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Le genre Pneumocystis regroupe plusieurs espèces de micromycètes atypiques largement 

répandues chez les mammifères. Ces champignons, à comportement opportuniste, sont 

responsables de pneumonies sévères chez les sujets immunodéprimés - les pneumonies à 

Pneumocystis (PPC). Décrites initialement chez les patients infectés par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), elles concernent également aujourd’hui des patients 

immunodéprimés non infectés par le VIH et traités par immunosuppresseurs au long cours tels 

que les sujets ayant bénéficié d’une transplantation d’organes ou de cellules souches 

hématopoïétiques, les patients atteints de cancers solides, d’hémopathies malignes ou de 

maladies auto-immunes et inflammatoires. 

Nos connaissances sur cet agent infectieux restent limitées en raison de l’incapacité à le 

cultiver in vitro. Toutefois, le développement des techniques de biologie moléculaire a 

largement contribué à une meilleure caractérisation de son réservoir ainsi qu’à une meilleure 

connaissance de sa circulation au sein de ce réservoir. 

Pneumocystis jirovecii demeure aujourd’hui un agent pathogène d'une importance 

majeure en termes de santé publique. 
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I. Pneumocystis jirovecii 

1. L’agent pathogène 

Pneumocystis est un organisme unicellulaire eucaryote atypique anciennement rattaché au 

règne des protozoaires du fait de ses caractéristiques morphologiques, notamment l’aspect 

amiboïde des formes trophiques et de la présence de filopodes [1], de sa sensibilité aux 

molécules anti-protozoaires (les sulfamides) et de son absence de développement sur les 

milieux synthétiques classiquement utilisés pour l’isolement des champignons. En 1988, il a 

cependant été reclassé dans le règne des champignons. En effet, des études ultra-structurales 

ont montré que Pneumocystis ne possédait ni organe de mobilité tels que des flagelles, cils ou 

pseudopodes, ni complexe apical, deux structures habituelles des protozoaires. En revanche, 

ces mêmes études ont montré l’existence de (1,3)-β-D-glucane dans sa paroi, élément 

structural majeur de nombreux champignons [2].  

L’étude de ses caractères génomiques a par ailleurs montré des homologies avec 

différentes séquences fongiques, en particulier celles codant les gènes de la petite sous-unité 

de l’ARN ribosomal [3], de l’ATPase [4], de la β-tubuline (β-tub) [5], de la thymidylate 

synthétase et de la dihydrofolate réductase [6]. De plus, un facteur spécifique des 

champignons, le facteur d’élongation FE3 nécessaire à la synthèse protéique, a été mis en 

évidence chez Pneumocystis sp. [7]. Il appartient à l’embranchement des Ascomycota [8].  

Au sein du genre Pneumocystis, il existe une hétérogénéité inter-spécifique selon le 

mammifère infecté. Cette notion repose d'une part sur l'existence de polymorphismes 

antigéniques [9,10], caryotypiques [11], isoenzymatiques [12] et surtout génomiques [13–15] 

en fonction de l'espèce hôte et d'autre part sur l'impossibilité d'obtenir des infections croisées 

entre différentes espèces animales [16–18]. Actuellement, cinq espèces sont dénommées selon 

une nomenclature binominale en fonction de leur mammifère hôte. Il s’agit de Pneumocystis 

carinii et Pneumocystis wakefieldiae chez Rattus norvegicus, Pneumocystis murina chez Mus 

musculus, Pneumocystis oryctolagi chez Oryctolagus cuniculus et Pneumocystis jirovecii 

chez Homo sapiens [19]. Cette spécificité d’hôte permet d’écarter les animaux comme sources 

infectieuses potentielles de P. jirovecii et de considérer l’infection chez l’homme comme une 

anthroponose.  
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2. Cycle 

Le cycle de Pneumocystis n’est pas complétement élucidé. Néanmoins, l’hypothèse la 

plus souvent décrite est celle d’un cycle biphasique impliquant deux stades morphologiques : 

les formes trophiques et les asques (anciennement appelés kystes). Les formes trophiques 

mesurent 1 à 5µm de diamètre, sont pléomorphes et contiennent un seul noyau. Les asques 

sont à paroi épaisse, arrondis et mesurent 5 à 8 µm de diamètre. Ils contiennent jusqu’à huit 

ascospores. Le champignon demeure en position extracellulaire, mais est en étroit contact 

avec les pneumocytes de type un dans la lumière alvéolaire (Figure 1).  

Les asques sont formés pendant la phase de multiplication sexuée : la conjugaison de 

deux formes trophiques haploïdes génère un zygote diploïde qui va subir une méiose, puis une 

mitose et la transformation en une forme intermédiaire qui passera par trois stades de 

maturation (avec deux, quatre puis huit noyaux). Les noyaux sont ensuite emballés dans des 

ascospores par invagination de la membrane de l'asque. L’asque libère ses huit ascospores par 

ouverture de sa paroi et éclatement de la membrane externe. Les spores ainsi libérées 

deviennent des formes trophiques haploïdes. 

Il existerait en parallèle une multiplication asexuée par fission binaire, processus au cours 

duquel une forme trophique unique duplique son matériel génétique et crée deux formes filles 

de taille à peu près égale.  

Quel que soit leur mécanisme de formation, les formes trophiques sont capables de se 

fixer chez l’hôte dans les espaces alvéolaires par adhésion à l’épithélium alvéolaire. La durée 

de ce cycle reste indéterminée [20]. 
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Figure 1 : Cycle de vie extracellulaire de Pneumocystis jirovecii au niveau des alvéoles 

pulmonaires [21] 

3. Physiopathologie 

La primo-infection à P. jirovecii a lieu pendant l’enfance ; 95% des enfants seront 

infectés et développeront des anticorps pendant leurs deux premières années de vie [22]. Du 

fait de cette importante exposition précoce, il a longtemps été considéré que la PPC chez les 

individus immunodéprimés résultait de la réactivation d’une infection latente acquise pendant 

l’enfance. L’hypothèse de réactivation de stades latents a été récemment reprise à la suite des 

études menées dans les pays émergents de l’hémisphère sud qui rapportaient la présence de  
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P. jirovecii chez plus de la moitié des adultes en population générale [23]. Cependant, 

plusieurs données arguent contre cette hypothèse de réactivation. Une étude menée en Europe 

a montré que P. jirovecii n’était pas détecté dans les poumons de personnes 

immunocompétentes asymptomatiques malgré l’utilisation de techniques sensibles telles que 

la polymerase chain reaction (PCR) [24]. Il a par ailleurs été établi que des épisodes 

récurrents de PPC chez un même sujet étaient dus à des génotypes de P. jirovecii différents 

suggérant une réinfection plutôt qu’une réactivation d'une infection latente [25–28]. Cette 

notion sera reprise en détail dans la suite du manuscrit. 

Les résultats des études de séroprévalence doivent donc être réinterprétés car la présence 

d’anticorps peut être due à un contact, voire à des contacts répétés et transitoires avec 

Pneumocystis [29], et non à la présence de stades pulmonaires latents. La PPC chez l’individu 

immunodéprimé résulterait soit de l’acquisition de novo de P. jirovecii soit de l’aggravation 

d’un état de colonisation. 

4. Réservoir et transmission 

Aucune niche écologique n’a été identifiée pour les espèces du genre Pneumocystis [30]. 

L’étroite spécificité d’hôte retrouvée chez les espèces connues justifie par ailleurs de 

considérer l’Homme infecté comme son propre réservoir pour P. jirovecii. Au cours 

d’épisodes de cas groupés de PPC, le génotypage de P. jirovecii à l’aide de techniques 

moléculaires discriminantes associé à l’analyse des contacts intra-hospitaliers entre patients a 

permis d’étayer l’hypothèse d’une transmission interhumaine au sein de ce réservoir [31–35].  

Par ailleurs, les données concernant la circulation de P. jirovecii sont en faveur d’une 

transmission aérienne. Ce mode de transmission a d’abord été démontré chez les modèles 

murins [36]. En raison du tropisme de P. jirovecii pour le poumon humain et des observations 

cliniques de cas groupés, il est maintenant admis que l’acquisition de P. jirovecii survient par 

inhalation également chez l’Homme. De plus, la concordance des génotypes de P. jirovecii 

dans des paires d'échantillons respiratoires de patients atteints de PPC et d’échantillons d'air 

prélevés dans la chambre de ces patients plaide en faveur de l'exhalation de P. jirovecii par les 

patients infectés [37]. L’acide désoxyribonucléique (ADN) du champignon a par ailleurs été 

mis en évidence chez du personnel soignant après avoir inhalé l’air environnant d’un patient 

développant une PPC [38]. Toutes ces observations sont compatibles avec la circulation et la 

transmission interhumaine par voie aérienne de P. jirovecii. 
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5. Les différentes formes d’infections à Pneumocystis  

a) La pneumonie à Pneumocystis 

Epidémiologie 

En France métropolitaine, la PPC est la manifestation inaugurale du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA) la plus fréquente avec 22% des 1 205 cas de SIDA 

déclarés à Santé Publique France en 2018 [39]. Alors que l’incidence chez les patients 

infectés par le VIH est en baisse grâce à l’amélioration de leur prise en charge par les 

multithérapies antirétrovirales, elle est en augmentation chez les patients VIH négatifs. 

Toutefois, le nombre absolu dans cette population n’est pas connu car les cas diagnostiqués 

dans ce contexte ne bénéficient pas d’un système national de déclaration obligatoire. La seule 

donnée disponible est le nombre de séjours en établissements de santé pour PPC, via la 

plateforme ScanSanté ; quel que soit le statut du patient vis-à-vis du VIH, ce nombre est passé 

de 526 en 2010 à 842 en 2018, reflétant une augmentation de 60%. 

Les facteurs de risque pour cette catégorie de patients sont principalement la 

transplantation d’organes ou de cellules souches hématopoïétiques, les hémopathies, les 

tumeurs malignes solides ainsi que l’administration de traitements immunomodulateurs au 

cours des maladies inflammatoires chroniques et des maladies auto-immunes [40].  

Clinique et imagerie 

Le diagnostic de PPC est évoqué devant la survenue d’une dyspnée, d’une fièvre et d’une 

toux non productive chez un patient immunodéprimé. Cependant, cette triade classique est 

inconstante [41]. L’auscultation pulmonaire est le plus souvent normale et associée parfois à 

des râles crépitants. Les caractéristiques radiographiques typiques sont les infiltrats 

interstitiels périhilaires bilatéraux qui deviennent homogènes et diffus à mesure que la 

maladie progresse. La tomodensitométrie thoracique peut, quant à elle, montrer des images en 

verre dépoli [42]. 

Chez les patients infectés par le VIH, l’infection s’installe progressivement, entre trois et 

quatre semaines. La mortalité globale est de 15% malgré un traitement efficace [43]. Chez les 

patients non infectés par le VIH, la symptomatologie est identique, mais le début de 

l’infection est plus brutal, entre huit et dix jours, et évolue rapidement vers l’insuffisance 

respiratoire aigüe. La mortalité est plus élevée et peut atteindre 50% [44]. 
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Le manque de spécificité du tableau clinico-radiologique nécessite la réalisation 

d’examens microbiologiques visant à mettre en évidence P. jirovecii dans les échantillons 

respiratoires. 

Diagnostic biologique 

À ce jour, il n’est pas possible de cultiver ce champignon en pratique courante. Le 

diagnostic microbiologique repose par conséquent sur la mise en évidence de P. jirovecii en 

microscopie optique et sur des techniques de PCR [45]. Le prélèvement de référence est le 

lavage broncho-alvéolaire (LBA) dans la mesure où le champignon se multiplie dans les 

alvéoles pulmonaires. Un examen microscopique est réalisé, après coloration, sur le culot de 

cytocentrifugation du LBA. Classiquement, deux types de coloration sont associés : la 

coloration au May-Grünwald-Giemsa (MGG) qui permet de visualiser à la fois les formes 

trophiques et les spores, adjointe à des colorations ne révélant que les asques telles que celle 

de Gomori-Grocott (GG) ou de son dérivé Musto, deux techniques d’imprégnation argentique 

ou encore la coloration par le bleu de toluidine. La lecture peut être facilitée par l’utilisation 

de fluorescence, via un colorant dérivé du stilbène (par exemple : Uvibio®; LDBIO 

Diagnostics, utilisé au laboratoire du CHU d’Amiens) ne révélant que les asques, ou une 

immunofluorescence directe permettant la détection des asques et des formes trophiques 

(MONOFLUO™ Pneumocystis jirovecii IFA, Biorad). (Figure 2) 

En cas d’infestation massive, telle que la PPC chez les patients infectés par le VIH, la 

détection du champignon est relativement aisée à l’aide des techniques microscopiques. En 

revanche, l’examen direct peut s’avérer négatif au cours des PPC survenant chez les patients 

non infectés par le VIH [46,47]. Ceci s’explique par la faible charge fongique présente dans 

les alvéoles pulmonaires [42]. Par conséquent, un examen direct négatif n’exclut pas une PPC 

et les techniques d’amplification génique sont devenues essentielles au diagnostic. 
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Figure 2 : Examen direct d’un échantillon de lavage broncho-alvéolaire (X 1000) 2A : coloré 

au May-Grünwald-Giemsa, mettant en évidence un amas spumeux, des asques matures 

contenant des ascospores (flèches pleines) et des formes trophiques (flèches pointillées) 2B : 

coloré par l’Uvibio® ; LDBIO Diagnostics, mettant en évidence des asques [images 

personnelles] 

En effet, la coloration est classiquement associée à une technique de PCR. Ainsi, il est 

possible de détecter de faibles quantités de P. jirovecii dans les échantillons de LBA, mais 

également dans des échantillons recueillis de manière moins invasive, tels que les produits 

d’aspirations trachéo-bronchiques ou les expectorations. 

Un marqueur sérique, le (1,3)-β-D-glucane, peut être dosé en complément. Il s’agit d’un 

polysaccharide, un composant pariétal majeur de la plupart des champignons [48]. Lors d’une 

PPC, ce composant est en partie libéré dans les alvéoles pulmonaires de l’hôte puis dans la 

circulation générale via les capillaires pulmonaires. A des taux importants (>500 pg/mL) la 

valeur prédictive positive de ce marqueur pour le diagnostic d’une PPC est élevée [49]. 

Cependant, il est généralement élevé au cours d’autres maladies fongiques invasives et n’est 

donc pas spécifique des PPC. Son dosage apporte par ailleurs une forte valeur prédictive 

négative chez les patients infectés par le VIH permettant d’écarter le diagnostic de PPC. 

Néanmoins, cette valeur prédictive négative est plus faible pour les patients non infectés par le 

VIH, en particulier les patients atteints d’hémopathies [50]. Le dosage sérique de ce 

composant apparaît ainsi comme un marqueur complémentaire pour le diagnostic des PPC 

même si un taux de (1,3)-β-D-glucane négatif peut être à lui seul insuffisant pour exclure une 

PPC. 
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Traitement curatif et prophylactique 

Le traitement de référence est le cotrimoxazole (Bactrim®) par voie intra-veineuse ou 

orale pendant 21 jours. Le cotrimoxazole est l’association d’un sulfamide, le 

sulfaméthoxazole et du triméthoprime qui inhibent respectivement la dihydroptéroate 

synthétase et la dihydrofolate réductase. Cette association permet l’inhibition en synergie de 

la synthèse des folates. En cas de contre-indication ou d’intolérance au cotrimoxazole, les 

alternatives principales sont l’atovaquone ou la dapsone (parfois associée au triméthoprime) 

dans les formes légères à modérées et l’association clindamycine-primaquine ou la 

pentamidine par voie intra veineuse dans les formes modérées à sévères [51].  

Chez les patients infectés par le VIH, le cotrimoxazole est préconisé en prophylaxie si le 

taux de lymphocytes CD4+ sanguins est inférieur à 200 éléments/mm3. Pour les patients non 

infectés par le VIH, il n’y a pas de consensus. Cependant, la Haute Autorité de Santé 

recommande également le cotrimoxazole en première intention pour le traitement préventif. Il 

sera prescrit en fonction du risque attribué à la maladie sous-jacente et/ou aux traitements 

immunosuppresseurs.  

b) La colonisation 

La colonisation par P. jirovecii est définie par la présence du champignon au niveau 

pulmonaire alors qu’un diagnostic alternatif à la PPC est retenu et qu’une amélioration 

clinique est observée en l’absence de traitement anti-Pneumocystis. En raison de la faible 

charge fongique pulmonaire au cours des colonisations, seules les techniques sensibles de 

biologie moléculaire permettent d’objectiver la présence du champignon.  

La colonisation pulmonaire concerne principalement les patients souffrant d’une maladie 

pulmonaire sous-jacente et les patients présentant une immunodéficience modérée, quelle 

qu’en soit la cause [52]. Il s’agit essentiellement des patients atteints de maladies chroniques 

telles que la mucoviscidose, la bronchopneumopathie chronique obstructive, les cancers 

pulmonaires et les patients sous immunosuppresseurs au long cours. La grossesse prédispose 

également à la colonisation par P. jirovecii [53].  

La prévalence de colonisation varie fortement dans la littérature, de 20 à 69% chez les 

sujets infectés par le VIH, de 1 à 22% au cours de la mucoviscidose et de 5 à 100% chez les 

patients atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive [53]. Cette variabilité résulte 

probablement de différences dans les populations de patients étudiées, mais également dans la 

nature des échantillons prélevés et dans les méthodes de détection utilisées.  
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Les conséquences individuelles d’une colonisation par P. jirovecii sont l’objet de 

nombreux travaux [53], en particulier chez les patients atteints de bronchopneumopathie 

chronique obstructive, chez lesquels elle participerait à la progression de la maladie en 

majorant la détérioration des fonctions respiratoires [54]. 

 

II. Le génotypage de Pneumocystis jirovecii 

1. Index de discrimination 

Les différentes méthodes de génotypage sont caractérisées et comparées selon un indice 

de discrimination, qui est calculé par l’index de Hunter. Cet indice évalue la capacité d’une 

technique à distinguer deux isolats non apparentés [55]. Un index seuil de 0.95, correspondant 

à 95% de probabilité de séparer deux isolats non reliés, est considéré comme acceptable pour 

la discrimination des isolats [56]. 

 

 

Figure 3 : Formule de Simpson, permettant le calcul de l’index de Hunter [55] 

D : index de Hunter ; N : nombre d’isolats dans la population ; s : nombre de motifs distincts 

discriminés par la méthode de typage ; nj : nombre d’isolats appartenant au génotype j 

Exemple : Analyse de 40 isolats pour un locus. Sur ces 40 isolats, sont identifiées 10 souches 

de « génotype 1 », 20 souches de « génotype 2 », 6 de « génotype 3 » et 4 de « génotype 4 » 

→ N = 40 ; S = 4 ; Σnj(nj-1) = 10x9 + 20x19 + 6x5 + 4x3 

2. Les méthodes de génotypage 

La PCR-SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) a été appliquée au 

génotypage de P. jirovecii par Hauser et al. dès la fin des années ‘90 [57]. Elle consiste en 

l’amplification par PCR d’un locus cible, suivie d’une dénaturation permettant d’obtenir un 

ADN simple brin. Une migration sur gel de polyacrylamide permet alors de visualiser les 

polymorphismes de conformation de ces monobrins. 
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Une méthode de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) basée sur la 

digestion de l’ADN amplifié par des enzymes de restriction a également été développée. 

Après amplification par PCR et incubation en présence d’enzymes de restriction, une 

migration électrophorétique des fragments de restriction est réalisée sur gel d’agarose. Une 

mutation au niveau d’un site de restriction entraîne une variation du nombre et/ou de la 

longueur des fragments de restriction. Les profils de restriction des gènes de P. jirovecii 

codant la dihydroptéroate synthase (DHPS) [58] et la major surface glycoprotein (MSG) [59] 

ont été étudiés. 

Plus récemment, des méthodes de génotypage basées sur le polymorphisme de longueur 

des microsatellites (MLP) ont été développées. Ces régions microsatellites correspondent à 

des répétitions en tandem d’un court motif de bases nucléotidiques (deux à cinq nucléotides). 

Après amplification de ces régions par PCR, le nombre de leurs répétitions est déterminé par 

séquençage ou par migration sur gel de polyacrylamide. Le génome de P. jirovecii contient 

notamment des microsatellites dans l’unique intron de la région promotrice du gène codant la 

MSG qui ont été utilisés pour le génotypage du champignon [60]. Gits-Muselli et al. ont 

quant à eux développé un autre panel de marqueurs en sélectionnant six motifs de répétition 

en tandem situés sur différentes parties du génome [61]. 

L’amplification et le séquençage de diverses régions génomiques de P. jirovecii ont 

également permis de mettre en évidence différents degrés de polymorphisme. Les principales 

régions étudiées étaient les régions intergéniques des Internal Transcribed Spacers  (ITS) 1 et 

2 et une portion du gène codant l’acide ribonucléique (ARN) de la grande sous-unité de 

l’ARN ribosomique mitochondrial (mtLSU). Sur la base du polymorphisme de l’une ou 

l’autre de ces régions, des génotypes de P. jirovecii ont été publiés [62–64]. Cette approche 

est ainsi basée sur l’étude d’une seule région génomique et ne présente par conséquent qu’un 

pouvoir discriminant modéré. C’est pourquoi l’analyse simultanée du polymorphisme de 

plusieurs loci, correspondant à la méthode de MLST (Multi Locus Sequence Typing), permet 

d’augmenter ce pouvoir discriminant. Aujourd’hui, 19 régions, codantes ou non, ont été 

explorées pour le génotypage de P. jirovecii et 31 schémas de MLST ont été proposés. Ces 

schémas présentent des pouvoirs discriminants variables, s’expliquant par des niveaux de 

polymorphisme différents selon les régions d’ADN choisies [65]. 

L’étude de Maitte et al. avait pour objectif de comparer différents schémas de MLST pour 

le génotypage de P. jirovecii [56]. Les auteurs ont calculé le H-index de neuf schémas 
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correspondant à l’analyse d’un à huit loci. Le H-index établi à 0,996 par l’utilisation d’un 

schéma à huit loci permettait de démontrer la puissance de la méthode de MLST. Ils ont 

ensuite proposé des schémas plus simples et moins onéreux (Figure 4). Le schéma incluant la 

région des ITS1 n’a pas été retenu du fait de la faible amplification de celle-ci. Ainsi, le 

schéma composé des trois loci du cytochrome B (CytB), de la mtLSU et de la superoxyde 

dismutase (SOD) était l’alternative la plus intéressante. Les performances de cette méthode de 

MLST sont comparables à celle de la MLP [66]. 

 

 

Figure 4 : Pouvoir discriminant de schéma Multi Locus Sequence Typing [56] 

 

En octobre 2020, un nouveau schéma consensuel de MLST composé de quatre loci 

génétiquement indépendants a été proposé par Pasic et al. pour le génotypage standardisé de 

P. jirovecii [65]. Il ajoute le locus de la β-tub aux trois autres précédemment proposés par 

Maitte et al.  
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III. Etude 

1. Objectifs 

L’objectif principal de ce travail est d’appréhender la dynamique de colonisation par P. 

jirovecii chez les patients présentant une immunodépression au long cours ou une maladie 

pulmonaire chronique. L’objectif secondaire est d’évaluer le potentiel évolutif d’une 

colonisation vers une PPC. Deux hypothèses peuvent être proposées. 

La première hypothèse est celle d’une colonisation au long cours par un (ou des) isolat(s) 

de P. jirovecii. Lors de l’aggravation d’une immunodépression sous-jacente, tout ou une 

partie de ces mêmes isolats seraient en mesure de se multiplier activement. Cette 

multiplication se traduirait par le développement d’une PPC. Selon ce premier scenario, la 

colonisation représenterait l’incubation de la PPC. La durée d’incubation se superposerait 

alors à la durée de colonisation et varierait essentiellement en fonction du statut immunitaire 

ou des altérations pulmonaires du patient. La confirmation de cette hypothèse serait un 

argument majeur pour instaurer un traitement anti-Pneumocystis dès la phase de colonisation. 

La seconde hypothèse est celle d’un patient immunodéprimé, colonisé de manière 

séquentielle par différents isolats de P. jirovecii. Différents épisodes, de durée indéterminée, 

seraient entrecoupés d’un état « Pneumocystis free ». En d’autres termes, il s’agirait d’un 

cycle de contamination - clairance - recontamination. En fonction de facteurs liés à l’hôte, un 

épisode de recontamination pourrait se manifester sous la forme d’une PPC plutôt que sous 

celle d’une colonisation. Selon ce second scenario, les épisodes antérieurs de colonisation ne 

pourraient pas refléter l’incubation de la PPC et l’intérêt d’un traitement systématique de ces 

épisodes serait à discuter. 

Pour discerner ces hypothèses, nous avons procédé à la caractérisation moléculaire de P. 

jirovecii isolé de manière répétée chez un même patient, à l’aide d’un génotypage par une 

méthode de MLST. Une identité génotypique des isolats sur les différents loci serait un 

argument en faveur de l’hypothèse d’une colonisation au long cours. En revanche, des 

génotypes différents évoqueraient soit des épisodes répétés de colonisation brève, soit une 

colonisation prolongée avec différents isolats, dont la prédominance des uns par rapport aux 

autres fluctuerait dans le temps. 
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2. Matériels & Méthodes 

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique. Les échantillons sélectionnés dans ce 

travail sont des extraits d’ADN de P. jirovecii issus de prélèvements respiratoires reçus au 

laboratoire de Parasitologie et Mycologie du CHU Amiens-Picardie entre janvier 2010 et 

décembre 2020. 

a) Patients et échantillons 

Pour chaque échantillon, P. jirovecii avait initialement été détecté par une méthode de 

PCR en temps réel « maison » avec amplification du locus de la mtLSU selon un protocole 

précédemment publié [67,68]. Les patients inclus dans cette étude étaient ceux chez lesquels 

P. jirovecii avait été détecté dans plusieurs échantillons, avec intervalle minimal de sept jours 

au moment de leur recueil. 

Les données cliniques et biologiques recueillies comprenaient l’âge, le sexe, la condition 

sous-jacente exposant au risque d’infection par P. jirovecii, la forme d’infection à P. jirovecii 

et l’administration d’un traitement anti-Pneumocystis. La date des prélèvements, la nature des 

différents échantillons respiratoires, le résultat de l’examen direct pour la détection de P. 

jirovecii lorsqu’il était réalisé, les cycles seuil de détection (Ct) obtenus par la PCR 

« maison » ont également été relevés pour chaque patient. Ces données ont été complétées par 

la charge fongique pulmonaire, déterminée exclusivement pour les échantillons de LBA. Le 

résultat du dosage sérique du β-D glucane était également recueilli s’il était disponible.  

Le diagnostic a été retenu selon les arguments suivants :  

- « PPC prouvée » : examen direct positif et/ou charge fongique > 107 copies/mL de 

LBA (seuil retenu par le laboratoire de Parasitologie et Mycologie du CHU Amiens-

Picardie comme charge fongique compatible avec le diagnostic de PPC) 

- « PPC possible » : examen direct négatif (si disponible), charge fongique < 107 

copies/mL de LBA et administration d’un traitement anti-Pneumocystis (ou manque 

d’information dans le dossier du patient quant à l’administration d’un traitement) [69]  

- « Colonisation » : examen direct négatif (si disponible), charge fongique < 107 

copies/mL de LBA et évolution clinique favorable en l’absence de traitement anti-

Pneumocystis 
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b) Loci 

Le génotypage de P. jirovecii a été réalisé selon le schéma consensuel proposé par 

l’équipe de Pasic et al. qui associe les quatre loci précédemment décrits dans le manuscrit ; il 

s’agit des loci de la β-tub, du CytB, de la mtLSU et de la SOD. [65]. Les amorces utilisées 

pour amplifier chacun des loci sont indiquées dans le tableau I. 

Locus Amorces Séquence nucléotidique Amplicon Références 

CytB 
CytBFw 

5’-CCCAGAATTCTCGTTTGGTCTATT-3’ 

639 pb Esteves et al. 2010 [70] 

CytBRw 
5’-AAGAGGTCTAAAAGCAGAACCTCAA-3’ 

mtLSU 

pH207 5’-ACAAATCGGACTAGGATATAGCTGGT-3’ 

301 pb 
Chabé et al. 2014 [71] 

Wakefield et al. 1990 [72] pAZ102-E 5’-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3’ 

SOD 

MnSODFw 5’-GGGTTTAATTAGTCTTTTTAGGCAC-3’ 
653 pb Esteves et al. 2010 [70] 

MnSODRw 5’-CATGTTCCCACGCATCCTAT-3’ 

β-tub 

β-tubFw 5’-TCATTAGGTGGTGGAACGGG-3’ 
309 pb Hauser et al.1997 [57] 

β-tubRw 5’-ATCACCATATCCTGGATCCG-3’ 

Tableau I : Loci et amorces sélectionnés pour le génotypage Multi locus sequence typing 

pb : paires de bases ; CytB : cytochrome B ; mtLSU : grande sous-unité de l’ARNr 

mitochondrial ; SOD : superoxyde dismutase ; β-tub : β-tubuline 

c) Etapes de l’analyse 

Les ADNs utilisés dans cette étude avaient été initialement extraits par méthode 

automatisée (easyMAG® ou eMAG®, Biomérieux). Après avoir détecté P. jirovecii à l’aide de 

la PCR « maison » citée ci-dessus, ils avaient été conservés à -80°C.  

Chacun des quatre loci a été amplifié à l’aide des amorces décrites dans le tableau I, de 

manière indépendante, à l’aide de quatre réactions de PCR. Les réactions ont été réalisées 

dans un volume final de 25 µL comprenant les amorces à la concentration de 0,2 µM chacune, 

du master mix (Qiagen® PCR master mix) et 2,5 µL d’ADN extrait pour l’amplification des 

loci multicopiés (mtLSU et CytB) ou 5 µL d’ADN extrait pour l’amplification des loci 

unicopiés (SOD et β-tub). Cette étape d’amplification a été réalisée sur le thermocycleur 

VeritiTM (Applied Biosystems). Tous les programmes commençaient par une activation de la 

Hot Star Taq polymérase contenue dans le master mix pendant 15 minutes à 95°C, suivie de 
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45 cycles dont les différentes étapes sont précisées dans le tableau II. Ils se terminaient par 

une extension finale de 10 minutes à 72°C. 

mtLSU SOD β-tub, CytB 

Dénaturation 94°C → 15 secondes 

Hybridation 57°C → 15 secondes 

Elongation 72°C → 25 secondes 

Dénaturation 94°C → 30 secondes 

Hybridation 55°C → 90 secondes 

Elongation 72°C → 45 secondes 

Dénaturation 94°C → 30 secondes 

Hybridation 60°C → 90 secondes 

Elongation 72°C → 45 secondes 

Tableau II : Conditions d’amplification utilisées pour les 45 cycles des différentes réactions 

de PCR 

CytB : cytochrome B ; mtLSU : grande sous-unité de l’ARNr mitochondrial ; SOD : 

superoxyde dismutase ; β-tub : β-tubuline 

Les produits d'amplification ont été révélés par électrophorèse en gel d'agarose à 1%. Les 

bandes ont été mises en évidence par exposition aux rayons UV et par comparaison à un 

témoin de poids moléculaire (DNA Mass Ladder, Abbott). 

Ils ont ensuite été purifiés par le procédé enzymatique ExoSAP-IT® (Affymetrix) selon le 

protocole décrit par le fournisseur : 5 μL d’ADN amplifiés ont été ajoutés à 2 μL du réactif 

Exosap®. Le mélange réactionnel a alors été incubé à 37°C pendant 15 minutes puis à 80°C 

pendant 15 autres minutes. 

Un séquençage double brin a ensuite été réalisé pour chacun des quatre loci. Ainsi 1 µL 

d’ADN purifié a été ajouté à 9 µL comprenant le réactif BigDye® Terminator v3.1 

(ThermoFisher) et une des huit amorces décrites dans le tableau I. La réaction de séquence a 

été réalisée sur le thermocycleur VeritiTM (Applied Biosystems) selon un programme qui 

comprenait une première étape de dénaturation à 96°C pendant une minute suivie de 25 

cycles, composés chacun d’une dénaturation à 96°C pendant 10 secondes, d’une hybridation à 

50°C pendant 5 secondes puis d’une élongation à 60°C pendant 4 minutes. 

Les produits de séquence ont été purifiés à l’aide du kit BigDye Xterminator™ 

(ThermoFisher) puis analysés par le séquenceur 3500xL Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems), selon la méthode de séquençage Sanger. 

Une analyse bio-informatique a permis de comparer les données obtenues pour chaque 

locus. Ainsi, les chromatogrammes ont été visualisés avec le logiciel Geneious (Figure 5). 
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Figure 5 : Chromatogrammes obtenus avec le logiciel Geneious  

 

Le logiciel a permis l’assemblage des séquences d’ADN et l’édition de séquences 

consensus. Ces séquences ont été alignées aux séquences de référence issues de la banque de 

données publique GenBank® à l’aide du logiciel Bioedit.  

d) Identification des allèles 

Les allèles ont été identifiés et dénommés selon les publications antérieures (Tableaux III 

à VI).  

La séquence de référence utilisée pour l’alignement du locus de la CytB est la séquence 

GenBank® n° AF074871.1 [73]. Esteves et al. [70] ont décrit sept allèles, numérotés CytB1 à 

CytB7 et Maitte et al. [56] ont décrit deux allèles supplémentaires, dénommés CytB8 et 

CytB9. 

Tableau III : Polymorphismes nucléotidiques du locus du Cytochrome B 

* Esteves et al. n’ont pas inclus le polymorphisme des positions 299, 362, 369, 675, 742, 832 

et 833 pour déterminer les allèles 

 

 

 

 

 Positions nucléotidiques  

Références 279 299* 348 362* 369* 516 547 566 675* 742* 832* 833* 838 Allèles 

Esteves et al. 

2010 [70] 

C  A   C C C     C CytB1 

C  A   C C C     T CytB2 

C  G   T C C     C CytB3 

C  A   C T C     C CytB4 

T  A   T C C     C CytB5 

C  A   T C C     C CytB6 

C  A   C C T     C CytB7 

Maitte et al. 

2013 [56] 

T C A C G C C C A C T T C CytB8 

C C A C G C C C T C T T C CytB9 
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La séquence de référence utilisée pour l’alignement du locus de la SOD est la séquence 

GenBank® n° AF146753 [13]. Esteves et al. ont décrit quatre allèles, numérotés SOD1 à 

SOD4 [70]. 

Positions nucléotidiques 

Références 110 215 Allèles 

Esteves et al. 

2010 [70] 

C T SOD1 

T C SOD2 

T T SOD3 

C C SOD4 

Tableau IV : Polymorphismes nucléotidiques du locus de la superoxyde dismutase 

 

La séquence de référence utilisée pour l’alignement du locus de la mtLSU est la séquence 

GenBank® n° M58605.1 [15]. Esteves et al. ont décrit cinq allèles, numérotés mtLSU1 à 

mtLSU5 [70]. 

 

 

 

 

 

Tableau V : Polymorphismes nucléotidiques du locus de la grande sous-unité de l’ARN 

ribosomique mitochondrial 

 

La séquence de référence utilisée pour l’alignement du locus de la β-tub est la séquence 

GenBank® n° AF170964.1 déposée par S. Landvik. et M.L Berbee. Hauser et al. ont décrit 

trois allèles, numérotés β-tub1 à β-tub3 [57]. Volpe et al. ont par la suite décrit un nouvel 

allèle, la β-tub4 [74]. 

Positions nucléotidiques 

Références 24 96 282 Allèles 

Hauser et al., 

1997 [57] 

A G G β-tub1 

T G A β-tub2 

A G A β-tub3 

Volpe et al., 2001 [74] A A A β-tub4 

Tableau VI : Polymorphismes nucléotidiques du locus de la β-tubuline 

  

Positions nucléotidiques 

Références 85 248 Allèles 

Esteves et al. 

2010 [70] 

C C mtLSU1 

A C mtLSU2 

T C mtLSU3 

C T mtLSU4 

A T mtLSU5 
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3. Résultats 

a) Patients et échantillons 

Dix-neuf patients ont été inclus dans l’étude. L’âge moyen (au moment du premier 

prélèvement) était de 52 ans (6 mois – 76 ans) et le sex-ratio était de 1,7. 

Quarante-deux échantillons ont été recueillis et correspondaient à 31 échantillons de 

LBA, trois aspirations trachéo-bronchiques, quatre aspirations naso-pharyngées et quatre 

expectorations. Deux échantillons ont été prélevés pour 15 patients tandis que trois 

échantillons ont pu être recueillis pour les quatre autres patients. 

A l’aide de l’analyse des données clinico-biologiques, les patients ont été classés en 

quatre groupes : les patients dont les échantillons ont été prélevés au cours d’un même 

épisode de PPC, qu’elle soit prouvée ou possible ; les patients dont les échantillons ont été 

prélevés au cours de deux épisodes distincts de PPC ; les patients dont les échantillons ont été 

prélevés au cours d’une colonisation et les patients dont le premier échantillon a été prélevé 

au cours d’une colonisation et les suivants au cours d’un épisode de PPC. 

i. Groupe 1 : Echantillons prélevés au cours d’un même épisode de PPC 

Onze patients ont été inclus dans ce groupe. Les résultats de l’examen direct et/ou de la 

charge fongique du premier échantillon recueilli ont permis de retenir le diagnostic de PPC 

prouvée pour six de ces 11 patients (P1, P3, P6, P7, P8 P11). Les cinq autres patients (P2, P5, P15, 

P16, P17) ont été classés dans ce groupe dans la mesure où ils avaient reçu un traitement anti-

Pneumocystis, n’excluant alors pas la possibilité d’une PPC (« PPC possible »). Les données 

clinico-biologiques des patients sont présentées dans le tableau VII. 

ii. Groupe 2 : Echantillons prélevés au cours de deux épisodes distincts de PPC  

Les patients P18 et P19 ont été inclus dans ce groupe. Chacun a bénéficié de deux 

prélèvements, dans un délai de 1450 et 1453 jours. Au total, quatre échantillons ont été 

recueillis ; aucun n’était positif à l’examen direct. En revanche, les deux échantillons du 

patient P19 présentaient une charge fongique > 107 copies/mL d’ADN, permettant de retenir le 

diagnostic de PPC prouvée. Le patient P18 a quant à lui bénéficié d’un traitement anti-

Pneumocystis curatif au moment du premier prélèvement et présentait une charge fongique 

probablement élevée – mais non déterminée – au moment du second prélèvement, compte 

tenu du Ct bas (22) observé dans un échantillon non invasif. Nous avons par conséquent 

retenu le diagnostic de PPC possible pour ce patient. Les deux patients présentaient de 
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surcroit un taux de β-D-glucane positif. En outre, compte tenu du délai entre les prélèvements 

pour chacun des deux patients et de l’amélioration clinique observée pendant ce délai, nous 

avons considéré qu’il s’agissait d’épisodes distincts de PPC. Les données clinico-biologiques 

des patients sont présentées dans le tableau VIII. 

iii. Groupe 3 : Echantillons prélevés au cours d’une colonisation 

Les patients P4, P9, P13 et P14 étaient considérés colonisés au moment de la réalisation de 

chaque prélèvement dans la mesure où aucun d’eux n’avait reçu de traitement spécifique 

contre Pneumocystis et avaient présenté une évolution favorable de leur symptomatologie. 

Les patients P4, P13 et P14 ont bénéficié de deux prélèvements et le patient P9 a été prélevé à 

trois reprises. Les échantillons ont été prélevés dans un délai variant de 41 à 1637 jours. Tous 

les patients présentaient un taux de β-D-glucane négatif, lorsqu’il était disponible. Les 

données clinico-biologiques sont présentées dans le tableau IX. 

iv. Groupe 4 : Premiers échantillons prélevés au cours d’une colonisation et échantillons 

suivants prélevés au cours d’une PPC 

Les patients P10 et P12 ont été inclus dans ce groupe. Ils ont bénéficié de trois et deux 

prélèvements sur une période de 20 et 12 jours respectivement. Aucun examen direct n’a été 

réalisé sur ces échantillons. Les deux patients ont bénéficié d’un traitement spécifique contre 

Pneumocystis débuté lors du troisième et du second prélèvement respectivement, c’est-à-dire 

20 et 15 jours après la détection initiale de P. jirovecii. Pour ces raisons, nous avons considéré 

que ces deux patients, initialement colonisés, avaient par la suite développé une PPC « 

possible ». Les données clinico-biologiques sont présentées dans le tableau X. 
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Tableau VII : Données clinico-biologiques des patients inclus dans le groupe 1 

Patient Age Sexe 

Maladie 

sous 

jacente 

Echantillon 
Nature de  

l'échantillon 

Date de 

prélèvement 

Délai entre 

les 

prélèvements 

(jours) 

Ct a 
Charge 

fongique b 

Examen  

direct c 

Traitement anti-Pneumocystis β-D-glucane 

Molécule 
Date de début 

(Durée) 

Résultat 

(pg/mL) 
Date 

P1 31 F VIH 

1a LBA 11/06/2020 

15 

22/21 >107 NR/NR 

TMP/SMX 
9/06/2020 

(21 jours) 

437 20/05/2020 

1b LBA 17/06/2020 27/27 4,2.106 NR/NR 
92 12/06/2020 

1c LBA 26/06/2020 29/30 7,8.105 NR/NR 

P2 63 F 
Hémopathie 

LAM 

2a LBA 22/06/2020 
18 

28/27 1,8 106 NR/NR 
TMP/SMX 

22/06/2020 

(21 jours) 
<31 22/06/2020 

2b LBA 10/07/2020 35/34 NR NR/NR 

P3 60 M VIH 
3a LBA 31/07/2019 

14 
17/18 >107 P/P 

TMP/SMX 
18/07/2019 

(21 jours) 

>500 18/07/2019 

3b LBA 14/08/2019 24/25 1,6.106 NR/NR >500 09/08/2019 

P5 60 M 
Hémopathie 

Myélome 

5a LBA 24/09/2019 
22 

29/29 3,3.105 N/N 
ATV relai TMP/SMX  

25/09/2019 relai 30/09/2019 
(NR) 

92 23/09/2019 
5b LBA 16/10/2019 35/35 < 105 N/N 

P6 63 M 
Cancer  

bronchique 

6a LBA 02/10/2020 
12 

19/18 >107 P/P 
TMP/SMX relai ATV  

03/10/2020 relai 19/10/2020 

(16 jours puis 8 jours)  
>500 05/10/2020 

6b LBA 14/10/2020 27/26 9,21.105 N/N 

P7 69 F 
Transplantation  

rénale 

7a LBA 29/08/2013 
14 

15/15 NR P/P 
TMP/SMX relai ATV 

29/08/2013 

(NR) 
>500 29/08/2013 

7b LBA 12/09/2013 19/19 NR N/P 

P8 34 M VIH 
8a LBA 26/02/2014 

51 
25/26 NR P/P TMP/SMX (dose 

Prophylactique) 
NR NR NR 

8b LBA 18/04/2014 29/30 NR N/P 

P11 65 M Immunodépression* 
11a LBA 02/01/2015 

10 
29/30 >107 N/N 

TMP/SMX 
6/01/2015 

(16 jours) 
N 02/01/2015 

11b LBA 12/01/2015 30/30 >107 N/N 

P15 37 M VIH 

15a ATB 08/03/2017 

27 

27/27 NR NR/NR 

TMP/SMX relai ATV 
07/03/2017 relai 20/03/2017 

(13 jours puis 10 jours) 
171 08/03/2017 

15b LBA 04/04/2017 36/35 < 105 NR/NR 

P16 50 F 
Hémopathie 

LBGC 

16a LBA 12/01/2017 
12 

24/23 5.106 N/N 
ATV 

23/01/2017 

(21 jours) 
>500 13/01/2017 

16b LBA 24/01/2017 28/28 2,3 106 N/N 

P17 68 M 
Transplantation  

rénale 

17a LBA 16/09/2013 

17 

25/25 NR N/N 
TMP/SMX 

(dose curative puis 

prophylactique) 

06/09/2013 

(39 jours)  
>500 13/09/2013 17b LBA 18/09/2013 23/23 NR N/P 

17c Exp 03/10/2013 35/36 NR NR/NR 
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Tableau VIII : Données clinico-biologiques des patients inclus dans le groupe 2 

Tableau IX : Données clinico-biologiques des patients inclus dans le groupe 3 

  

Patient Age Sexe 

Maladie 

sous 

jacente 

Echantillon 
Nature de  

l'échantillon 

Date de 

prélèvement 

Délai entre 

les 

prélèvements 

(jours) 

Ct a 
Charge 

fongiqueb 

Examen  

direct c 

Traitement anti-

Pneumocystis 
β-D-glucane 

Molécule 
Date de début 

(Durée) 

Résultat 

(pg/mL) 
Date 

P18 60 M VIH 
18a Exp 20/01/2014 

1450 
26/26 NR NR/NR TMP/SMX NR >500 21/01/2014 

18b Exp 09/01/2018 22/22 NR NR/NR NR NR NR NR 

P19 40 F VIH 
19a LBA 08/12/2015 

1453 
19/19 >107 N/N NR NR NR NR 

19b LBA 30/11/2019 15/15 >107 NR/NR TMP/SMX NR >500 02/12/2019 

Patient Age Sexe 
Maladie 

sous jacente 
Echantillon 

Nature de 

l'échantillon 

Date de 

prélèvement 

Délai entre 

les 

prélèvements 

(jours) 

Ct a 
Charge 

fongique b 

Examen  

direct c 

Traitement 

anti-Pneumocystis 

β-D-glucane 

Résultat 

(pg/mL) 
Date 

P4 71 F 

Pneumopathie 

récidivante 

sous corticoïdes 

4a LBA 23/10/2018 
308 

33/33 < 105 N/N non NR NR 

4b LBA 27/08/2019 38/37 < 105 N/N non NR NR 

P9 1 M 
Cytopathie  

mitochondriale 

9a ATB 13/05/2014 

41 

37/37 NR NR non 

NR NR 9b ANP 05/06/2014 37/39 NR NR non 

9c ANP 23/06/2014 36/37 NR NR non 

P13 76 M 
Transplantation  

rénale 

13a LBA 03/05/2011 
1637 

36/37 NR N/N non NR NR 

13b LBA 26/10/2015 34/34 1,8.106 N/N non < 31 24/10/2015 

P14 69 M 
Hémopathie 

LBGC 

14a LBA 07/05/2013 
951 

31/31 NR N/N non 
NR NR 

14b LBA 14/12/2015 38/38 1,6.105 N/N non 
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Tableau X : Données clinico-biologique des patients inclus dans le groupe 4 

 

Légende des tableaux VII à X : ANP : aspiration naso-pharyngée ; ATB : aspiration trachéo-bronchique ; ATV : atovaquone ; LAM : leucémie 

aiguë myéloïde ; LBA : lavage broncho-alvéolaire ; LBGC : lymphome B diffus à grandes cellules ; N : négatif ; NR : non réalisé ; PNI : 

pneumopathie d’inhalation ; TMP/SMX : triméthoprime/sulfaméthoxazole ;  a Ct1/Ct2 : cycles seuils de détection obtenus en duplicat b copies 

d'ADN/mL de LBA c coloration au May Grunwald Giemsa rapide (RAL 555, RAL diagnostics) / immunofluorescence (Monofluokit 

Pneumocystis; Bio-Rad) jusqu’en mars 2018 puis colorant fluorescent (Uvibio®; LDBIO Diagnostics) * Patient immunodéprimé sans étiologie 

retrouvée, et décédé avant l’exploration de l’immunodépression 

 

Patient Age Sexe 

Maladie 

sous 

jacente 

Echantillon 
Nature de  

l'échantillon 

Date de 

prélèvement 

Délai entre 

les 

prélèvements 

(jours) 

Cta 
Charge 

fongiqueb 

Examen  

directc 

Traitement anti-Pneumocystis β-D-glucane 

Molécule 
Date de début 

(Durée) 

Résultat 

(pg/mL) 
Date 

P10 65 M 
Pemphigoïde 

bulleuse 

10a Exp 27/11/2014 

20 

32/33 NR NR/NR non 

NR NR 10b ATB 15/12/2014 30/30 NR NR/NR non 

10c LBA 17/12/2014 20/21 >107 NR/NR TMP/SMX 
17/12/2014 

(NR) 

P12 0,5 F 
PNI 

Atélectasie 

12a ANP 11/05/2011 

12 

40/37 NR NR/NR non NR NR 

12b ANP 23/05/2011 32/31 NR NR/NR TMP/SMX 
26/05/2011 

(NR) 
NR NR 
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b) Polymorphismes nucléotidiques et génotypage multi-loci des isolats de 

Pneumocystis jirovecii 

La comparaison des séquences consensus obtenues avec les séquences de référence issues 

de la base de données GenBank® a permis de distinguer des polymorphismes nucléotidiques 

sur les quatre loci. Les polymorphismes décrits dans la littérature ainsi que ceux retrouvés 

pour chaque isolat du présent travail sont présentés dans les annexes I à IV. 

Dans ce travail, nous avons identifié six allèles du locus du CytB (CytB1, 2, 3, 5, 6 et 8) 

parmi les neuf décrits dans la littérature, quatre allèles du locus mtLSU (mtLSU1, 2, 3 et 4) 

parmi les cinq décrits et deux allèles du locus β-tub (β-tub1 et 3) parmi les quatre décrits. Les 

quatre allèles du locus de la SOD décrits dans la littérature ont tous été identifiés. De plus un 

nouvel allèle, non publié précédemment, a été identifié ; nous l’avons dénommé mtLSU6. 

Celui-ci est caractérisé par la présence d’une adénine en position 248 alors que les allèles 

jusqu’à présent décrits présentent soit une cytosine soit une thymine sur cette position. 

Nous avons ensuite procédé à l’attribution des génotypes pour chaque échantillon à l’aide 

de la combinaison des différents allèles observés pour chaque locus. Les génotypes obtenus 

sont présentés dans les tableaux XI à XIV. 

 

i. Groupe 1 : Génotypage de P. jirovecii dans les échantillons prélevés au cours d’un 

même épisode de Pneumonie à Pneumocystis 

Le locus de la mtLSU a été amplifié dans les 24 échantillons testés et les loci du CytB, de 

la SOD et de la β-tub ont été amplifiés respectivement dans 23, 19 et 20 échantillons. Nous 

avons donc pu analyser quatre loci pour 17 des 24 échantillons, trois loci pour quatre 

échantillons et deux loci pour les trois derniers échantillons. 

Il existe une identité complète de tous les allèles amplifiés pour l’ensemble des 

échantillons de huit des 11 patients inclus dans ce groupe (P2, P3, P5, P6, P7, P8, P16 et P17) et 

une identité partielle pour les échantillons de deux autres patients (P1, P11). En revanche, une 

différence allélique pour un même locus a été mise en évidence dans les échantillons du 

patient et P15.  
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Patient Echantillon 
Allèles 

CytB mtLSU SOD β-tub 

P1 

1a CytB1/2 mtLSU3 SOD1 - 

1b CytB1/2/6 mtLSU3 - β-tub1/3 

1c CytB1/2/6 mtLSU3 - β-tub3 

P2 
2a CytB5 mtLSU3 SOD2 β-tub1 

2b CytB5 mtLSU3 - - 

P3 
3a CytB2 mtLSU1 SOD2 β-tub3 

3b CytB2 mtLSU1 SOD2 β-tub3 

P5 
5a CytB6 mtLSU3 SOD1 β-tub1 

5b - mtLSU3 - β-tub1 

P6 
6a CytB1 mtLSU2 SOD1 β-tub3 

6b CytB1 mtLSU2 SOD1 β-tub3 

P7 
7a CytB1 mtLSU2 SOD1 β-tub1 

7b CytB1 mtLSU2 SOD1 β-tub1 

P8 
8a CytB1 mtLSU4 SOD1 β-tub1 

8b CytB1 mtLSU4 SOD1 β-tub1 

P11 
11a CytB1 mtLSU3 SOD1 β-tub1 

11b CytB1/2 mtLSU1/3/4 SOD1 β-tub1 

P15 
15a CytB8 mtLSU3 SOD1/2/3/4 β-tub1/3 

15b CytB5 mtLSU6 SOD2 - 

P16 
16a CytB1 mtLSU3 SOD2 β-tub3 

16b CytB1 mtLSU3 SOD2 β-tub3 

P17 

17a CytB2 mtLSU4 SOD1 β-tub1 

17b CytB2 mtLSU4 SOD1 β-tub1 

17c CytB2 mtLSU4 - - 

Tableau XI : Génotypes de Pneumocystis jirovecii dans les échantillons des patients du 

groupe 1 

- : Absence d’amplification ; l’identification de différents allèles dans un même échantillon 

est indiquée par le symbole « / » entre chaque allèle identifié (ex : CytB1/2) 

 

ii. Groupe 2 : Génotypage de P. jirovecii dans les échantillons prélevés au cours de deux 

épisodes de pneumonie à Pneumocystis  

Parmi les quatre échantillons testés, seul le locus de la SOD de l’échantillon 19a n’a pas 

été amplifié. Nous avons donc pu analyser quatre loci pour trois des quatre échantillons et 

trois loci pour le dernier échantillon.  

Des allèles distincts ont été identifiés dans les différents échantillons de chaque patient.  



Page 33 sur 55 

 

 

Patient Echantillon 
Allèles 

CytB mtLSU SOD β-tub 

P18 
18a CytB8 mLSU1/2/3 SOD2/3 β-tub1/3 

18b CytB1 mtLSU3 SOD2 β-tub1 

P19 
19a CytB3 mtLSU3 - β-tub1 

19b CytB1 mtLSU3 SOD1 β-tub1 

Tableau XII : Génotypes de Pneumocystis jirovecii dans les échantillons des patients du 

groupe 2 

- : Absence d’amplification ; l’identification de différents allèles dans un même échantillon 

est indiquée par le symbole « / » entre chaque allèle identifié 

 

iii. Groupe 3 : Génotypage de P. jirovecii dans les échantillons prélevés au cours d’une 

colonisation 

Le locus du CytB a été amplifié dans tous les échantillons et celui de la mtLSU l’a été 

dans huit des neufs échantillons testés. A l’inverse, le locus de la SOD n’a été amplifié que 

dans deux échantillons et celui de la β-tub n’a pas pu être amplifié. Nous avons donc pu 

analyser trois loci pour deux des neufs échantillons, deux loci pour six échantillons et un 

locus pour le dernier échantillon. 

Aucune co-infection n’a été détectée. 

Pour les deux échantillons du patient P14, il existe une identité des complète des deux 

allèles amplifiés. A l’inverse, des différences alléliques ont été mises en évidences dans les 

échantillons des patients P4, P9 et P13. 

Patient Echantillon 
Allèles 

CytB mtLSU SOD β-tub 

P4 
4a CytB1 mtLSU2 - - 

4b CytB2 - - - 

P9 

9a CytB8 mtLSU1 SOD2 - 

9b CytB2 mtLSU3 - - 

9c CytB1 mtLSU3 - - 

P13 
13a CytB6 mtLSU3 - - 

13b CytB2 mtLSU4 SOD1 - 

P14 
14a CytB1 mtLSU3 - - 

14b CytB1 mtLSU3 - - 



Page 34 sur 55 

 

Tableau XIII : Génotypes de Pneumocystis jirovecii dans les échantillons des patients du 

groupe 3 

- : Absence d’amplification  

iv. Groupe 4 : Génotypage de P. jirovecii dans les échantillons prélevés au cours d’une 

colonisation puis dans les échantillons prélevés au cours d’une pneumonie à 

Pneumocystis 

Seul le locus du CytB a été amplifié pour l’échantillon 12a. La totalité des loci a été 

amplifiée pour les quatre autres échantillons. Nous avons donc pu analyser quatre loci pour 

quatre des cinq échantillons et un locus pour le dernier échantillon. 

Il existe une identité allélique complète du seul locus amplifié dans les deux échantillons 

du patient P12 − le locus du CytB − et une identité partielle de tous les loci pour les 

échantillons du patient P10. 

Patient Echantillon 
Allèles 

CytB mtLSU SOD β-tub 

P10 

10a CytB1/6 mtLSU2/3 SOD1 β-tub1/3 

10b CytB1/6 mtLSU2 SOD1 β-tub1/3 

10c CytB1/5/6/8 mtLSU2/3 SOD1 β-tub1/3 

P12 
12a CytB1 - - - 

12b CytB1 mtLSU4 SOD1 β-tub3 

Tableau XIV : Génotypes de Pneumocystis jirovecii dans les échantillons des patients du 

groupe 4 

- : Absence d’amplification ; l’identification de différents allèles dans un même échantillon 

est indiquée par le symbole « / » entre chaque allèle identifié 
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4. Discussion 

Intérêts, difficultés et limites de la méthode de MLST pour le génotypage de P. jirovecii 

Pour mieux comprendre la physiopathologie et l’épidémiologie des champignons d’intérêt 

médical, différentes méthodes de génotypage ont été développées [75]. La méthode de MLST 

est aujourd’hui reconnue pour le génotypage de P. jirovecii en termes de pouvoir 

discriminant, de reproductibilité, de comparaison inter-laboratoire des résultats, de faisabilité 

par rapport au coût et au temps [76]. En 2013, Maitte et al. ont proposé un schéma consensuel 

à trois loci − ceux du CytB, de la mtLSU et de la SOD − permettant d’atteindre un index de 

discrimination à 0,987 tout en assurant un coût raisonnable et une exécution relativement 

aisée [56]. Pasic et al. ont ensuite proposé de compléter le schéma de Maitte et al. par l’étude 

du polymorphisme d’un quatrième locus [65]. En effet, en se basant sur une analyse de la 

littérature ainsi que sur le succès d’amplification et le niveau de polymorphisme du locus de la 

β-tub observés dans leur propre travail, les auteurs ont considéré que l’analyse de ce locus 

était également pertinente pour le génotypage MLST de P. jirovecii. Les auteurs concluent 

que ce schéma à quatre loci permet d’associer un bon niveau d’amplification des régions 

génomiques et un pouvoir discriminant élevé. Pour ces raisons, nous avons choisi ce schéma. 

Ce schéma consensuel publié par Pasic et al. est promu par « The International Society 

for Human & Animal Mycology » et est désormais disponible en ligne. L'objectif de cette 

page web (https://mlst.mycologylab.org) est de mettre à disposition les schémas de MLST 

utiles au génotypage de différentes espèces fongiques pathogènes pour l'Homme et 

comprenant, entre autres, P. jirovecii. Toutefois, les amorces que nous avons utilisées pour 

amplifier le locus de la mtLSU étaient différentes de celles utilisées par Pasic et al. Les 

produits d’amplification que nous avons obtenus pour ce locus n’étaient par conséquent, pas 

reconnus par le site et nous n’avons pas pu identifier les génotypes de notre travail 

directement en ligne. 

Neuf des 42 échantillons (21,4%) analysés dans ce travail présentent des mélanges 

alléliques sur au moins un locus, suggérant la présence de plusieurs isolats fongiques dans un 

même échantillon, désignés sous le terme de co-infection. Toutefois, compte-tenu des 

éventuelles recombinaisons des génomes mitochondriaux d’une part [77] et de 

l’hétéroplasmie de l’ADN mitochondrial d’autre part [78], l’hypothèse d’un mélange d’ADN 

mitochondrial pour un même isolat a été émise par certains auteurs, proposant alors d’écarter 

les cibles mitochondriales dans les approches de génotypage [79]. Nous avons pourtant choisi 
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de conserver ces cibles dans notre schéma de MLST puisqu’il s’agit de régions génomiques 

multicopiées qui sont par conséquent, facilement amplifiées, même en cas de faibles charges 

fongiques telles que celles observées au cours des colonisations. Les gènes mitochondriaux 

multicopiés du CytB et de la mtLSU ont en effet été amplifiés pour 41 et 40 échantillons, 

correspondant à des rendements d’amplification respectifs de 98% et 95%. A l’inverse, les 

gènes nucléaires unicopiés de la SOD et de la β-tub ont été amplifiés dans 28 échantillons 

chacun, résultant en un rendement d’amplification de 67%. Quoi qu’il en soit, le 

polymorphisme du génome mitochondrial identifié dans neuf échantillons a été confirmé par 

la mise en évidence simultanée d’un polymorphisme du locus nucléaire de la β-tub pour six 

d’entre eux (échantillons 1b, 10a, 10b, 10c, 15a, 18a) et du locus nucléaire de la SOD pour 

deux d’entre eux (échantillons 15a, 18a). Ce polymorphisme nucléaire conforte ainsi 

l’existence de réelles co-infections plutôt qu’un mélange d’ADN mitochondrial. Ainsi, le 

principal intérêt d’ajouter le locus de la β-tub au schéma de MLST proposé par Maitte et al. 

est de confirmer les co-infections initialement détectées par un polymorphisme du génome 

mitochondrial. Les trois autres échantillons présentant un polymorphisme mitochondrial 

(échantillons 1a, 1c et 11b) ne présentaient pas de polymorphisme nucléaire. Pour ces 

échantillons, une étape supplémentaire de clonage des produits d’amplification des loci 

nucléaires serait intéressante afin de confirmer l’existence d’une co-infection suspectée 

devant le polymorphisme des loci mitochondriaux.  

Les rendements d’amplification de 98% et 95% que nous avons obtenus pour les gènes 

multicopiés sont semblables à ceux décrits par Pasic et al. En revanche, le rendement de 67% 

obtenu pour les gènes unicopiés est inférieur à celui de 80% rapporté par ces mêmes auteurs, 

bien que nous ayons adapté les protocoles de PCR tant sur les volumes d’ADN que sur les 

températures d’hybridation. Ce plus faible rendement n’est toutefois pas surprenant dans la 

mesure où notre travail comportait des échantillons de faible charge fongique, tels que ceux 

recueillis de manière peu invasives et ceux provenant de patients colonisés. 

Dans notre travail, la caractérisation moléculaire de P. jirovecii a été réalisée par une 

méthode de MLST avec un séquençage direct de type Sanger. Cette technique ne détecte 

pourtant que les souches présentes à plus de 20% dans la population considérée et montre par 

conséquent des limites dans la caractérisation des sous-populations [80]. Une étude 

préliminaire a permis d’évaluer les performances du séquençage nouvelle génération pour le 

génotypage de P. jirovecii [81]. A l’aide de cette méthode, le seuil de détection des variants 

minoritaires a été évalué à 1% permettant ainsi de détecter des co-infections dans une 
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proportion  plus importante qu’à l’aide du séquençage direct. A l’avenir, la puissance de cet 

outil en termes de discrimination devrait permettre de définir précisément les proportions de 

variants majoritaires et minoritaires dans un même échantillon et d’apporter ainsi de 

nouveaux éléments à la compréhension de l’histoire naturelle des infections par P. jirovecii. 

Episodes de pneumonie à Pneumocystis 

Ce travail a permis l’étude de 15 épisodes de PPC. Il s’agissait d’une PPC prouvée pour 

neuf d’entre eux dans la mesure où l’examen direct de l’échantillon de LBA était positif et/ou 

que la charge fongique était supérieure ou égale à 107 copies/mL de LBA. Il s’agissait d’une 

PPC possible pour les six autres épisodes puisque les critères biologiques évoquaient une 

colonisation (examen direct négatif [si disponible] et charge fongique < 107 copies/mL de 

LBA) mais l’administration d’un traitement anti-Pneumocystis ne permettait pas d’exclure 

une PPC. 

Que le diagnostic de PPC soit prouvé ou possible, nous avons séparé les patients chez 

lesquels les prélèvements successifs avaient été réalisés au cours d’un même épisode de PPC 

(11 patients, inclus dans le groupe 1) des patients chez lesquels les prélèvements avaient été 

réalisés au cours d’épisodes récurrents de PPC (deux patients, inclus dans le groupe 2). 

Les différences alléliques observées dans les échantillons successifs d’un seul des 11 

patients prélevés pendant un même épisode de PPC (P15) évoquent une co-infection avec une 

permutation de l’isolat fongique majoritaire au cours de l’épisode. Une autre hypothèse est 

celle d’un isolat unique présentant un mélange d’ADN mitochondrial puisque les différences 

n’ont été observées que sur des loci mitochondriaux. Cette seconde hypothèse est renforcée 

par les allèles identifiés dans les échantillons des dix autres patients. En effet, une identité 

allélique complète ou partielle de P. jirovecii dans tous les échantillons d’un même épisode a 

été mise en évidence. Cette identité est donc compatible avec la présence soit d’un isolat 

unique, dans le cas d’une identité complète, soit d’une co-infection par plusieurs isolats sans 

permutation de l’isolat majoritaire, dans le cas d’une identité partielle. Ainsi, nos résultats 

sont en faveur d’une stabilité relative des isolats fongiques tout au long d’un même épisode. 

Ces données renforcent celles de Latouche et al. qui ont observé une concordance complète 

des allèles mtLSU, ITS 1 et 2 chez 10 patients infectés par le VIH ayant bénéficié de 

prélèvements séquentiels d’un unique épisode de PPC [26]. Elles diffèrent en revanche de 

celles d’Helweg-Larsen et al. publiées il y a une vingtaine d’années dans lesquelles un 

changement de génotype était objectivé chez 10 des 19 patients (53%)  qui avaient bénéficié 
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de plusieurs prélèvements au cours d’un unique épisode de PPC [82]. Toutefois, les auteurs 

ont évoqué, entre autres, l’existence d’une instabilité intrinsèque des séquences des ITS 

utilisées pour le génotypage de P. jirovecii plutôt qu’une réelle permutation  des isolats 

majoritaires. 

Il a par ailleurs été établi que des épisodes récurrents de PPC chez un même sujet étaient 

dus à des génotypes de P. jirovecii différents suggérant une recontamination à partir d’une 

source exogène plutôt qu’une réactivation de stades quiescents endogènes [25–28]. Dans 

notre travail, deux patients ont développé des épisodes distincts. Pour chaque patient, seul le 

locus mitochondrial du CytB présentait des allèles qui différaient selon l’échantillon alors 

qu’il existait une identité allélique complète ou partielle pour les trois autres loci. Compte 

tenu du concept de recontamination majoritairement admis aujourd’hui et exposé ci-dessus, 

nos résultats sont compatibles avec deux hypothèses. La première est celle du faible 

polymorphisme des loci de la mtLSU, de la SOD et de la β-tub qui n’a pas permis de 

distinguer les isolats différents dans chaque échantillon ; la seconde est celle d’une 

recontamination par des isolats génotypiquement semblables. Le faible nombre de patients 

dans ce groupe ne permet pas de privilégier l’une ou l’autre hypothèse. 

Dynamique de la colonisation 

Les différences alléliques mises en évidence dans les échantillons de trois des quatre 

patients colonisés au moment de la réalisation de chaque prélèvement (P4, P9 et P13) suggèrent 

qu’il s’agit, pour chaque patient, d’isolats fongiques distincts dans chaque échantillon. A 

partir de cette observation, trois hypothèses peuvent être émises. La première est celle d’une 

clairance complète du champignon après un premier épisode de colonisation, suivie d’une 

nouvelle contamination par un isolat différent qui serait alors à l’origine de l’épisode de 

colonisation suivant. Ces épisodes de colonisation seraient entrecoupés de périodes « 

Pneumocystis free ». Une deuxième serait une colonisation au long cours avec un mélange 

d’isolats, dont l’un serait majoritaire – et par conséquent détecté dans l’échantillon – à un 

temps T, puis deviendrait minoritaire au profit d’un autre à un temps T+1. Une dernière est 

celle d’un isolat unique présentant un mélange d’ADN mitochondrial puisque les différences 

n’ont été observées que sur des loci mitochondriaux. Ces deux dernières hypothèses 

paraissent les plus probables et sont comparables à celles évoquées précédemment à propos 

du patient P15. Le quatrième patient inclus dans ce groupe (P14) présente quant à lui une 

identité allélique pour les deux gènes multicopiés amplifiés dans chaque échantillon. Cette 

identité est compatible avec la présence du même isolat fongique dans chacun des deux 
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échantillons prélevés à 951 jours d’intervalle et par conséquent, avec une colonisation au long 

cours sans clairance intermédiaire du champignon. Toutefois, nous ne pouvons pas 

complètement exclure le fait qu’il s’agisse en réalité de deux isolats distincts, non discriminés 

par l’analyse de deux allèles sur les quatre initialement décrits dans le schéma de MLST. 

A notre connaissance, une seule équipe s’est intéressée au suivi longitudinal de la 

colonisation par P. jirovecii [83]. Montes-Cano et al. ont détecté le champignon par « nested 

PCR » dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose. Le génotypage a été 

réalisé par séquençage du locus de la mtLSU. Il existait un « switch » génotypique dans les 

échantillons successifs de cinq des huit patients colonisés pendant au moins six mois. Pour les 

trois autres, un unique génotype a été identifié dans les différents échantillons. Leurs 

observations sont donc comparables aux nôtres. 

Quoi qu’il en soit, nos résultats sont compatibles avec la possibilité qu’il n’existe pas de 

périodes « Pneumocystis free » ; les patients présenteraient plutôt une colonisation au long 

cours avec fluctuation dans le temps de la proportion des différents variants. Cette notion, 

combinée aux conséquences individuelles de la colonisation sur le plan respiratoire évoquées 

au début de ce manuscrit, sont des arguments majeurs pour l’instauration d’un traitement anti-

Pneumocystis chez les patients colonisés. En revanche, nous ne disposons pas aujourd’hui de 

données suffisantes pour définir la durée de colonisation à partir de laquelle il serait 

nécessaire d’instaurer ce traitement. 

De la colonisation à la PPC 

Le principal facteur prédictif d’une PPC est un déficit immunitaire. Un état de 

colonisation pourrait ainsi être le point de départ d’une PPC chez les sujets dont 

l’immunodépression perdure ou s’aggrave [84]. Il existe dans la littérature de rares études qui 

étayent cette hypothèse. La première concerne des patients qui recevaient du méthotrexate au 

long cours pour traiter une polyarthrite rhumatoïde [85]. Les auteurs décrivent trois patients 

ayant développé une PPC dans les deux à quatre semaines suivant la mise en évidence d’une 

colonisation. Chacun recevait du méthotrexate depuis deux, 12 ou 24 mois, sans qu’il ne soit 

pourtant fait mention d’une intensification du traitement immunomodulateur précédant 

l’épisode de PPC. Dans cette étude, le génotypage de P. jirovecii n’a pas été réalisé et seuls 

les diagnostics successifs de colonisation puis de PPC sur un court laps de temps ont permis 

aux auteurs d’émettre l’hypothèse que la colonisation pouvait être un évènement prédictif 

d’une PPC chez des patients sous immunomodulateurs au long cours. Une observation 
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similaire a été rapportée dans une cohorte de huit patients infectés par le VIH et colonisés par 

P. jirovecii [86]. Un des patients a développé une PPC 50 semaines après le diagnostic de 

colonisation, sans modification apparente de son état d’immunodépression. Le génotype 

mtLSU de P. jirovecii identifié au moment de la colonisation était identique à celui identifié 

au moment de la PPC, évoquant ici encore l’évolution d’une colonisation vers une PPC. Ces 

premières données ont été renforcées par l’étude de Le Gal et al. dans laquelle les génotypes 

de P. jirovecii dans les paires d’échantillons respiratoires de cinq patients ont été comparés 

[33]. Pour chaque patient, le premier échantillon a été prélevé à un stade de colonisation et le 

second à un stade de PPC, avec une période médiane de 41 jours (de sept à 586 jours) entre le 

recueil des deux échantillons. Les génotypes ont été déterminés à l’aide d’une méthode de 

MLST ciblant deux loci mitochondriaux (mtLSU et CytB) et un locus nucléaire (SOD). Des 

identités génotypiques complètes et partielles ont été objectivées chez trois et un patient(s) 

respectivement, ces identités étant compatibles avec l’hypothèse d’un continuum entre la 

colonisation et la PPC. Toutefois, les différences génotypiques mises en évidence pour le 

cinquième patient suggèrent à l’inverse une contamination de novo à l’origine de l’épisode de 

PPC, les auteurs concluant alors à la nécessité d’un traitement de la colonisation au cas par 

cas. 

S’agissant des différents échantillons du patient P10 inclus dans notre étude, des identités 

complètes et partielles ont été objectivées pour les allèles nucléaires et mitochondriaux 

respectivement. Il existait également une identité allélique complète du seul locus amplifié 

pour le second patient inclus dans ce groupe (P12). Ces identités sont compatibles avec un 

continuum des épisodes de colonisation et de PPC, comme évoqué précédemment par Le Gal 

et al. 

La durée d’incubation de la PPC est quant à elle encore mal définie. Plusieurs travaux se 

sont appuyés sur la survenue de cas groupés en milieu hospitalier pour étayer cette notion en 

définissant le délai entre l’exposition d’un patient susceptible à un patient malade et 

l’apparition de la PPC chez le patient susceptible [61,81,87,88]. Toutefois, les intervalles 

observés sont extrêmement variables, allant de 7 à 705 jours. En revanche, considérant que la 

colonisation représente l’incubation de la PPC, Le Gal et al. ont observé des durées de sept, 

41 et 63 jours pour chacun des trois patients cités plus haut, ces durées correspondant au délai 

écoulé entre le recueil des différents échantillons [33]. Dans notre travail, nous observons des 

résultats similaires avec des périodes d’incubation de 20 et 12 jours pour les patients P10 et P12 

respectivement.  
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5. Conclusion & Perspectives 

L’objectif principal de ce travail était d’étudier la dynamique de colonisation par P. 

jirovecii et son potentiel évolutif vers une PPC. La première hypothèse était celle d’une 

colonisation au long cours par un (ou des) isolat(s) de P. jirovecii, qui évoluerait vers une 

PPC lors de l’aggravation de l’immunodépression. La seconde hypothèse était celle 

d’épisodes successifs de colonisation par différents isolats, chacun aboutissant à une clairance 

complète du champignon. Les identités alléliques mises en évidence pour la majorité des 

isolats de P. jirovecii chez les patients colonisés, que la colonisation ait précédé ou non une 

PPC, permettent d’argumenter en faveur de la première hypothèse.  

Ainsi, même si nous ne pouvons pas exclure complètement l’hypothèse de périodes « 

Pneumocystis free » chez les patients présentant une immunodépression chronique, la 

possibilité de colonisation au long cours est à privilégier. Cette colonisation pourrait de 

surcroit évoluer en PPC. Ces deux données sont à elles seules suffisantes pour justifier 

l’instauration d’un traitement anti-Pneumocystis chez les patients présentant une 

immunodépression chronique avec une colonisation par P. jirovecii au long cours. 

Aujourd’hui et en l’absence de biomarqueur prédictif de PPC chez les patients 

immunodéprimés non infectés par le VIH, la décision d’initier une chimioprophylaxie pour 

empêcher le développement d’une PPC se fonde sur les recommandations de sociétés 

savantes [89,90]. Ces recommandations ne tiennent cependant pas compte de la présence 

éventuelle de P. jirovecii. La recherche initiale d’une colonisation pulmonaire nous paraît 

pourtant essentielle et serait une stratégie permettant d’éviter les traitements prophylactiques 

par excès chez les patients non colonisés ; en ce sens, cela réduirait l’impact de la pression de 

sélection médicamenteuse sur le micro-organisme d’une part et la survenue d’effets 

indésirables chez ces patients immunodéprimés au long cours souvent polymédicamentés 

d’autre part. A l’inverse, la détection précoce d’une colonisation pourrait être suivie de 

l’éradication médicamenteuse du micro-organisme, permettant à la fois de préserver les 

fonctions respiratoires des patients et d’empêcher l’évolution vers une PPC. Toutefois, la 

durée de colonisation à partir de laquelle cette prophylaxie devrait être instaurée ainsi que les 

facteurs déterminant l’évolution de la colonisation en PPC sont encore incertains. En outre, il 

serait intéressant de rechercher des périodes « Pneumocystis free » chez les patients 

immunodéprimés au long cours. Une étude prospective de suivi longitudinal d’une cohorte de 

patients immunodéprimés colonisés permettrait d’explorer ces différents aspects. Ainsi, il 

serait possible d’affirmer ou d’écarter la présence du champignon dans des échantillons 
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recueillis de manière séquentielle, de calculer les durées maximales de colonisation et 

d’identifier des facteurs liés à l’hôte responsable de l’évolution de la colonisation vers la PPC.  
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Annexes 
  

                             270       280       290       300 340       350       360       370  510       520     540       550 
     = 270  |....|....|....|....|....|....|=40|....|....|....|....|....|....|=140|....|....| =20   |....|....| 

AF074871.1  TGTAGTTATCTTCTTAATTATGATTGTTACT   TTGTGGGGAGCGACTGTTATTACTAATTTGA CATTTAATCTC     AGTAATCCTCT 

CytB1a      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB1b      ...........................-...   ...............................  .R......Y..     ........... 

CytB1c      ...............................   ...............................  ........Y..     ........... 

CytB2a      .........T.....................   ...............................  ........T..     ........... 

CytB2b      .........T.....................   ...............................  ........T..     ........... 

CytB3a      ............T..................   ............................... ...........     ........... 

CytB3b      ............T..................   ............................... ...........     ........... 

CytB4a      ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB4b      ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB5a      ...............................   ...............................  ........T..     ........... 

CytB6a      ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB6b      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB7a      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB7b      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB8a      ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB8b      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB9a      .........T.....................   ...........................Y...  HV..-MRYS.V     .R.R.WMV.MW 

Cytb9b      ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB9c      ...............................   .......-.......................  ......R.Y..     ...R.....M. 

CytB10a     ...............................   ...............................  ........Y..     ........... 

CytB10b     ...............................   ...............................  ........Y..     ........... 

CytB10c     .........Y.....................   ...............................  ........Y..     ........... 

CytB11a     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB11b     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB12a     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB12b     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB13a     ...............................   ............................... ........T..     ........... 

CytB13b     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB14a     ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB14b     ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB15a     ...............................   ............................... ...........     ........... 

   CytB15b     .........T.....................   ...............................    ........T..        ........... 

CytB16a     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB16b     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB17a     ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytBA17b    ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB17c     ...............................   ...............................  ...........     ........... 

CytB18a     .........T.....................   ............................... ...........     ........... 

CytB18b     ...............................   ............................... ...........     ........... 

CytB19a     ...............................   ........G...................... ........T..     ........... 

                 CytB19b     ...............................    ...............................    ...........        ........... 
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                  560       570    670       680   720       730       740       750     830       840  =161 

 ....|....|....|....| =100 |....|....|  =40 |....|....|....|....|....|....|  =80  |....|....| 

                   AF074871.1  GGGTGTTACTGGTAATTCAG      TCTTGGGACAT      CCAAGTATTGTTCCTGAATGGTATCTTTTAC       TGTTTTACCTC 
CytB1a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB1b   ....................      ...........      ...............................       ..........Y 

CytB1c   ....................      ...........      ...............................       ..........Y 

CytB2a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB2b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB3a   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB3b   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB4a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB4b   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB5a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB6a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB6b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB7a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB7b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB8a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB8b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB9a   .R.-.B.R.....WV.W..B      ...........      ...............................       ........... 

CytB9b   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB9c   ..............R.....      ...........      .........RW....K...............       ........... 

CytB10a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB10b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB10c   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB11a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB11b   ....................      ...........      ...............................       ..........Y 

CytB12a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB12b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB13a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB13b   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB14a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB14b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB15a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB15b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB16a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB16b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB17a   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB17b   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB17c   ....................      ...........      ...............................       ..........T 

CytB18a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB18b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB19a   ....................      ...........      ...............................       ........... 

CytB19b   ....................      ...........      ...............................       ........... 

Annexe I : Alignements des séquences pour le locus du Cytochrome B 
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  80        90       100      250       260 

        =130    |....|....|....|....|  =150 |....|....| = 64 

M58605.1   TCCTCTAAAAAA--TAGTAGG    CCCAATTAATA 

mtLSU1a    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU1b    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU1c    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU2a    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU2b    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU3a    ......C.....--.......    ........... 

mtLSU3b    ......C.....--.......    ........... 

mtLSU4a    ..........H.--.......    ........... 

mtLSU5a    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU5b    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU6a    ............--.......    ........... 

mtLSU6b    ............--.......    ........... 

mtLSU7a    ............AA.......    ........... 

mtLSU7b    ............AA.......    ........... 

mtLSU8a    ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU8b    ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU9a    ......C.....--.......    ........... 

mtLSU9b    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU9c    ......T.....--.......    ........... 

mtLSU10a   ......W.....--.......    ........... 

mtLSU10b   ......W.....--.......    ........... 

mtLSU10c   ......W.....--.......    ........... 

mtLSU11a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU11b   ......Y.....--.......    ..Y........ 

mtLSU12b   ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU13a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU13b   ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU14a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU14b   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU15a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU15b   RTG.T.CC...G-------..    ..A...C.C.. 

mtLSU16a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU16b   ......T.....--.......     ........... 

mtLSU17a   ......C.....--.......     ..T........ 

mtLSU17b   ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU17c   ......C.....--.......    ..T........ 

mtLSU18a   ......H.....--.......    ........... 

mtLSU18b   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU19a   ......T.....--.......    ........... 

mtLSU19b   ......T.....--.......    ........... 

Annexe II : Alignements des séquences pour le locus de la mtLSU 
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     100       110       120    200      210       220 

      =100      |....|....|....|....| =80 |....|....|....|....| = 770 

AF146753  TTGTTTAAAGYCCTTTTTTAA     TGATTCTTCTGTGGAYTTAGC 

SOD1a     .....................     ...............T..... 

SOD2a     ..........T..........     ...............C..... 

SOD3a     ..........T..........     ...............C..... 

SOD3b     ..........T..........     ...............C..... 

SOD5a     ..........C..........     ...............T..... 

SOD6a     ..........C..........     ...............T..... 

SOD6b     ..........C..........     ...............T..... 

SOD7a     ..........C..........     ...............T..... 

SOD7b     ..........C..........     ...............T..... 

SOD8a     ..........C..........     ...............T..... 

SOD8b     ..........C..........     ...............T..... 

SOD9a     ..........T..........     ...............C..... 

SOD10a    ..........C..........     ...............T..... 

SOD10b    ..........C..........     ...............T..... 

SOD10c    ..........C..........     ...............T..... 

SOD11a    ..........C..........     ...............T..... 

SOD11b    ..........C..........     ...............T..... 

SOD12b    ..........C..........     ...............T..... 

SOD13b    ..........C..........     ...............T..... 

SOD15a    ..........Y..........     ...............Y..... 

SOD15b    ..........T..........     ...............C..... 

SOD16a    ..........T..........     ...............C..... 

SOD16b    ..........T..........     ...............C..... 

SOD17a    ..........C..........     ...............T..... 

SOD17b    ..........C..........     ...............T..... 

SOD18a    ..........T..........     ...............Y..... 

SOD18b    ..........T..........     ...............C..... 

SOD19b    ..........C..........     ...............T..... 

Annexe III : Alignements des séquences pour le locus de la SOD 
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      20       30        40     90        100    280       290       300       310 

               = 20      |....|....|....|....| =50  |....|....| =180 |....|....|....|....|....|....| 

AF170964.1   GTGCAGGCATGGGAACTTTGC   TTTCAGTGGTT      CATTAAAATTGCCGGATCCAGGATATGGTGAT 

β-tub 1b     .W...................   ...........      ....R..............WR........... 

β-tub 1c     .....................   ...........      ................................ 

β-tub 2a     ............S.R-.K...   .W....K....      ....G......M.......WR........... 

β-tub 3a     .....................     ...........      .....................----------- 

β-tub 3b     .....................   ...........      ................................ 

β-tub 5a     .....................      ...........      ....G........................... 

β-tub 5b     ............S.RS..G..   ...........      M...G...............R........... 

β-tub 6a     .....................     ...........      ................................ 

β-tub 6b     .....................   ...........      ................................ 

β-tub 7a     .....................   ...........      ....G...............------------ 

β-tub 7b     .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 8a     .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 8b     .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 10a    ..............RS..K..   ...........      ....R........................... 

β-tub 10b    .....................   ...........      ....R................RW-........ 

β-tub 10c    .....................   ...........      ....R........................... 

β-tub 11a    .................K...   ...........      ....G...............R........... 

β-tub 11b    .................K...      ...........      ....G...............R........... 

β-tub 12b    ..............RS.DKA.   ......K....      ...................WR........... 

β-tub 15a    .....................   ...........      ....R........................... 

β-tub 16a    .....................   ...........      ................................ 

β-tub 16b    .....................   ...........      ................................ 

β-tub 17a    .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 17b    .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 18a    .....................   ...........      ....R................RW-........ 

β-tub 18b    .....................   ...........      ....G................RW-........ 

β-tub 19a    .....................   ...........      ....G........................... 

β-tub 19b    .....................   ...........      ....G........................... 

Annexe IV : Alignements des séquences pour le locus de la β-tub 
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Dynamique de colonisation par Pneumocystis jirovecii - 

Intérêt du génotypage par méthode de MLST 

 
Résumé :  

Pneumocystis jirovecii est un champignon responsable de pneumonie sévère chez les 

patients immunodéprimés, la pneumonie à Pneumocystis (PPC), mais également de 

colonisation pulmonaire chez les individus présentant une immunodépression moindre.  

L’objectif de ce travail est de comprendre la dynamique de colonisation par P. jirovecii et 

son potentiel évolutif vers une PPC. Nous avons réalisé un génotypage par méthode Multi 

Locus Sequence Typing sur quatre loci (ARNr mitochondrial, cytochrome B, superoxyde 

dismutase et β-tubuline) des isolats de P. jirovecii provenant d’échantillons successifs 

prélevés chez un même patient.  

Quarante-deux échantillons respiratoires recueillis chez 19 patients ont été analysés. 

Vingt-quatre provenaient de 11 patients prélevés à deux reprises au cours d’un épisode de 

PPC ; quatre échantillons provenaient de deux patients prélevés au cours d’épisodes distincts 

de PPC ; neuf échantillons provenaient de quatre patients colonisés et cinq échantillons 

provenaient de deux patients ayant successivement présenté une colonisation puis une PPC.  

Les identités alléliques mises en évidence pour la majorité des isolats de P. jirovecii chez 

les patients colonisés, que la colonisation ait précédé ou non une PPC, suggèrent la possibilité 

d’une colonisation au long cours avec fluctuation temporelle des différents variants ainsi que 

l’existence d’un continuum de la colonisation vers la PPC. Ces notions, combinées aux 

conséquences individuelles de la colonisation sur le plan respiratoire, sont des arguments 

majeurs pour l’instauration d’un traitement contre Pneumocystis chez les patients colonisés 

présentant une immunodépression chronique. 
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