuppressive therapy, P. jirovecii prophylaxis, imaging results,
histology, treatment (duration), and outcome.

Two unpublished cases of GPP (case 1 and case 2) identified at MUH in 2018 were also
included in this synthesis.

B- Retrospective Pj-PCR analysis: Sample selection and patient inclusion criteria
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For this retrospective analysis, 28 lung biopsies received at Parasitology-Mycology
Department (PMD) from 26 patients hospitalized at the MUH with radiological pulmonary
opacities and without definitive etiological diagnosis from 01/01/2015 to 01/06/2018 were
selected. These samples were tested only using a pan-fungal PCR assay that amplifies the 18S
subunit and direct microscopic examination after staining, and were considered P. jirovecii-
negative. Corresponding DNA of these samples were stored at the PMD. Moreover, 17
additional lung biopsies from 17 patients collected at the MUH Biological Resource Center
(CRB-CHUM) during the same period were selected based on the histopathological findings
(presence of one or more inflammatory granulomas, epithelioid granuloma with necrosis, or
granuloma with eosinophils) and absence of definitive etiological diagnosis. Among these 17
patients, one refused to sign the informed consent and two consent forms did not reach us.
Finally, 40 (26 + 14) patients and the 42 (28+14) corresponding samples were included in the

analysis.

C- P. jirovecii-specific PCR assay

The presence of P. jirovecii DNA in the 42 retained samples was assessed at the PMD by
real-time PCR according to the technique described by Fillaux et al., in 2008 (22) using
primers that amplify major surface glycoprotein (MSG) genes. The DNA samples from the
PMDcollection were stored at -20° C. Samples from the CRB-CHUM were biopsy sections
embedded in paraffin. DNA extraction (for all samples) was performed using the QIAamp
DNA FFPE Tissue kit according to the supplier's recommendations. All samples were tested
in duplicate.

D- Ethics

The study was approved by the local committee for the protection of persons and by the
Institute Review Board (2018 IRB-MTP_11-08). The patient consent was not required for the

PMD specimens (28 samples) because the tissue fragments were specifically routinely sent
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for mycological examination. The other 17 patients were contacted for the consent request. In
addition, in accordance with the French law, this research project was declared to the National

Commission for Informatics and Liberties (CNIL) (number 2122174, date 21/11/2018).

RESULTS

A. Case reports from the literature, and from Montpellier University Hospital.

The 19-year literature review identified 49 cases of GPP (15) (18-21) (23-42) to which were
added the data of the two patients (case 1 and case 2) with a diagnosis of GPP at MUH in

2018 (total n=51). The main characteristics of the 51 patients are presented in Table 1.

Patient demographics, co-morbidities, and predisposing factors.

The male to female (M/F) sex ratio was 1.38, and the mean age at diagnosis was 51 years [3-
78]. Among the associated underlying pathologies, hematologic malignancies (25/51), HIV
infection (13/51) and solid cancers (5/51) were the most frequent. Many patients (22/25 non-
HIV patients with data on treatments) had received immunosuppressive treatments (e.g., anti-
CD20 drugs, such as rituximab, and/or corticosteroids). Rituximab or corticosteroids were
also used for the treatment of five patients with pediatric nephrotic syndrome (n=1), organ
transplantation (n=2), Wegener’s granulomatosis (n=1), and severe factor VIII deficiency
(n=1). Only 13/51 patients (25%) had HIV, among whom four developed GPP during the
immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS). Six patients developed GPP while
receiving anti-P. jirovecii prophylaxis. Moreover, GPP occurred also in one patient who was

not considered immunocompromised (36).

Symptomatology, radiological signs.

Surprisingly, no clinical pulmonary sign was observed in 10 patients. In the other 41 patients,

the main symptoms were cough and fever, frequently accompanied by dyspnea and asthenia.
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Chest pain caused by pleurisy was possible, but the presentation was often insidious with few
clinical signs. Regarding the radiological findings, the presence of a well-delimited lesion,
such as a nodule or mass, was reported in 68% of patients (32/47), with multiple lesions in
72% of them. The lesion size ranged from 0.1 cm to more than 10 cm, and size increased in
the following months. The diffuse aspects classically observed in PCP, such as interstitial
pneumonitis, ground glass opacities or reticulo-nodular infiltrate, were found in 40% of
patients (19/47), associated or not with a well-delimited nodule. Cavitation (3/47) and

atelectasis (1/47) were rarer.

Histological lesions.

Histological examination of granulomas showed the presence of histiocytic cells
(macrophages and epithelioid cells) surrounding a variable amount of P. jirovecii trophic
forms (i.e., the definition of non-caseating granuloma). Necrosis was observed in 68% of
cases (35/51). Some features were less common, such as the presence of multinucleated giant
cells (31%; 16/51), fibrous borders (29%; 15/51), intra-granuloma eosinophilic exudate (18%;
9/51), few eosinophils (13%; 7/51), or calcifications (1/51). The typical frothy intra-alveolar
exudate associated with granulomas was described in only two cases. Interstitial pneumonitis
in association with granulomas was also reported (4/51 cases). No other micro-organism was

detected in all reviewed cases.

Mycological diagnosis

The biological diagnosis was based on two sample types, bronchoalveolar lavage (BAL) and
lung biopsies, and on different methods (Table 2). At least one BAL was collected in 26
patients. Among the analyzed BAL samples (n = 29), only 8 (27%) were P. jirovecii-positive
by direct microscopic examination (DE), 4 by Pj-PCR and 1 by Pj-PCR and DE. At least one

lung biopsy was performed in all 51 patients. Among the 59 biopsies, 50 (from 50 patients)
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were P. jirovecii-positive (DE=49, Pj-PCR=3) and 9 were negative (DE=10, Pj-PCR=1). Only
in one patient, the diagnosis was based on the BAL DE (25). DE after staining allowed the
diagnosis of all 51 cases (3 BAL and 49 biopsies). DE after immuno-fluorescence analysis
was not widely used (n = 6), and contributed to the diagnosis in 4 cases (I BAL and 3
biopsies). Pj-PCR was performed in ten samples (n=6 BAL and n= 4 biopsies) from nine
patients, with P. jirovecii DNA detection in seven samples (4 BAL and 3 biopsies). In two
patients, DE of the BAL gave negative results, whereas Pj-PCR detected P. jirovecii DNA
(28) (35). Similarly, in one patient, the biopsy analysis was negative by DE and positive by

Pj-PCR (21).

Retrospective Pj-PCR screening.

Finally, 28 biopsies (26 patients) from the PMD and 14 biopsies (14 patients) from the CRB-
CHUM were included for the retrospective Pj-PCR screening. None had a certain etiological
diagnosis to explain the clinical and/or radiological findings.

The main patient characteristics and histological data are presented in Table 3. The M/F sex
ratio was 1.85, and the mean age was 60 years [12-84]. Clinical pulmonary signs were
observed in 26 patients. Immunosuppressive therapies were used in 62.5% of patients (25/40)
among whom 44% had a hematologic malignancy (11/25). No underlying disease was
reported for 13 patients. Pulmonary biopsy was performed following the detection by imaging
of a nodule, mass, condensation, diffuse interstitial lung disease, or excavated lesion.
Histological examination of the biopsies showed the presence of granuloma or interstitial lung
disease in 80% of patients (32/40). Pj-PCR analysis of DNA from the 42 biopsies identified
only one positive sample. This sample corresponded to the first biopsy of an isolated nodule
of 1.4 cm performed in case 2 from MUH during a CT scan in December 2017. At that time,
the patient presented atypical chest radiography results and the first biopsy did not allow a

diagnosis (negative DE and pan-fungal PCR for the 18S subunit). Histological examination
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revealed a site of acidophilic necrosis with an epithelioid lympho-histiocytic inflammatory
granulomatous border, accompanied by few multinucleated giant cells, but no feature that
could suggest P. jirovecii presence. GPP diagnosis was made 6 months later on a second

biopsy of the pulmonary nodule (positive histological DE, mycological DE and Pj-PCR).

DISCUSSION

PCP and GPP occur almost exclusively in immunodepressed patients. In patients with HIV,
granulomatous PCP is a fairly well-known variant of pneumocystosis, accounting for 5% of
cases (3). However, since 2000, GPP has been reported predominantly in non-HIV patients
with hematological or solid malignancies, or after organ transplantation. Indeed, in patients
with HIV, new ART types, systematic prophylaxis and rapid treatment at the onset of
radiological signs of pneumocystosis, even in the absence of mycological proof, have led to a
significant decrease of GPP cases. Here, we reviewed all GPP cases in the literature from
2000 until today. The proportion of patients with HIV represented 25% of all GPP cases, and
currently the patients at highest risk are those with a hematologic disease. It should also be
noted that the majority of non-HIV patients with GPP were taking long-term corticosteroid
treatments. Moreover, after 2010, chemotherapy with the rituximab, cyclophosphamide,
doxorubicin hydrochloride, vincristine and prednisolone (R-CHOP) combination has become
a predominant risk factor. It is well-known that PCP can occur in association with rituximab
(43). Indeed, T and B cells are essential for the defense against P. jirovecii because they
coordinate the inflammatory response and synthesize antibodies (25) (31). B cells may be
essential also for P. jirovecii clearance, and in their absence, macrophages may take over this
task by forming granulomas (21) (35). Rituximab binds to CD20+ B cells and leads to their
lysis, thus promoting susceptibility to P. jirovecii (44). In patients treated with rituximab,

immunohistochemical staining or flow cytometry studies revealed that granulomas consisted
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of T cells (CD3+, CD4+, CD8+) and histiocytes (CD68+) without B cells (CD19-, CD20-)
(21) (35). Nevertheless, the mechanisms underlying granuloma formation upon P. jirovecii
infection are still speculative. During PCP, histological data show a foamy intra-alveolar
eosinophilic exudate with bilateral diffuse interstitial pulmonary infiltrate, which may be
finely granular, reticulonodular or ground glass in appearance (8) (45) (46). The progress
towards GPP (i.e., the granulomatous response in pulmonary tissues to P. jirovecii) is rare and
its determinism unknown. IRIS in patients with HIV, corticosteroid discontinuation, and PCP
prophylaxis based on pentamidine are historical risk factor for this histological response
rather than the P. jirovecii genotype (15) (17) (18) (37). Pneumocystis-IRIS is an unusual
form of IRIS, generally occurring 1 week to 1 month after ART initiation (19). GPP could be
considered as a paradoxical form of IRIS. IRIS was observed in 4 of the 13 patients with HIV
included in the review. The role of corticosteroids in the development of immunodepression
and therefore in PCP and GPP is complex. Corticosteroids affect the count and function of
CD4+ lymphocytes. Its discontinuation leads to a rebound of peripheral lymphocytes, causing
an immune reconstitution-like syndrome (15) (30) (47). In the reported cases, it is unclear
whether GPP occurred during or at the end of the immunosuppressive therapy. It should be
noted that primary P. jirovecii prophylaxis did not prevent GPP occurrence in six patients.
Therefore, the diagnosis of GPP should be considered even in the presence of prophylaxis
(15) (18) (26). Surprisingly, few cases have been reported in patients with kidney transplant
(n=2), although several PCP outbreaks have been described among such patients (48) (49)
(50). Finally, risk factors of GPP are difficult to identify given the small number of patients.
The histological reaction suggests that GPP occurs in patients with a better immune status.

Most patients had pulmonary clinical signs, but total absence of symptoms was also reported.
GPP suspicion was based on the presence of nodular opacities at chest radiography or CT

scan, ranging from a reticulo-nodular pattern to a miliary nodule, larger nodules or masses.
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These images are non-specific and can also be observed in patients with lymphoma or
infection by Mycobacteria, Aspergillus sp., Cryptococcus sp. or Nocardia. (20).

The review of the cases reported in the literature also highlights the difficulties of GPP
biological diagnosis, particularly, the poor performance of BAL mycological testing, which is
used as first-line PCP diagnosis. As in GPP the palisades of histiocytic cells isolate the fungi
and limit their spread in the lumen alveoli, lung biopsy centered on a nodule is the reference
for GPP diagnosis. DE was enough in most cases, but like for PCP, PCR improved the
diagnostic sensitivity (51). In some DE-negative BAL or lung biopsy samples, only PCR

allowed the diagnosis (21) (28) .

In the second part of this work, we assessed retrospectively the relevance of Pj-PCR of
pulmonary nodule biopsies from patients without etiological diagnosis. The sample selection
method did not take into account the patients’ immune status in order to obtain a large sample,
and only 62% of patients had immunosuppression. Nevertheless, as no data is currently
available on P. jirovecii presence in pulmonary granulomas, we wanted to test all the
available samples. Indeed, 65% of samples were sent for fungal research by clinicians. The
only positive sample by Pj-PCR was from an asymptomatic patient with Hodgkin’s
lymphoma and treated with chemotherapy. This patient did not have a history of PCP.
Because of GPP rarity and the few cases described in the literature, it is difficult to conduct
cohort studies to validate a diagnostic strategy. Nevertheless, the diagnosis of GPP should be
considered in immunocompromised patients with pulmonary nodules. To avoid management
delays and additional examinations in patients at risk of GPP, in addition to the lung biopsy

histopathological and mycological DE, it seems appropriate to carry out systematic Pj-PCR.

In conclusion, GPP is an uncommon event that can occur in immunocompromised patients
with and without HIV. The clinical and radiological presentations are not typical and the

diagnosis cannot be completely excluded on the basis of a negative BAL. Pj-PCR of biopsies
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of pulmonary nodules appears to be the most sensitive method. Patients at risk should be

identified and targeted using clinical, radiological and histological criteria. Awareness of GPP

atypical manifestations and a rapid and sensitive diagnosis can lead to rapid treatment

initiation.
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Table 1. Main characteristics of 49 cases of granulomatous Pneumocystis jiroveci pneumonia reported in the literature
from 2000 to 2019, and of two news cases diagnosed at Montpellier university hospital in 2018.

Year/Author

Histology of the

Age . . Immunosuppressive P. jiroveci Imaging Treatment
[Reference] (years) Sex Underlying disease therapy prophylaxis aspect grar::;z:ri\:;ous (duration) Outcome
, . . Bilateral
2000/Ulimer 62 M Wegener's . conlcoster0|d§, No nodular Necrosis atovaquone  Survive/ improved
[23] granulomatosis cyclophosphamide infiltrate
Necrosis, intra-
. . loma
Bilateral micro- granuioma
2000/Leroy 40 M AML/ASCT C No nodular eosinophilic TS Survive / improved
[24] infiltrate exudates,
multinucleated giant
cells
2001/Oki corticosteroids, Bilateral . .
[25] 52 F CLL cyclophosphamide No nodules None TS Survive / improved
Reticulo-
2002[/5350]ndoc 17 M Hodgkin’s lymphoma C Yes nodular Necrosis, fibrosis TS Survive / improved
infiltrate
2002/Bondoc Reticulo-
[15] 42 F CLL C No nodular Necrosis TS Survive / improved
infiltrate
Reticulo-
2002[/5350]ndoc 56 F Glioblastoma corticosteroids No nodular Necrosis, fibrosis pentamidine  Survive / improved
infiltrate
Intra-granuloma
Reticulo- eosinophilic
2002/Gal tacrolimus, exudate,
[26] 39 M CMLIASCT methotrexate Yes .no.dular multinucleated giant TS Death
infiltrate .
cells, organizing
pneumonia pattern
2002/Gal Necrosis, . .
[26] 39 F AML /ASCT C No Nodules cosinophils TS Survive / improved
Reticulo- Necrosis, intra-
2002/Gal 55 M Multiple myeloma/ASCT melphalan Yes nodular gra.nulonjg TS Survive / improved
[26] e eosinophilic
infiltrate
exudates
Bilateral
200[";/ g]he” 35 M HIV/IRIS No Yes nodules, None NA NA
cavitation
2004/Lauffer 73 F Factor VIIl inhibitor corticosteroids, No One mass in Necrosis, TS Survive / improved
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[27] rituximab each lobe organizing (3 weeks)
pneumonia pattern
2004/Pontier 57 M CLL cortlcoster0|d_s, No Inter§t|t|al lung Necrosis fibrosis Ts Death
[28] chlorambucil disease
Reticulo-
nodular
2007/§g?hnaz 39 M T cell ymphoma No No densities, Necrosis TS NA
bilateral
nodules
: corticosteroids, Bilateral
2007/%3? bachi 75 F CLL rituximab, No interstitial None TS Survive / improved
alemtuzumab infiltrates
Intra-granuloma
201%01;‘3“9 70 M DLBL R-CHOP No Solitary nodule eosinophilic G WTeSéks) Survive / improved
exudates
Necrosis (16/20)
Intra-granuloma
Nodular eosinophilic
HIV (7/20) oo
Blood malignancy (6/20) infiltrates ex.udate_ (5/20)
2010/Hartel 52 455 Solid cancer (4/20) (8/16) Eosinophils (6/20) Resolution (6/13)
(20 cases) [mean . NA NA Solitary nodule  Giant cells (11/20) NA
(M/F) IgG deficiency (1/20) . . Dead (7/13)
[32] age) Acute encephalitis (1/20) (3/16) Fibrous rim (8/20)
V dru 536 (1/20) Diffuse Calcifications (1/20)
g infiltrate (5/16)  Associated intra-
alveolar eosinophilic
exudate (1/20)
Bilateral
201 Eg]a\bur 40 M HIV /IRIS No No nodules, Necrosis atovaquone  Survive / improved
cavitation
. Necrosis,
2011/Kumar 73 M Follicular lymphoma R-CHOP No Bilateral multinucleated giant TS Survive / improved
[34] nodules Y
cells, fibrosis
2013/Sato . corticosteroids, Bilateral . TS . .
[35] 3 M Nephrotic syndrome rituximab No nodules Necrosis (3 weeks) Survive / improved
2014/Lam . . TS . .
[36] 49 F None No No Solitary nodule Necrosis (3 weeks) Survive / improved
Bilateral
. . interstitial
2014/Ramalho . corticosteroids, Interst TS
[37] 54 F Kidney transplant tacrolimus No opacities, None (3 weeks) NA
ground glass
opacities
2015/Nobile 71 F LMMC R-CHOP No Alveolar Necrosis, fibrosis atovaquone  Survive / improved

(21]

consolidation
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and cysts,
ground glass

opacities
Solitary Foamy eosinophilic
2015/Kim HS 69 F DLBL R-CHOP No nodule, exudates with TS Survive / improved
[20] ground glass | (2 weeks)
opacities granulomas
Solitary
2016/Patel nodule, Necrc_Js.is, atoyaquone_, . .
[38] 61 M DLBL R-CHOP No ground glass organizing corticosteroi  Survive / improved
opacities, pneumonia pattern ds
atelectasis
2016{%? HW 47 M HIV/IRIS No Yes Platoral None " WTeSéks) Survive / improved
201?égim B 43 M HIV No No Solitary mass Necrosis, fibrosis @ wTeSéks) Survive / improved
. Necrosis, intra-
201?égim B 32 M HIV No No ('::c\)/(ijtgltei}:r; alveolar pink foamy @ V\-/reséks) Survive / improved
exudate
2018/Taeb TS -
[40] 36 F HIV/IRIS No No Masses None 3 wegks) Survive/ improved
steroids
Bilateral . .
clindamycin,
2019/Dako 49 F T cell ymphoma No No nodules, None primaquine NA
[41] ground glass
L (3 weeks)
opacities
Reticulo- TS
2019/Taylor . corticosteroids, nody!ar Multinucleateq _giant clindam’ycin . .
[42] ’ 53 M Kidney transplant mycophenolate, No densities, cells, organizing primaquine’ Survive / improved
cyclosporine diffuse ground  pneumonia pattern
o (3 weeks)
glass opacities
2018/Case 1 78 H DLBL R-CHOP No Eggtj;asl Necrosis, fibrosis 3 vx-/reséks) Survive / improved
Necrosis,
2018/Case 2 60 F Hodgkin’s lymphoma C, rituximab Yes Solitary nodule  multinucleated giant TS Survive
cells

AML = Acute myeloid leukemia; NA = not available; CLL = chronic lymphoid leukemia; CML= chronic myeloid leukemia; R-CHOP = rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, prednisolone; C = combination of chemotherapy; ASCT = allogeneic stem cell transplantation; TS = trimethoprim and sulfamethoxazole; DLBL = diffuse large B cell

lymphoma; IRIS = Immune reconstitution inflammatory syndrome.



Table 2: Biological diagnosis results according to the used method and sample type for the 51 patients

with PGP (49 patients from the literature and 2 patients from Montpellier University Hospital).

Sample
Diagnostic method Pulmonary biopsy Bronchoalveolar lavage
Direct examination (staining) 49/59 3/29
Direct examination (immunofluorescence) 3/4 1/2
Pneumocystis jirovecii-specific PCR 3/4 5/7
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Table 3: Main characteristics of the 40 patients included in the retrospective PCR study

Mean age (years) 60 [12-84]

Male to female sex ratio 26/14

Presence of respiratory symptoms 22/40

Underlying disease Blood pathology n=11

Solid organ transplant n=5
Solid cancer n=5

Systemic disease n=3

HIV n=1

COPD n=1

None n=13

NA n=1

Histological aspect Granuloma n=18
Necrosis n=6
Eosinophil contingent n=4
Multinucleated giant cells n=7
Interstitial lung disease without granuloma n=14
Necrosis n=3
Bronchial disease n=1
Normal lung parenchymal n=3
NA n=3

Radiological aspect Nodule n=9
Micro-nodule n=3
Condensation n=7
Mass n=1
Excavated lesion n=6
Diffuse interstitial lung disease n=3
NA n=10

HIV = human immunodeficiency virus, COPD = chronic obstructive pulmonary disease, NA = not available.

47



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Pour conclure, la PGP est une forme clinique rare de pneumocystose dont les mécanismes
physio-pathogéniques et les facteurs de risques ne sont pas encore tout a fait élucidés. Les
principales caractéristiques de cette forme atypique sont la présence fréquente de nodules
pulmonaires a I'imagerie et la faible efficacité diagnostique de I'examen du LBA, qui n’est
pas, dans ce cas, I'échantillon biologique de choix, comparé aux cas de pneumocystose
classique.

De nombreuses pathologies - malignes, infectieuses ou inflammatoires — peuvent étre
responsables de la formation de nodules, multiples ou solitaires, et le diagnostic d’une
infection a Pj est rarement évoqué en premiere intention. La biopsie pulmonaire est le plus
souvent nécessaire et I'analyse histologique révele la présence des granulomes contenant
les micro-organismes.

A la suite du diagnostic de deux nouveaux cas de PGP au département de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Montpellier et a une analyse des données de la littérature, nous avons
observé que la PCR quantitative et spécifique de Pj, qui tend a remplacer les techniques
microscopiques moins sensibles, n’a quasiment jamais été utilisée a partir des échantillons
biopsiques pulmonaires. L'étude rétrospective, menée en testant la PCR sur des fragments
de tissus pulmonaires de patients restés sans étiologie a leurs nodules, devait mettre en
évidence un possible sous-diagnostic de la pneumocystose dans le cadre de cette forme peu
commune. Un seul échantillon positif sur les 42 testés a néanmoins permis de démontrer
I'intérét d’utiliser la PCR sur ce type d’échantillon de maniére plus systématique en paralléle
a I'examen direct par coloration. Il nous apparait intéressant d’adopter cette stratégie
diagnostique en prospectif chez des patients immunodéprimés sélectionnés présentant des
caractéristiques cliniques, radiologiques, histologiques et biologiques, compatibles avec une

PGP afin de ne pas méconnaitre cette infection particuliere.

48






SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de ['Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

¢ D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant

fidéle a leur enseignement.

¢ Dexercer, dans [intérét de la santé publique, ma
profession avec conscience et de respecter non seulement la
legislation en vigueur, mais aussi les régles de [honneur, de
la probité et du désintéressement.

® De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le
secret professionnel,

* En aucun cas, je mne consentirai a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les moeurs et
favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y
manque.
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