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Introduction

Pneumocystis jirovecii (Pj) est un pathogeéne opportuniste, non cultivable, autrefois classé
parmi les protozoaires puis, a la lumicre de ses composants génétiques et cellulaires, intégré au

régne des champignons. (1)

I1 est ’agent de la pneumocystose pulmonaire (PCP), une infection potentiellement mortelle
qui affecte essentiellement les personnes immunodéprimées. De nombreuses zones d’ombre
persistent encore quant a l’épidémiologie de cette infection. En effet, le réservoir de
Pneumocystis jirovecii, les sources et les mécanismes d’infection et de transmission, restent
encore peu ou mal connus, entravés par 1’incapacité de le cultiver in vitro.

La PCP a été largement décrite au cours des années 80 lors de 1’épidémie du virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), classant la maladie au stade syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA). Depuis I’introduction des trithérapies antirétrovirales,
I’incidence des cas de PCP dans la population VIH a nettement diminué et la survie approche
désormais les 90% des cas. L’ arrivée sur le marché de nouvelles thérapeutiques cytotoxiques
indiquées dans les cancers, les maladies auto-immunes et inflammatoires chroniques, ne font
qu’augmenter les cas de PCP dans une nouvelle catégorie de patients a risque non-VIH, dont le

pronostic est bien souvent plus sombre. (2)

Avec les nouvelles techniques de diagnostic trés sensibles de Polymerase Chain Reaction
(PCR) en temps réel et le dosage du (1—3)B-D-glucane sérique (BDG), la présence
asymptomatique de Pj a été mise en évidence dans les voies respiratoires chez prés de 65% des
individus immunocompétents. La colonisation par Pj entraine des désordres immunologiques
tels qu’une réaction inflammatoire accrue localisée a 1’origine d’une détérioration de
I’architecture pulmonaire. La population atteinte de maladie pulmonaire chronique est
prédisposée a la colonisation par Pj dont la prévalence varie selon la pathologie sous-jacente,

et pourrait jouer un réle dans I’exacerbation de celle-ci. (3)(4)
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Dans une premicre partie, le présent travail fait ’objet d’un état des lieux des connaissances
actuelles sur Pj : son histoire et sa physiopathologie, I’épidémiologie des cas de PCP ainsi que

les avancées sur les méthodes de diagnostic et de traitements.

Une seconde partie est consacrée aux données de la littérature sur la place de Pneumocystis
jirovecii au sein des maladies pulmonaires chroniques et notamment son rdle dans
I’exacerbation ainsi qu’une étude épidémiologique rétrospective menée a I’ Assistance publique

des Hopitaux de Marseille (AP-HM) sur 8 ans.

Enfin, une troisiéme partie concerne les objectifs et les résultats attendus d’un futur travail
collaboratif par la mise en place d’un protocole de recherche clinique organisé au sein de I’AP-
HM, associant le service de Pneumologie a I’hdpital Nord et le laboratoire de Parasitologie et

Mycologie a I’Institut Hospitalo-Universitaire (IHU) Méditerranée Infection de Marseille.

Mots clés : Pneumocystis jirovecii ; pneumocystose pulmonaire ; colonisation, -D-glucane ;

PCR ; maladie pulmonaire chronique ; exacerbation
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PARTIE I : Généralités

[.  Pneumocystis jirovecii

1.1. Histoire

Pneumocystis jirovecii (Pj) est un champignon opportuniste, décrit pour la premiére fois au
Brésil en 1909 par Carlos Chagas en étudiant le cycle de Trypanosoma cruzi. 11 avait identifié
a tort des formes prékystiques au niveau des poumons d’un rongeur parasité en réalité par
Pneumocystis spp. L’année suivante, Antonio Carini, directeur de 1’Institut Pasteur de Sao
Paulo, a constaté les mémes kystes dans des poumons de rats infectés par Trypanosoma lewisi.
I1 a alors envoyé¢ des échantillons a I’Institut Pasteur de Paris afin de les analyser. En parall¢le,
les époux Delano€ ont retrouvé des kystes dans des poumons de rats des égouts parisiens locaux
et ont suggéré de les relier a la famille des protozoaires en tant que nouvelle entité biologique.
IlIs nommeront I’espéce Pneumocystis carinii : « pneumo » pour le tropisme pulmonaire,

« cystis » pour sa forme caractéristique et « carinii » en hommage a Antonio Carini. (5)

Au cours du quart de siecle suivant, il y eu des descriptions histologiques occasionnelles de P.
carinii dans des poumons de mammiféres, mais ce n'est qu'en 1938 que Ammiche et Benecke
en Allemagne, ont signalé les premieres épidémies de pneumonies interstitielles chez les
enfants prématurés ou malnutris dans les foyers d’Europe centrale. (6)

C’est dix ans plus tard que Van der Meer, Brug, Vanek et Jirovec ont relié P. carinii a cette

maladie pulmonaire en réalisant une étude d’autopsie sur seize cas.

La controverse sur la taxonomie de P. carinii a persisté jusqu’a la fin des années 80 lorsque les
premicres preuves définitives de sa nature fongique ont ét¢ apportées.

En 1976, des différences significatives de spécificité d’hote ont été mises en évidence par
Frenkel qui a suggéré qu’il existait 2 espéces distinctes chez I’homme et chez le rat. Il a alors
proposé de nommer Preumocystis jirovecii le microorganisme infectant 1’espéce humaine

(jirovecii en hommage au parasitologue Otto Jirovec).
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C’est en 1994, lors des troisiémes Ateliers Internationaux sur les Protistes Opportunistes aux
Etats-Unis (IWOP-3, Cleveland) que des méthodes de typages des isolats de Pneumocystis spp.,
basées sur le polymorphisme de la séquence nucléotidique de I’ARN ribosomal (ARNr) ainsi

que la spécificité de I’espéce hote ont été clairement  définis.

Lors de 'TWOP-6 en 1999, Frenkel a proposé de conserver 1’appellation P. jirovecii pour
I’espece d’origine humaine et le nom Pneumocystis carinii pour ’'une des deux especes
retrouvées chez le rat. Le terme « Pneumocystis spp. » désigne un groupe de micro-organismes

eucaryotes largement répandus dans les écosystémes. (3)

Pierre and Mme. Delanoe, Ammich and Benecke, Germany. Edman and Stringer Frenkel et. al, United States
Paris-France Description of plasma cell Phylogenetic clasification of Assignment of the name of
Preumocystisis found to be a insterstitial pneumonia in Preumocystis spp. in the group of P. firovecii to the species
different species than T. cruzi. malnourished newborns fungi. that infects humans
1912 1938 1988 1999
1908 and 1909 1913 and 1917 1950’s 1994
C. Chagas and A Brazil, England and Switzerland Van der Meer and Brug, (Netherlands) IWOP-3, Cleveland,
Carini, Rio de Janeiro- Preumocystisis discovered in and Vanek, Jirovec and Lukes, (Czech United States
Brazil other mammals: mice, monkeys Republic) Temporary
Preumocystis was and rabbits. Positive correlation between authorization for use
first observed: its Preumocystis and plasma cell of P. carinii {.sp.
structures are interstitial pneumoniae. hominis

mistaken with 1.
cruzi’s lifecycle.

Figure 1 : Frise chronologique des évéenements importants de la découverte de Pneumocystis

Jirovecii (3)

1.2. Taxonomie

Le genre Pneumocystis spp. a longtemps ¢€té considéré comme apparenté aux protozoaires du

fait des caractéristiques morphologiques de ses formes trophiques et de ses kystes.

C’est a la fin des années 80 grace a 1’analyse génomique de I’ARNr par Edman et al. que le
genre a ¢té reclassé parmi les champignons dans la division Ascomycota, ce qui signifie
« spores dans une asque ». (7) Des rapports ultérieurs ont montré une relation étroite proche de
68% entre la séquence d'ARNr 18S des organismes Prneumocystis spp. et celles de Candida

albicans, Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, ainsi que Saccharomyces cerevisiae.

®)
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Pj présente des ressemblances et des différences avec les autres champignons sur plusieurs
arguments. Tout d’abord, sa culture est impossible in vitro alors qu’elle est réalisable pour toute
autre espece de champignon. Au niveau structurel, il posséde une paroi trilamellaire souple
mais fine et riche en chitine et en (1—3)B-D-glucane commune a d’autres champignons. Au
niveau moléculaire, il a la particularit¢ de n'avoir qu'une seule copie du géne codant pour
I'ARNTr, a la différence tous les eucaryotes connus qui ont des centaines de copies de genes.
Enfin, au niveau thérapeutique, Pj differe du fait de son imperméabilité a I'amphotéricine B et
aux antifongiques azolés, ce qui rend ces médicaments incompatibles pour le traitement de la
PCP. Ce mode de résistance naturelle n’est pas réellement connu mais semble étre dii a un

manque d’ergostérol dans la membrane cellulaire.

Son cycle de vie, non totalement ¢lucidé encore a I’heure actuelle, ressemble superficiellement

a ceux observés a la fois chez les protozoaires et les champignons. (9)

1.3. Cycle de vie

Le cycle de vie de Pneumocystis spp. est resté mal connu pendant de nombreuses années étant

donné qu'un réservoir ou une niche environnementale n'avait toujours pas été défini, et
b \ . . 9 . .

qu’aucun systeme de culture in vitro n’est disponible.

De ce fait, les connaissances d’aujourd’hui reposent sur des observations en microscopie

¢électronique traditionnelle de poumons de mammiferes infectés et plus rarement de

localisations extra-pulmonaires, principalement chez des hdtes gravement immunodéprimés.
Les formes trophiques, les sporocytes et les kystes matures sont généralement considérés

comme les 3 principales formes morphologiques impliquées dans le cycle de vie de Pj. Celui-

ci est divisé en 2 parties : un cycle asexué et un cycle sexué (figure 2).
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1.3.1. Les différentes formes

Les kystes matures (ou asques) sont des €éléments sphériques mesurant 4 a 8 um de diametre et
contenant 8 corps intrakystiques (ascospores ou sporozoites) qui, lorsqu’ils sont libérés par lyse

de la membrane, se transforment en formes trophiques.

Les formes trophiques (spores ou trophozoites) sont les plus abondantes de tous les stades du
cycle de vie de Pj et représentent la forme infectante présente dans les poumons des hotes
atteints de PCP. Ce sont des cellules mononuclées, mesurant généralement 2 a 5 um de
diameétre, présentant une paroi cellulaire mince, de forme amiboide avec des projections
cytoplasmiques appelées filopodes, leur permettant de se fixer aux pneumocytes de type I des
poumons. Elles ont un noyau haploide, un cytoplasme dense contenant une mitochondrie, un

réticulum endoplasmique et des ribosomes. (1)

Les prékystes (ou sporocystes) sont de forme ovoide mesurant 3,5 a 6 um de diamétre et
présentent 3 stades de maturation afin de devenir un kyste mature : précoce, intermédiaire et

asque tardif, en fonction du nombre de noyaux et des membranes cellulaires. (2)

1.3.2. Les étapes du cycle

Le cycle asexué n’a été que trés peu décrit étant difficilement visible en microscopie et concerne
la reproduction des formes trophiques haploides pour donner par fission binaire (mitose) 2

cellules filles identiques.

Le cycle sexué correspond a la phase d’accouplement par caryogamie ce qui produit un zygote
diploide a partir des formes trophiques haploides du cycle asexué, qui entre ensuite en phase de
méiose. Durant cette phase, un sporocyste précoce rond, & paroi mince, mononucléaire et
diploide est créé et va entrer en division méiotique. La méiose est suivie d’une réplication
mitotique supplémentaire résultant en 8 noyaux du stade tardif du sporocyste. Durant la division
nucléaire, le sporocyste s’épaissit pour donner un kyste mature. Les 8 spores individuelles sont
protégées par une paroi cellulaire aussi épaisse que celle de la forme trophique. Une fois

matures, les spores quittent le kyste pour donner naissance a 8 formes trophiques haploides
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libres et le cycle va se reproduire. Ainsi, les formes trophiques vont se fixer aux pneumocytes

de type I des poumons. (10)

INFECTION

Formes SEXUAL
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'8 s
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Figure 2 : Cycle hypothétique de Pneumocystis jirovecii dans [’alvéole pulmonaire (10)

II. Epidémiologie

La PCP est une anthroponose, ce qui signifie que les personnes infectées par Pj représentent
une source de contamination pour les humains.

L'incidence de la PCP est liée a I'¢tendue de I'immunosuppression, en particulier
l'affaiblissement de I'immunité a médiation cellulaire. L'infection & Pj a une distribution
mondiale et le nombre de cas de PCP est estimé comme supérieur a 500 000 par an dans le

monde dont 400 000 1iés au VIH et 100 000 non liés au VIH.
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En Europe, I’incidence annuelle de la PCP est de 19,4 cas par million d’habitants. Alors que
I’incidence a diminué de 14% par an dans la population atteinte de VIH grace a ’arrivée des
trithérapies antirétrovirales dans les années 90 et I’instauration de la prophylaxie chez ces
patients, elle a tendance a augmenter dans la population séronégative pour le VIH, passant de
4,4 a 6,3 cas par million d’habitants, ce qui représente désormais 1 cas sur 5 de PCP. En effet,
I’introduction de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses, cytotoxiques et anti-inflammatoires

crée une nouvelle population de patients a risque de développer une forme clinique de PCP. (2)

En France, I’incidence de la PCP dans différentes sous-populations de patients non-VIH a été
étudiée sur 20 ans (1990-2010) par une équipe Rennaise (figure 3). Les maladies auto-immunes,
inflammatoires chroniques, les cancers hématologiques se situent en premiere ligne, suivis par

les maladies pulmonaires chroniques.

Cancer pulmonaire |26
Sarcoidose : 3,0
Cancer du sein | 81
Gougerot Sjégren | 10,0
Maladie de Horton | 15
Pseudo-polyarthrite rhnzomélique_ 1.8
Lymphome de Hodgkin 12,0
Polyarthrite rhumaloide- 248
Cancer primitif du systéme nerveux central-
Maladie de Waldenstrom
Myélome multiple

Lymphome malin non hodgkinien
Leucémie lymphoide chronique
Leucémie aigué
Polymyosite / Dermatopolymyosite
Granulomatose avec polyangéite
Périartérite noueuse

T T T T T T T T T T 1

00 100 200 300 400 500 600 70,0 800 900 1000
Incidence de la pneumocystose (pour 100 000 patients par an)

Figure 3 : Incidence de la PCP en fonction des pathologies sous-jacentes dans la population

non-VIH en France (étude Rennaise) (11)

Durant la période de 2012 a 2015, la Haute Autorité de Santé¢ (HAS) a estimé que la PCP en
France représentait 19,5% des infections fongiques invasives, dont 76% de patients non-VIH.

Le nombre de séjours d’hospitalisation pour PCP a augmenté de 40% ces dernieres années. (2)
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Figure 4 : Evolution du nombre de séjours d’hospitalisation en France liés a la

pneumocystose pulmonaire de 2010 a 2016 (2)

III. Physiopathologie et réponse immunitaire

En raison de I’absence d’un systéme de culture pour Prneumocystis spp., une grande partie de
ses caractéristiques ultra-structurales et de sa biologie cellulaire a été¢ étudiée a partir des

especes de P. carinii et P. oryctolagi sur des modeles animaux.

Pneumocystis spp. est un champignon cosmopolite capable d’adhérer aux cellules épithéliales
alvéolaires de type I du poumon de ’homme et d’autres mammiferes. Ces cellules ne
représentent qu’un tiers des cellules de 1’épithélium alvéolaire mais recouvrent 95% de sa
surface. Le pathogéne est responsable d’une atteinte pulmonaire de type pneumonie
interstitielle opportuniste touchant typiquement les sujets en situation de profonde
immunodépression ou les mécanismes cellulaires et humoraux de la réponse immunitaire sont
séverement perturbés. Dans les poumons, de nombreuses interactions vont se produire avec le
microenvironnement alvéolaire.

Apres inhalation de spores, les formes trophiques de Preumocystis spp. entrent en contact avec
les pneumocytes de type I et suppriment activement la réponse pro-inflammatoire initiée par
les ascospores ce qui réduirait 1’efficacité de la défense de I’hote. (12) Le champignon, grace
aux filopodes émis qui s’ancrent dans la membrane cytoplasmique des pneumocytes de type I,

n’entraine pas d’altération directe dans le fonctionnement des cellules pulmonaires (figure 5).
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S’ensuit I’attachement a la matrice extracellulaire par des interactions de type ligand-récepteur.
Deux composants essentiels de la matrice vont intervenir : la fibronectine et la vitronectine, qui
vont permettre 1’attachement du champignon, interagir avec les BDG de la paroi du champignon
et entrainer une augmentation de la réponse inflammatoire des macrophages pulmonaires. (13)
De plus, la glycoprotéine MSG (major surface glycoprotein) de Pneumocystis spp. posseéde des
épitopes antigéniques reconnus par les cellules présentatrices d’antigéne ce qui permet d’initier
les réponses de I’hdte via la voie NF-kB (Nuclear factor kappa-B). Cependant Pneumocystis
spp. peut faire varier ses principales glycoprotéines de surface afin d’échapper au systéme

immunitaire de I’hote. (14)

L’infection & Pneumocystis spp. provoque des altérations de la qualité du surfactant pulmonaire
notamment par I’interaction avec 4 protéines spécifiques SP-A, SP-B, SP-C et SP-D (surfactant
protein). Ces protéines jouent un role mécanique dans la fonction pulmonaire afin de diminuer

la tension de surface. (15)

Figure 5 : Attachement d’'une forme trophique de Pneumocystis spp. a une cellule épithéliale

alvéolaire de type I (6)

L’interaction complexe entre les cellules de I’immunité innée est importante pour une réponse

adaptative efficace de 1’hote, essentielle a la clairance de Pneumocystis spp. (figure 6).
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Les lymphocytes T CD4+ (CD : cluster of differentiation) sont responsables du recrutement des

macrophages et des monocytes vers les poumons et sont nécessaires au contrdle de 1’infection,

ce qui explique la plus grande susceptibilité des patients atteints de VIH a développer une forme

clinique de PCP. Ils déclenchent les réponses des lymphocytes T helpers (Th) de type 1,2 et 17

qui dérivent d’un précurseur commun (ThO) dont I’environnement cytokinique va polariser la

différenciation des ThO en Thl ou Th2 :

e Les lymphocytes Thl sont induits par I’interleukine-12 (IL) et permettent la production
d’interféron-y (IFN-y), une cytokine pro-inflammatoire, qui joue un rdle essentiel a la
clairance de Pneumocystis spp. via la synthése de TNF-a (Tumor Necrosis Factor) qui
permet le recrutement de cellules immunitaires et induit également la production de
cytokines inflammatoires telles que 1’IL-8.

La lignée Thl est plutdt impliquée dans les réponses contre les pathogenes intracellulaires.
(16)

e Les lymphocytes Th2, induits par I’IL-4, provoquent une réaction allergique et sont
impliqués dans les réponses contre les pathogénes extracellulaires. Ils induisent la
production d’anticorps de type immunoglobuline (Ig)-E par les plasmocytes via I’'IL-4 et la
sécrétion d’IL-5 qui stimulent les polynucléaires éosinophiles et améliorent la clairance du
pathogéne.

Ces 2 populations de lymphocytes T helpers s’ inhibent mutuellement via I’IL-2 pour les Th1 et

I’IL-4 pour les Th2 et s’auto-amplifient.

e Les lymphocytes Th17 permettent le recrutement des polynucléaires neutrophiles (PNN)
qui libérent des espéces réactives de I’oxygene ainsi que des protéases et des protéines
cationiques qui endommagent directement les cellules capillaires endothéliales et les

cellules alvéolaires épithéliales.

Les lymphocytes T CD8+ jouent un rdle incertain dans I’infection mais pourraient améliorer la

clairance du pathogene.

Les macrophages sont indispensables dans 1’¢limination de I’infection & Pneumocystis spp. via
la phagocytose et la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires.

La réponse immunitaire humorale est médiée par les lymphocytes B dont le role est également
essentiel par la production d’anticorps dirigés contre Pneumocystis spp. et la coopération avec

les lymphocytes T. (17)
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Figure 6 : Ensemble des réactions immunitaires cellulaires et humorales causées par

Pneumocystis spp. (12)

3.1. Transmission

Les mécanismes de transmission entre Pneumocystis spp. et ses hotes respectifs ne sont pas
enticrement compris. Toutefois, les études sur les modéles animaux et humains montrent
clairement que la transmission est en grande partie aérienne via I’inhalation de kystes a partir

d’un sujet infecté.
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Pendant de nombreuses années, la PCP était considérée comme résultant de la réactivation
d’une infection latente contractée dans 1’enfance. Cette théorie s’appuyait sur la prévalence
importante d’anticorps anti-Pj aux ages précoces, la fréquence ¢levée de la PCP chez les enfants
atteints de VIH, la présence de Pj dans des prélévements respiratoires de patients non
immunodéprimés asymptomatiques. Cependant, plusieurs ¢éléments ont montré que la
réactivation d’une infection chronique n’est probablement pas seule en cause et que I’infection
résulte vraisemblablement aussi d’une (ré)-exposition environnementale ou d’une

contamination interhumaine.

Les principaux réservoirs infectieux humains sont représentés par les adultes et les enfants
immunocompétents qui peuvent véhiculer le pathogene et ainsi contaminer les personnes

immunodéprimées qui vont développer par la suite une forme clinique de PCP. (18)
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Figure 7 : Modes de transmission hypothétiques de Pneumocystis jirovecii en cas d’épidémie

(18)
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3.1.1. Transmission dans [’enfance

La primo-infection chez I’homme survient trés probablement pendant I’enfance car il a été mis
en évidence que jusqu’a 95% des enfants agés de 2 a 4 ans ont des anticorps dirigés contre Pj.
Elle peut passer totalement inaper¢ue ou bien se manifester par de légers symptomes
respiratoires chez I’enfant immunocompétent. En revanche, chez I’enfant immunodéprimé, une
forme clinique de PCP pourra se développer et nécessiter un traitement spécifique. (18) En
Espagne, il a ét¢ constaté que la séroprévalence de Pj augmentait avec 1’age, atteignant 52%
des enfants de moins de 6 ans, 66% a 10 ans et 80% a 13 ans. Au Chili, la séroconversion a Pj
a eu lieu chez 85% des enfants en bonne santé agés de 2 a 20 mois. (3) Des études ont prouvé
que la survenue d’une PCP active ne résultait pas de la réactivation latente apres acquisition
primaire dans la petite enfance. (19) En effet, différents génotypes de Pj sont retrouvés lors
d’¢épisodes successifs de PCP chez un méme patient. De plus, il a été démontré que les
génotypes de Pj étaient similaires chez le nourrisson immunodéprimé et chez I’adulte, ce qui

suggere un réservoir commun. (20)

Il se peut également que la contamination de I’enfant survienne dés la naissance par la mére qui
serait la source la plus probable de Pj. En effet, au cours du 3™ trimestre de grossesse, Vera et
al. ont révélé que jusqu’a 16,3% des femmes enceintes étaient colonisées. L’explication
possible serait liée a des changements immunologiques pendant la grossesse, tels qu’une
diminution de la réponse cellulaire de type Thl et une augmentation de la réponse humorale
Th2. Cependant, leurs résultats suggerent surtout que la mere n’est pas la seule source
d’infection pour les nourrissons car la fréquence d’échantillons positifs chez le nourrisson a la
naissance est plus élevée que chez la mere (sur 23 femmes négatives suivies sur 6 mois, 21 soit
91% de leurs bébés avaient des échantillons naso-pharyngés positifs). La fréquence de
colonisation a Pj est donc plus élevée chez les nourrissons que chez leurs meres (74,4 versus

46,5%). (21)

Morilla et al. ont mené une étude portant sur des enfants atteints de mucoviscidose afin
d’évaluer la transmission intrafamiliale de Pj. Le pathogeéne était présent dans les voies
respiratoires de 46,7% des membres familiaux des patients atteints de mucoviscidose avec des
génotypes correspondants entre les patients et leurs familles. (22) De la méme fagon, une autre
équipe a démontré que des grands-parents colonisés a Pj ont contaminé leur petite-fille vivant

au sein du méme foyer, sur la base de preuves moléculaires. (23)
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3.1.2. Transmission nosocomiale

De nombreuses études ont signalé la transmission aérienne de Pj dans les hdpitaux en
I’identifiant dans 1’air des chambres de patients colonisés ou infectés, et en s’appuyant sur des
preuves moléculaires que la transmission pouvait se faire entre les patients et le personnel de
santé€. (24) (22) Par exemple, Valade et al. et Bartlett et al. ont retrouvé un taux de colonisation
chez les soignants en unité de soins intensifs équivalent a 8,8%, de génotype identique a celui
des patients hospitalisés. (25) (26) Pougnet et al. ont démontré que I’ADN (Acide
désoxyribonucléique) de Pj pouvait étre détecté par PCR dans des échantillons d’air prélevés a
un metre de distance de patients nourrissons ayant développé une PCP. Les génotypes de Pj
¢taient les mémes dans les échantillons respiratoires et aériens. (27) De plus, la quantification
de ’ADN de Pj diminue avec la distance, car I’é¢tude de Delliére et al. a révélé que 78,9% des
¢chantillons étaient positifs a 1 meétre du patient contre 69,2%, 41,7% et 33,3% a 3, 5 et 8 métres

respectivement. (18)

Une trentaine d’épidémies hospitaliéres a Pj ont été décrites entre 1980 et 2015 dont 83% chez
des patients ayant subi une transplantation d’organe solide, principalement rénale. C’est le cas
de I’épidémie ayant eu lieu dans un service de néphrologie a I’AP-HM entre 2016 et 2019 ou
78% des patients présentaient un taux de lymphocytes inférieur & 800/mm? : 30 patients ont
présenté une PCP dont 17% sont décédés. Des plans de mesures de prévention ont été instaurés
notamment par la prophylaxie étendue, 1’alerte du laboratoire en temps réel, 1’isolement
gouttelette en cas de colonisation ou PCP ainsi que le port du masque chirurgical pour les
patients immunodéprimés devant se rendre en consultation. (28) L’acquisition nosocomiale de
Pj est démontrée et suggere de nouvelles mesures de prévention avec 1’aide du Comité de Lutte

contre les Infections Nosocomiales. (29)
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3.2. Concept de colonisation

3.2.1. Définitions

Le concept de « colonisation » ou « portage asymptomatique » est défini par Morris et al.
comme la détection de Pj dans les prélévements respiratoires de I’hdte ne présentant pas de
signes cliniques de pneumonie. (30)

Le portage asymptomatique a Pj est relativement fréquent et varie selon le type de population
et les méthodes de détection utilisées. Vera et al. ont rassemblé des données provenant de
plusieurs études internationales. Ils rapportent un taux de portage trés variable en fonction des
populations de patients mais aussi au sein méme de ces populations : 20 a 65% chez les
individus adultes immunocompétents, 20 a 69% chez les patients séropositifs au VIH, 2,6 a
35% chez les patients atteints de maladies pulmonaires chroniques. (3)
Les principaux facteurs de colonisation sont les maladies chroniques, I’immunosuppression et

la grossesse, ou toute forme d’immaturité du systéme immunitaire.

3.2.2. Colonisation versus Infection

L’intérét du dépistage de la colonisation a Pj a gagné en importance ces dernieéres années pour
plusieurs raisons : (1) son association probable avec un pronostic négatif pour les maladies
pulmonaires chroniques ; (2) son role important dans la transmission interhumaine, étant donné
que les individus colonisés peuvent agir comme réservoirs et donc comme sources possibles
d’infection. (22) Les conséquences d’une colonisation a Pj sont variables selon la charge

fongique et le statut immunitaire de 1’hote.

On peut distinguer 3 catégories de patients (figure 8) :
e Les patients immunodéprimés : la charge fongique va évoluer rapidement conduisant a
une forme clinique de PCP ;
e Les patients dont le systtme immunitaire est variable : la charge fongique est variable,
I’évolution en PCP est possible si 'immunosuppression augmente et les patients

colonisés asymptomatiques peuvent développer une PCP dans un futur proche ;
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e Les patients immunocompétents (réservoirs de Pj) : le systéme immunitaire du patient
est efficace donc la charge fongique diminue rapidement, mais la réinfection est possible

une fois le pathogeéne ¢éliminé. (31)
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Figure 8 : Evolution de I'exposition a Pneumocystis jirovecii en fonction du temps selon le

Statut immunitaire (31)

Le Gal et al. ont réalisé rétrospectivement le génotypage d’échantillons pulmonaires de patients
colonisés a Pj ayant par la suite développé une PCP. Ils ont mis en évidence une corrélation des
génotypes chez 3 patients sur 5 ce qui a permis d’en conclure que I’état de colonisation pouvait

représenter une période d’incubation de Pj mais aussi différer de la PCP. (32)
La limite entre colonisation et infection a Pj n’est pas évidente sur la seule base des données

cliniques. Les méthodes diagnostiques telles que la PCR ou le dosage du BDG ont été évaluées

dans cet objectif. Elles seront détaillées dans le chapitre 5.2.2 et 5.2.3 de la partie I.
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IV. Pathologie : la Pneumocystose pulmonaire

Pj est un agent pathogéne alvéolaire opportuniste, c’est-a-dire qu’il touche essentiellement les
personnes immunodéprimées. Une altération du systéme immunitaire est en principe nécessaire
pour développer une forme clinique de pneumocystose. L'hétérogénéité du fond immunitaire
peut influencer les signes cliniques et radiologiques, qui peuvent étre trompeurs car souvent
moins typiques que chez les patients séropositifs au VIH, ce qui offre de nouveaux défis pour

le diagnostic, le traitement et la prophylaxie dans une plus grande population sensible. (33)

La définition de la maladie PCP a été récemment révisée par 1’Organisation européenne pour
la recherche et le traitement du cancer (EORTC) et du Mycoses Study Groupe Education and
Research Consortium (MSGERC) pour la catégorie des patients non-VIH. (34)

Dans de rares cas, des manifestations extra-pulmonaires peuvent avoir lieu et sont associées a

des formes atypiques. (35)

4.1. Chez le suyjet immunodéprimé

4.1.1. Population VIH

Alors que la PCP était rarement décrite avant I’épidémie de VIH dans les années 80, I’incidence
a rapidement augmenté depuis, survenant chez 75% des patients atteints de VIH, dont le risque
est accru si le taux de lymphocytes T CD4+ est inférieur a 200/mm?3. La PCP est souvent
révélatrice du stade SIDA de I’infection. Les patients infectés par le VIH recrutent moins de
PNN que les patients non-VIH, donc moins de cellules inflammatoires au niveau pulmonaire,
ce qui est corrélé avec une meilleure oxygénation et un meilleur taux de survie. L’introduction
des trithérapies antirétrovirales a permis de faire diminuer considérablement I’incidence de la

PCP chez les patients atteints de VIH et la survie approche désormais les 90%.
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4.1.2. Population non-VIH

Le tableau clinique est celui d’'une pneumopathie d’apparition plus souvent brutale, évoluant
rapidement vers I’insuffisance respiratoire aigué en I’absence de traitement, nécessitant un
transfert en réanimation dans 31 a 52% des cas. Le diagnostic doit étre impérativement évoqué
car le pronostic vital et fonctionnel est étroitement corrélé a la précocité du diagnostic, dont
dépendent I’étendue et la réversibilité des 1€sions parenchymateuses pulmonaires. La mortalité

est élevée et varie de 33,3 a 69,3% selon les études. (11) (36)

Les patients d’onco-hématologie sont prédisposés a la PCP, notamment ceux atteints de
leucémie aigué (risque supérieur a 20% pour les enfants atteints de leucémie aigu€ lymphoide)
et de troubles lympho-prolifératifs chroniques. Une analyse rétrospective menée par Maini et
al. sur 10 ans en Angleterre a montré une augmentation de 209% des diagnostics de PCP chez
les patients atteints d’hémopathies malignes, du fait notamment de I’absence de consensus de

prophylaxie. (37)

Les patients atteints de déficits immunitaires, de maladies auto-immunes et de maladies
inflammatoires chroniques sont également a risque de développer une PCP, notamment par les
complications liées a la maladie mais surtout a cause des traitements immunosuppresseurs
administrés dans le cadre de leur maladie sous-jacente. L’incidence est particulierement élevée
chez les patients atteints de polyartérite noueuse, granulomatose, dermatomyosite, polymyosite

et polyarthrite rhumatoide. (38)

Les patients greffés sont fortement immunodéprimés par des traitements anti-rejets puissants
ce qui les rend trés susceptibles aux pathogenes opportunistes. La PCP peut se révéler chez tout
grefté (5 a 15%), que ce soit d’organe solide ou de cellules souches hématopoiétiques (CSH).
Le risque est plus élevé chez les greffés cceur-poumons et les greffés pulmonaires (supérieur a
25%). La PCP est rare chez les receveurs de greffe de CSH. Le rejet d’organe peut augmenter

le risque de PCP car I’'immunosuppression est renforcée. (34)

Les patients atteints de cancers solides sont également a risque de PCP, notamment ceux atteints

de tumeur cérébrale avec irradiation et recevant des glucocorticoides (6%). (35)
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4.2. Chez le sujet immunocompétent

De rares cas de PCP chez des sujets dénués de toute pathologie dépressive immunologique ont
¢été rapportés dans la littérature. En 1991, Jacobs et al. rapportent 5 cas de PCP chez des patients
a priori immunocompétents, dont 3 patients présentaient des troubles cardiaques, 2 patients
avaient des troubles pulmonaires sous-jacents (asthme et bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO)) et 2 patients avaient un diabete sucré. La moyenne d’age des patients était
de 73 ans. Les auteurs ont émis a I’époque I’hypothese d’une souche de P. carinii plus virulente.

(39)

Plus récemment Ide et al. ont publi¢ des données rassemblant 4 études portant sur la PCP chez
9 sujets immunocompétents. Dans 1’étude de Cano et al. de 1993 (figure 9), 2 patients étaient
fumeurs actifs, I’un souffrait d’expectorations chroniques et 1’autre de BPCO. Aucun n’était en
condition immunosuppressive avant ni pendant le suivi (en moyenne sur 3,6 ans) et ont tous
présenté une amélioration clinique favorable sous traitement spécifique. (40) Le cas décrit par
Koshy et al. en 2015 rapporte une PCP chez un patient de 56 ans atteint uniquement
d’hypertension artérielle et de diabete de type 2 ainsi qu’un antécédent de leépre tuberculoide
traitée. (41) Ide et al. ont décrit la survenue d’une PCP chez un patient aux antécédents
d’hémiparésie droite et d’épilepsie consécutive a une hémorragie cérébrale a I’age de 2 ans. 11
s’agit de I’'unique cas de déces rapporté des suites de I’infection a Pj chez un sujet

immunocompétent. (33)
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Figure 9 : Répartition des 9 patients immunocompétents ayant développé une PCP décrit

dans la publication de Ide et al. (33)

V. Diagnostic

De nombreux parameétres rendent le diagnostic de PCP difficile. En effet, Pj n’est pas cultivable
in vitro et la sensibilité a ’examen microscopique direct dans les échantillons respiratoires est

médiocre.

5.1. Diagnostic clinique

5.1.1. Examen clinique

Le tableau clinique de PCP n’est pas caractéristique de la maladie, et peut se confondre avec
tout autre syndrome respiratoire. On peut y retrouver de la fievre, des difficultés respiratoires

comme une toux non productive, une dyspnée progressive voire une hypoxémie avec douleurs
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thoraciques pouvant évoluer vers l’insuffisance respiratoire ou en pneumothorax et plus

rarement une hémoptysie.

5.1.2. Imagerie

Des images radiographiques pulmonaires normales sont présentes chez 10 a 15% des patients
immunodéprimés non-VIH atteints de PCP. (35) La radiographie thoracique n’est pas toujours
concluante (30% des cas) mais peut montrer des signes caractéristiques avec un infiltrat

interstitiel périhilaire (figure 10). (38)

Figure 10 : Radiographie thoracique montrant des infiltrats diffus bilatéraux de PCP chez un
patient atteint de VIH au stade SIDA (38)

La tomodensitométrie thoracique a haute résolution doit étre privilégiée car est plus
discriminante. La principale caractéristique (20% des cas) est 1’opacité bilatérale diffuse en
verre dépoli, généralement symétrique prédominante dans les régions péri-hilaires et les apex

avec une épargne périphérique (figure 11). Le motif en mosaique refléte une maladie plus
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sévere. D’autres manifestations moins fréquentes comprennent des nodules, des consolidations
ou des I¢ésions kystiques a parois minces, généralement observées au stade SIDA. Les kystes
pulmonaires sont souvent petits, bilatéraux et multiples mais des l€sions plus importantes

augmentent le risque de développer un pneumothorax.

Figure 11 : Images de tomodensitométrie axiale du thorax montrant des opacités bilatérales

diffuses en verre dépoli due a une alvéolite a Pneumocystis jirovecii (38)

5.2. Diagnostic microbiologique

Le diagnostic microbiologique de la PCP repose sur la visualisation des kystes de Pj dans un
¢échantillon pulmonaire par examen microscopique et/ou par détection d’ADN par Reverse
Transcriptase (RT)-PCR. Bien que la microscopie soit utile pour diagnostiquer la PCP chez les
patients infectés par le VIH qui présentent généralement des charges fongiques élevées, le
diagnostic moléculaire est essentiel pour détecter les faibles charges fongiques de Pj chez les
patients non-VIH.

La recherche de Pj s’effectue sur prélévement respiratoire tels que sur lavage broncho-
alvéolaire (LBA) pour I’examen direct, expectoration, aspiration naso-pharyngée, plus

rarement écouvillon pour la RT-PCR et sur sérum pour le dosage du BDG.
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Un bilan biochimique permet bien souvent de révéler des taux lactate déshydrogénase (LDH)
¢levés, signe d’une évolution défavorable pouvant refléter la sévérité de la PCP. La protéine-C

réactive est souvent normale s’il n’y a pas d’autres infections concomitantes.

5.2.1. Examen microscopique

Historiquement, le diagnostic reposait sur la visualisation de kystes ou de formes trophiques
sur prélévement respiratoire grace a différentes méthodes de coloration traditionnelles comme
le Gomori-Grocott, le bleu de Toluidine, ou le violet de Crésyl pour les kystes et le Giemsa

pour les formes trophiques (figure 12).

Figure 12 : Pneumocystis jirovecii visualisé a ['examen direct (38)

(A) Pj isolé dans du LBA (x500) avec coloration méthamine Gomori silver

(B) Pj coloré au Giemsa (les fleches indiquent les kystes contenant les corps intracystiques,

les pointes de fleches indiquent les formes trophiques)
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L’immunofluorescence a permis de renforcer la sensibilité du diagnostic de Pj (89 a 98% chez
le patient VIH). Des kits sont disponibles dans le commerce et sont composés soit d’anticorps
monoclonaux anti-Prneumocystis marqués a la fluorescéine (méthode directe) soit d’anticorps
anti-immunoglobuline couplés a la fluorescéine (méthode indirecte) permettant de marquer les
kystes et les formes trophiques de Pj. Les asques sont plus facilement identifiables malgré qu’ils
soient 10 fois moins nombreux au niveau alvéolaire.

De nos jours, la technique de coloration en laboratoire la plus répandue est celle du CalcoFluor
(figure 13A), un fluorochrome non spécifique permettant de colorer les parois cellulaires
fongiques en se liant aux polysaccharides tels que la chitine. (42) En effet, c’est une méthode
rapide, moins sensible que I’immunofluorescence, mais qui permet également la visualisation

des kystes de Pj directement a partir d’un prélévement respiratoire. (43)

5 pum 5 pm

Figure 13 : Kystes de Pneumocystis jirovecii marqués au CalcoFluor (A) et par

immunofluorescence (B) dans du LBA (44)

5.2.2. Détection moléculaire

C’est en 1990 que le diagnostic biologique de la PCP a connu une avancée considérable grace

la détection d’ADN de Pj dans des échantillons respiratoires par PCR décrite par Wakefield et
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al. pour la premiére fois. (45) De nombreuses cibles génomiques ont été décrites pour le
diagnostic moléculaire de la PCP et ont ét¢ évaluées dans des séries cliniques. La grande sous-
unité mitochondriale de 'ADN ribosomique (mtLSU) a été la premiére cible utilisée pour le
diagnostic de la PCP et elle reste la plus largement employée et rapportée dans la littérature.
Parmi les multiples cibles géniques décrites, mtLSU, mtSSU (petite sous-unité mitochondriale
de ’ADN ribosomique) et la glycoprotéine MSG sont les seules cibles a étre répétées dans le
génome de Pj, et sont donc associées a une sensibilité de détection tres élevée, par rapport aux
cibles a copie unique. D’autres cibles génomiques ont été utilisées telles que le geéne de la Heat
Shock Protein (HSP-70), le géne de la dihydrofolate réductase (DHFR), le geéne de la
dihydroptéroate synthétase (DHPS). Récemment, des techniques d’amplification isotherme de
I’ADN facilité¢ par boucle (LAMP) ont été¢ développées en Chine et ont montré d’excellents
résultats. (46)

Du fait d’une sensibilité et spécificité excellente (supérieures a 99%), un résultat positif par
PCR permet d’affirmer la présence d’ADN de Pj mais ne permet pas de distinguer une simple
colonisation des voies respiratoires a Pj d’une infection. Il n’existe donc pas de corrélation
significative clairement établie entre la charge fongique et la gravité de I’infection, le diagnostic
de PCP repose ainsi sur un faisceau d’arguments a la fois cliniques, radiologiques et
biologiques. (47) De nombreuses études tentent de quantifier cette charge fongique et de la
corréler a la clinique. Pour citer un exemple, Del Corpo et al. ont suggéré un seuil unique de
5.10% copies/mL pour discriminer la PCP de la colonisation & Pj sur une étude incluant 71
patients ayant des résultats de PCR positifs, dont 62 patients atteints de VIH. Il persiste une
zone grise étroite (< 10° et > 5.103 copies/mL) fournissant des valeurs prédictives négatives
(VPN) et valeurs prédictives positives (VPP) respectivement de 100 et 90%, dont la décision
thérapeutique nécessite d’étre ajustée au cas par cas (figure 14). (48) Cependant cette

quantification ne rentre pas encore dans les criteéres diagnostics de la PCP.
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Figure 14 : Comparaison des résultats de PCR de Pneumocystis jirovecii selon le statut

(colonisation, probable infection et infection) (48)

5.2.3. Dosage du (1—3)B-D-glucane sérique

L’intérét de différents marqueurs sériques dans I’aide au diagnostic de PCP a été évalué. Depuis
quelques années, ’utilisation du dosage du BDG pour le diagnostic de la PCP et notamment

par la distinction avec une simple colonisation suscite de 1’intérét.

e Principe du dosage

Le BDG est un constituant polysaccharidique majeur de la paroi des champignons. Ce
composant est libéré et circule dans le sang chez les patients atteints de pneumopathie a Pj,
Aspergillus spp., ou d’infections fongiques invasives (Candida spp., Saccharomyces cerevisae,
Fusarium spp., Acremonium spp., Coccidoides immitis, Histoplasma capsulatum etc).

En revanche certaines especes fongiques dont la composition de la paroi est pauvre ou dénuée
de BDG comme Cryptococcus spp., Blastomyces dermatidis, les zygomycetes et les mucorales

ne sont pas détectées pas ce test.
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Figure 15 : Structure chimique du BDG

La technique de dosage repose sur une réaction protéase-zymogene révélée par méthode
colorimétrique, issue de la modification du mécanisme de lysat d’amoebocyte de limule,
classiquement utilis¢ pour la détection des endotoxines bactériennes. Elle utilise la capacité du

BDG a activer le facteur G présent dans le métabolisme de Limulus polyphemus.

(1,3)-B-DGlucane
Facteur G—» Facteur G active

Enz. de Enz. de
procoagulation coagulation

substrat J_.chromophore

chromogéne

Figure 16 : Principe du dosage du BDG sérique

e Intéréts et limites des BDG dans le diagnostic de PCP

La recherche de BDG dans le sérum fait actuellement partie des critéres de classification des
infections fongiques invasives (score EORTC/MSGERC de 2021) mais ne peut se substituer a
I’examen clinique, aux examens d’imagerie médicale et a la mise en évidence de Pj par examen

direct ou par PCR, nécessaires a 1’établissement du diagnostic de certitude. (49)

Plusieurs études ont rapporté des caractéristiques de performance de dosages commerciaux du
BDG dans le cadre d’une PCP, avec une sensibilité allant de 90 a 100 % et une spécificité de
78 4 96 %, en fonction du kit de BDG et de la population de patients. D’aprés Guegan et al., la
sensibilité a tendance a étre plus faible chez les patients non-VIH (86%) que VIH (94%). (47)
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Tout résultat positif nécessite d’étre comparé aux résultats de microscopie et de PCR car il est
donc impossible de déterminer I’étiologie fongique avec certitude du fait que ce soit un
composant des parois cellulaires d’autres especes.

Un résultat négatif de BDG est associé a une faible probabilité¢ de PCP (< 5%) chez le sujet non
VIH, mais ne doit pas exclure une infection.

Des résultats faussement positifs peuvent également étre observés chez les patients sous
hémodialyse, par I’administration d’immunoglobulines intraveineuses (IV), une bactériémie

concomitante et certains médicaments tels que I’amoxicilline/acide clavulanique.

L’intérét majeur de ce test serait de pouvoir étre en mesure de distinguer colonisation et
infection a Pj. Dans I’é¢tude de Tasaka et al., 64 patients ont recu un diagnostic de PCP avérée
(dont 25% de VIH), 38 patients de PCP probable (dont 15,8% de VIH), 24 patients colonisés a
Pj (sur la base d’une PCR positive en I’absence de symptomes) et 40 témoins négatifs (figure

17). (50)
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Figure 17 : Concentration en BDG en fonction du statut négatif, colonisation ou PCP (50)

Plus récemment en 2021, Lagrou et al. ont proposé un taux a 100 pg/mL comme seuil afin de
distinguer colonisation et PCP sur la base des résultats de Damiani et al. (35) Cette étude porte
sur 17 cas de PCP avérée dans une population de patients immunodéprimés non-VIH, dont les
concentrations moyennes de BDG étaient de 1945 ng/mL (plage : 122-8000 pg/mL) alors que
les 45 patients témoins négatifs et 19 patients colonisés par Pj avaient des concentrations
inférieures a 90 pg/mL. (51) Or, ces seuils ne sont définis que pour une population infectée par
Pj et ne prennent pas en compte les autres infections fongiques pour lesquelles les mémes

valeurs de BDG peuvent étre rencontrées. De nombreuses études se sont consacrées a corréler
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la RT-PCR au taux de BDG afin de différencier colonisation et PCP. Par exemple, sur 108
patients ayant une PCR positive a Pj, Rogina et al. ont mis en évidence que les patients ayant
une concentration en BDG supérieure a 400 pg/mL avaient des Ct (Cycle Threshold) de PCR
quantitative (qPCR) moyens de 28,97 +/- 5,97 tandis que les patients ayant une concentration
inférieure a 400 pg/mL avaient plutdt des Ct moyens de 35,43 +/- 3,32. (52) Un Ct inférieur a
30 associé a un taux de BDG supérieur a 400 pg/mL serait en faveur d’une PCP d’aprés cette

étude.

Les derniers criteres EORTC de Lagrou et al. (2021) proposent d’associer les différents critéres
cliniques, biologiques et radiologiques afin d’orienter vers un diagnostic de PCP probable ou

avere (tableaux 1 et 2). (49)

Facteurs liés a | Corticothérapie > 0,3 mg/kg Lymphopénie T CD4+

I’hote pendant plus de 2 semaines

Critéres Troubles respiratoires (toux, Fiévre

cliniques dyspnée, hypoxémie)

Critéres Infiltrats interstitiels Opacité diffuse (prédominance

radiologiques lobaire, péri-hilaire) en verre

dépoli, nodules

Critéres Visualisation de Pj Amplification Détection de BDG

biologiques en microscopie par d'ADN de Pj par sur sérum (autre
coloration PCR quantitative infection fongique et
conventionnelle ou en temps réel (sur faux positif exclus)
par LBA, crachat ou

immunofluorescence | lavage buccal)
(sur tissu, LBA,

crachat,

expectoration ou

lavage buccal)

Tableau 1 : Tableau récapitulant les facteurs de risques, criteres cliniques, radiologiques et

biologiques définissant la PCP (traduit d’apres Lagrou et al) (49)
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PCP prouvée  Présence de criteres cliniques et radiologiques (tableau 1) associée a :
e Présence de Pj par microscopie conventionnelle ou par
immunofluorescence sur tissus
e Présence de Pj par microscopie conventionnelle ou
immunofluorescence sur prélévement respiratoire
Probable PCP Présence de facteurs liés a 1’hdte et de criteres cliniques et radiologiques
(tableau 1) associée a :
e RT-PCR en temps réel positive sur échantillon respiratoire
e Détection de BDG dans le sérum (en I’absence d’autre infection

fongique invasive)

Tableau 2 : Tableau définissant la PCP avérée de la PCP probable selon les criteres

cliniques et microbiologiques (traduit d’apres Lagrou et al) (49)

VI. Traitement et prophylaxie

6.1. Critéres d’initiation du traitement

Les criteres d’initiation thérapeutique chez un patient a risque de PCP sont :
e Présence de signes cliniques tels que dyspnée et/ou toux, fievre, hypoxémie, douleurs
thoraciques (évenement rare, en faveur d’un pneumothorax)
e Présence d’images radiographiques compatibles avec une infection a Pj,
e Présence d’une LDH sérique élevée inexpliquée. (53)
Les lignes directives de traitement concernant le patient immunodéprimé par le VIH ou par une
pathologie hématologique sont bien décrites, mais il manque des données sur les populations

non immunodéprimées a risque de PCP.
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6.2. Lignes thérapeutiques

6.2.1. Triméthoprime et Sulfaméthoxazole (BACTRIM®)

Le traitement de premiere intention repose sur I’administration d’une association de molécules
a activité bactériostatique temps-dépendant : triméthoprime (TMP) et sulfaméthoxazole (SMX)
ou cotrimoxazole (BACTRIM®). Ces deux composants agissent en synergie par blocage du
cycle de I’acide folinique, essentiel a la survie de nombreux micro-organismes. Leur association
exerce, in vitro, une activité microbicide sur un large spectre de bactéries et de champignons.
Le TMP est 20 a 100 fois plus puissant que le SMX, ce qui implique que pour atteindre les
objectifs pharmacodynamiques et pour maximiser ’efficacité, les concentrations en SMX
soient 20 fois supérieures au TMP.
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Figure 18 : Représentations chimiques des molécules TMP et SMX

Le schéma posologie pour le traitement curatif de la PCP est de 15 a 20 mg/kg pour le TMP et
75 a 100 mg/kg pour le SMX par voie intraveineuse pendant 21 jours chez I’adulte et I’enfant
atteint de VIH et de 14 jours chez le sujet non-VIH. Cette durée peut étre allongée en I’absence

d’amélioration clinique satisfaisante.

L’inconvénient majeur de cette spécialité repose sur une forte variabilité interindividuelle. De
ce fait, la détermination du schéma posologique approprié nécessite une application optimale
des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Le suivi thérapeutique
pharmacologique est disponible en laboratoire spécialis¢ pour le TMP/SMX notamment en cas
de formes graves, d’effets indésirables inattendus ou sur des terrains complexes (patients

insuffisants rénaux ou hépatiques, hémodialysés). Dans le cas du traitement de la PCP chez le
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patient atteint de VIH, les objectifs pharmacocinétiques sont plutot bien définis: les
concentrations en TMP résiduelles doivent étre comprises entre 5 et 8 mg/L et en SMX entre

150 et 200 mg/L, afin de garantir une efficacité clinique optimale. (54)

De plus, le TMP/SMX présente de nombreux effets secondaires concentration-dépendants
pouvant étre graves tels que :
e Toxicité¢ idiosyncratique : réaction cutanée grave (syndrome de Stevens-Johnson,
syndrome de Lyell), crise hémolytique, néphrotoxicité, hépatotoxicité, cardiotoxicité.
e Toxicité concentration-dépendante : troubles neurologiques (apraxie, délire, psychose,
myoclonies) troubles hydro-électrolytiques (hyperkaliémie, acidose métabolique),

hypoglycémie.

6.2.2. Alternatives thérapeutiques

Les schémas thérapeutiques alternatifs pour les patients présentant des contre-indications ou
une intolérance au TMP/SMX comprennent 1’association dapsone avec triméthoprime,
I’association clindamycine avec primaquine, 1’atovaquone ou la pentamidine, dont les
posologies recommandées sont représentées dans le tableau 3. La durée de traitement est

identique a celle du TMP/SMX.

Le TMP/SMX et la pentamidine parentérale sont les traitements les plus efficaces. (53)

L’utilisation concomitante de corticoides dans les 72h pour la population atteinte de VIH
réduirait la morbi-mortalité¢ en cas de forte hypoxémie, ¢’est-a-dire une pression artérielle en
oxygéne (Pa0Oz) < a 70 mmHg, mais aucune recommandation n’est disponible pour la
population non-VIH atteinte de PCP. (55) Les données de la littérature sont controversées quant
a I’utilisation des corticoides dans la population immunodéprimée non-VIH notamment par le

fait que la plupart des patients sont déja sous corticothérapie. (11)

Pour les cas modérément séveres de PCP, une stratégie d’administration par voie orale de

TMP/SMX est possible. La posologie ne différe pas entre les différentes voies d’administration.
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Egalement, lorsque 1’état clinique du patient s’améliore sous TMP/SMX par voie IV, un relai

per os peut étre envisagé.

Une détérioration clinique peut survenir au cours des 3 a 5 jours de traitement, due a une réponse

inflammatoire causée par la lyse des organismes induite dans les poumons. Une surveillance

étroite de la fréquence respiratoire et de I’oxygénation artérielle est essentielle. La réévaluation

du traitement ne doit pas étre effectuée avant 8 jours de traitement a dose compléte. (53)

Treatment regimens Route Dosage Duration Commentary
First choice
TMP/SMX Lv; TMP 15-20 mg and SMX 21days for mild to moderate PCP: p.o. in
p.o. 75-100 mg/kg/day given (i.c., 3 divided doses or TMP/SMX DS -
divided up) every6or 8 h 2 tablets t.i.d;; for moderate to severe
PCP: start i.v. and switch to p.o. after
clinical improvement
Alternative
Dapsone + TMP p.o. dapsone 100 mg p.o. daily + TMP 21days option for mild to moderate discase
15 mg/kg/day p.o. (3 divided doses)
Clindamycin + primaquine Lv; clindamycin (i.v. 600 every 6 h or 21days option for mild to moderate PCP and for
p-o. 900 mg every 8 h) or (p.o. 450 mg moderate to severe PCP; in case of mild
cevery 6 h or 600 mg every 8 h) + to moderate PCP: primarily clindamycin
primaquine 30 mg (base) p.o. once p-o.
daily
Atovaquone p-o. 750 mg p.o. b.i.d. with food 21days option for mild to moderate discase
Pentamidine Lv. 4 mg/kg i.v. once daily given over 21days option for moderate to severe discase;
at least 60 min may reduce the dose to 3 mg/kg i.v. once
daily in case of toxicity
Caspofungin (alone or in Lv. caspofungin 70 mgonday 1/50 mg  2l1days second-line (salvage) treatment
combination with TMP/SMX) starting on day 2
Additional treatment
Prednisone p.o. days 1-5: 40 mg b.i.d.; days 6-10: 21days for moderate to severe PCP if (1) PaO,

40 mg daily; days 11-21: 20 mg daily

<70 mm Hg at room air or (2) alveolar-
arterial O, gradient 235 mm Hg

b.i.d., twice daily; DS, double strength; i.v., intravenous; p.o., per os; PCP, Pneumocystis jirovecii pneumonia; SMX, sulfamethoxazole;
t.id., three times daily; TMP, trimethoprim.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des schémas thérapeutiques de la pneumocystose

6.3.

Prophylaxie

pulmonaire (38)

La prophylaxie a eu un impact majeur sur la réduction de I’incidence de la PCP chez les patients

atteints de VIH, mais une telle pratique n’est pas systématique car il existe peu de données chez

les patients non-VIH, pourtant a risque et dont le pronostic est sombre.
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Pour les patients atteints de VIH, la prophylaxie primaire est mise en place des lors que les
lymphocytes T CD4+ chutent en dessous de 200/mm? ou sont inférieurs a 15% des lymphocytes
totaux. (53) Le risque relatif de développer une PCP a été évalu¢ a 4,9 (intervalle de confiance
a 95%: 3,1-8) par Fillatre et al. lorsque le taux de lymphocytes T CD4+ dans le sang est

inférieur a 200/mm?. (11)

Le TMP/SMX est ¢galement la molécule de choix (taux de protection de 89 a 100%) a faible
dose sur le long terme soit un comprimé par jour ou un comprimé¢ de BACTRIM FORTE® 3
fois par semaine. L’avantage majeur de cette spécialité est son efficacité¢ dans la prévention
d’autres pathogénes opportunistes. En alternative, des aérosols de pentamidine peuvent étre
administrés mensuellement mais s’averent moins efficace (taux de protection de 60 a 90%).
D’aprées I’étude de Catherinot et al., 11% des patients ont présenté une PCP sous pentamidine
versus aucun sous TMP/SMX. (5) Les autres options prophylactiques telles que la dapsone ou
I’atovaquone manquent de preuves pour les patients non-VIH mais auraient une efficacité

comparable, avec une meilleure tolérance pour 1’atovaquone. (2)

L'American Thoracic Society recommande d'envisager une prophylaxie lorsque les patients
immunodéprimés recoivent une corticothérapie prolongée a forte dose (20 mg d'équivalent
prednisolone par jour pendant plus de 4 semaines) car le risque est tel que 25% des patients
traités par corticothérapie prolongée sur 8 semaines développent une PCP. (56)(57) En 2016,
1’European Conference on Infections in Leukaemia a publié des recommandations pour les
patients d’hématologie, non pas sur le taux de lymphocytes T CD4+ mais en fonction du risque
individuel a développer une PCP. Depuis, une méta-analyse Cochrane, comprenant la
population des patients transplantés d’organe, des greffés de CSH autologues et des patients
atteints de leucémie aigué, a démontré une baisse de la mortalité liée a la PCP par I’instauration

d’une prophylaxie primaire. (58)
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PARTIE Il : Pneumocystis jirovecii et maladies

pulmonaires chroniques : revue de la littérature

[. Role de Pneumocystis jirovecii dans 1’exacerbation des

maladies pulmonaires chroniques

1.1. Introduction

L’exacerbation d’une maladie respiratoire chronique correspond a la détérioration des
paramétres cliniques et/ou fonctionnels durant plus de 24h, sans retour a 1’état initial,
nécessitant un traitement supplémentaire. Elle est définie par la présence d’au moins 4 criteres
sur 12 chez un patient traité par antibiothérapie parentérale, selon le score de Fuchs et al. de
1994 :

1) Modification de I’aspect des expectorations,

2) Hémoptysie,

3) Toux,

4) Dyspnée accrue,

5) Malaise ou fatigue,

6) Ficvre supérieure a 38°C,

7) Anorexie ou perte de poids,

8) Sinusite,

9) Arythmie,

10) Douleur thoracique,

11) Diminution de la fonction pulmonaire de 10% ou plus par rapport a 1’antérieur,

12) Modifications radiographiques en faveur d’une infection pulmonaire. (59)

Il n’existe a I’heure actuelle aucun marqueur précoce d’exacerbation. (60)
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Différentes sources causales d’exacerbation sont reconnues, comme les particules, les
polluants, les bactéries et les virus (figure 19). L’exposition a ces sources entrainent la
synthése de médiateurs tels que les cytokines, chimiokines, qui sont impliqués dans la cascade
inflammatoire et provoquent des effets déléteres sur 1’arbre respiratoire. Par des signaux, les

cellules de I’immunité sont recrutées et vont permettre 1’élimination de 1’élément déclencheur.
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GRO-a 1658 ENA.7S
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|  Oynamic hyperinfiation |

Figure 19 : Physiopathologie de [’exacerbation respiratoire (61)
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L’exacerbation induit des changements physiopathologiques tels qu’une détérioration du
systéme cardiovasculaire, une hypersécrétion du mucus avec cedéme et bronchoconstriction
générant une difficulté respiratoire. (61) Le mucus est un gel composé d'eau (97 %) et de solides
dont des mucines (3 %). Les mucines gélifiantes (MUCSAC et MUCS5B) forment le composant
solide prédominant du mucus dans les voies respiratoires. Ce sont des protéines fortement
glycosylées stockées dans les granules intracellulaires. Elles sont libérées a la suite de
I’agression des voies respiratoires, ce qui cause I’hydratation du mucus et conduit a
I’augmentation du volume intra-luminal. (62) La production de mucus est étroitement controlée
par I’intermédiaire de voie non spécifiques telles que I’IL-13, JAK et STAT6 qui contrdlent
I’expression de la mucine par inhibition de la liaison du répresseur transcriptionnel FoxA2
(Forkhead Box) a la mucine. L hypersécrétion de mucus suggere une stimulation des voies
mucogenes. MUCSAC est un effecteur central de 1I’inflammation allergique de type Th2 et est
nécessaire pour 1’hyperréactivité des voies respiratoires. MUCS5B joue un role essentiel dans la

défense contre la pneumonie bactérienne.

En 2007, Caldéron et al. ont suggéré que Pj pouvait étre impliqué dans la physiopathologie des
maladies pulmonaires car ont mis en évidence sur des mod¢les animaux immunocompétents, la
capacité de Pj aux stades tres précoces de l'infection via son BDG, d’induire une activation des
macrophages alvéolaires, une élévation des interleukines pro-inflammatoires et une
modification du surfactant pulmonaire. La réponse inflammatoire pulmonaire induite par Pj
ressemble a celle induite par une maladie chronique obstructive et pourrait contribuer a la
pathogenése des 1ésions des voies respiratoires et du parenchyme chez les sujets atteints de cette
maladie. De plus, les cellules parenchymateuses pulmonaires sont une source probable de
médiateurs pro-inflammatoires pouvant rejoindre la circulation systémique ce qui pourrait
expliquer la capacité de la colonisation par Pj a induire une réponse inflammatoire systémique
et donc a participer a I’aggravation de la maladie pulmonaire. (63) De la méme fagcon, Eddens
et al. ont réalisé une étude sur des modeles pré-cliniques et ont mis en évidence que Pj provoque
une hyperplasie des cellules caliciformes, une hyperréactivité¢ bronchique et une inflammation

des voies respiratoires. (64)

Par la suite, Vargas et al. ont mené une étude sur 128 échantillons provenant de nourrissons
décédés de mort subite (4ge moyen : 101 jours) qui a révelé que Pj est le micro-organisme le
plus fréquent retrouvé dans les poumons autopsiés des nourrissons dont 83,5% chez des

nourrissons décédés de mort inexpliquée. L’identification du pathogeéne a été réalisée par
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examen direct par immunofluorescence et par PCR. Cette étude a permis de confirmer le role
de la mucine MUCSAC dans la pathogenése des maladies pulmonaires puisqu’elle était

systématiquement augmentée chez les nourrissons positifs a Pj. (62)

De récentes études européennes ont rapporté que la fréquence de colonisation, c’est-a-dire la
détection asymptomatique de Pj par PCR dans les voies respiratoires, varie de 6 a 40% chez les

patients atteints de maladies pulmonaires chroniques. (65) (3) (66)(67)

1.2. Asthme

L'asthme touche plus de 300 millions de patients dans le monde et jusqu’a 30% des enfants
dans les pays occidentaux. C’est une maladie hétérogene sous-diagnostiquée et sous-traitée bien
que le diagnostic et les traitements efficaces soient disponibles.

Cette maladie se caractérise par un trouble inflammatoire chronique des voies respiratoires
activant les réponses immunitaires de type Th2 (sécrétion d’IL-4, IL-5 et IL-13) responsables
d’inflammation, d’hyperplasie des cellules caliciformes et d’hyperréactivité bronchique avec
hypersécrétion de mucines. Les interleukines stimulent la libération d’IgE par les lymphocytes
B qui entrainent alors la dégranulation mastocytaire et la libération de médiateurs allergiques
tels que I’histamine et les leucotriénes, provoquant la bronchoconstriction. (64) (68) La
conséquence de cette inflammation est une obstruction intermittente réversible se traduisant
physiologiquement par une hyperréactivité et cliniquement par des épisodes récurrents de
respiration sifflante, d’oppression thoracique ou de toux. (69)

L’asthme sévére survient chez 5 a 10% des patients asthmatiques et correspond a des
symptomes persistants tels que toux, respiration sifflante et essoufflement malgré 1’utilisation
de corticoides inhalés ou oraux a fortes doses. Dans ce cas, la maladie est plus difficile a traiter
et entraine un colt important en termes d’hospitalisation. Un diagnostic et une prise en charge
appropriés de l'asthme sévére sont essentiels, car la plupart des déces dus a 1'asthme ont été

rétrospectivement identifiés comme étant dus a un asthme sévere mal reconnu. (70)
Eddens et al. ont cherché a explorer le role de Pj dans la génération de 1’asthme, compte-tenu

de la réponse €osinophile naturelle liée a I’infection. Ils ont travaillé sur des souris sauvages

pour lesquelles une infection a Pj ou un traitement antigénique a €té utilisé pour induire une

-54 -



pathologie de type asthme et sur une population humaine asthmatique dont les échantillons
sériques ont été recueilli a partir du programme de recherche sur I’asthme sévére de 1I’Université
de Pittsburgh. Les roles des lymphocytes T CD4+ et des €osinophiles ont été examinés a I’aide
de souris déplétées en anticorps et de souris knock-out, respectivement. La présence d’anticorps
anti-Pj dans des échantillons de sérum humain a été détectée par ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) et Western Blot (WB). Leurs résultats ont montré que 1’infection a Pj
génere une forte réponse de type Th2 dans les poumons qui nécessite les lymphocytes T CD4+.
Dans la population humaine, les patients souffrant d’asthme sévere avaient des taux augmentés
d’IgG et d’IgE anti-Pj par rapport aux sujets témoins sains. Les patients asthmatiques séveres
avec des niveaux élevés d’IgG anti-Pj avaient des symptomes et des parameétres pulmonaires
aggraveés notamment une diminution du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) et
une augmentation du volume résiduel par rapport aux patients asthmatiques séveres qui avaient
de faibles taux d’IgG anti-Pj. D’un point de vue clinique, les patients souffrant d’asthme sévere
ont des titres d’anticorps anti-Pj élevés par rapport aux témoins sains et des niveaux plus élevés

d’Ig anti-Pj corrélés a une aggravation de la fonction pulmonaire. (64)

L’expression sérique accrue de MUCSAC a ¢été associée a la présence de Pj chez des patients
asthmatiques dans I’arbre respiratoire dans une autre étude menée par Eddens et al. (69) Rojas
et al. ont confirmé ces données dans la surproduction de MUCSAC dans 1’asthme sur un modele
animal qui reproduit la voie naturelle de I’infection fongique et documente une réponse
immunitaire continue tout au long de 1’infection. Ils ont également mesur¢ les taux de mucines
sur des autopsies pulmonaires d’enfants décédés de mort inattendue et ont remarqué que les
taux de MUCS5B augmentaient plus précocement et en quantité plus importante lors de
I’exposition a Pj, associée a une augmentation plus lente de MUCSAC qui suggere une réponse
immunitaire Th2 en cours davantage liée a la sensibilité des voies respiratoires contre le
champignon. Leurs résultats montrent que la voie STAT6 (Signal Transducer and Activator of
Transcription) /| FoxA2 est impliquée dans la régulation positive du mucus lors de la primo-

infection a Pj. (71)

La colonisation par Pj chez les patients asthmatiques serait relativement fréquente comme en
témoignent les données de Davey et al. Leur étude porte sur 10 patients d’age médian 23 ans,
ayant un asthme léger ne recevant pas de corticothérapie orale mais dont les corticoides inhalés
¢taient permis, et n’ayant aucune autre condition immunologique sous-jacente. Deux soit 20%

des patients ont une détection positive d’ADN de Pj par PCR dans des expectorations induites.
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Un patient a eu un seul échantillon positif tandis que I’autre patient a eu 3 échantillons positifs
sur 11 jours dont 2 échantillons négatifs durant cette période. Ils en ont déduit que la
colonisation est le plus souvent intermittente et de courte durée ou que le niveau de colonisation
peut étre faible. Aucun des 2 patients ayant une PCR positive n’était traité par corticothérapie
orale ou inhalée au moment du test et n’était symptomatique. Parmi les 3 patients de 1’étude qui
recevaient des corticoides inhalés, aucun n’était colonisé a Pj. (72)

Dans une étude menée par Goldman et al. portant sur 15 enfants atteints d’asthme sévere, 5
enfants atteints de fibrose kystique et 11 enfants non-asthmatiques (fibroscopie normale), une
évaluation du mycobiome pulmonaire a identifié¢ que I’ARNr 18S de Pj était plus abondant dans
le LBA des patients souffrant d’asthme sévére par rapport aux témoins sans asthme. Cette étude
met en €vidence I’importance d’examiner les schémas du mycobiome pulmonaire des enfants

atteints d’asthme sévere. (73)

Eddens et al. ont cherché a déterminer si le traitement de I’exposition a Pj améliorait la
fonction pulmonaire ou la fréquence des exacerbations chez les patients asthmatiques. Ils ont
compar¢ les patients qui ont recu du TMP/SMX avec les patients ayant eu de la clindamycine.
Les patients ayant recu du TMP/SMX ont eu une augmentation significative du VEMS entre la
spirométrie initiale et la spirométrie de suivi alors qu’il n’y avait pas de changement significatif
dans le groupe clindamycine. De plus, les patients ayant recu du TMP/SMX ont eu une
réduction significative de la proportion et du nombre total de visites aux urgences pour
exacerbation d’asthme au cours des 12 mois suivant le traitement. En résumé, cette étude
rétrospective démontre une association entre 1’utilisation de TMP/SMX et une amélioration de
la fonction pulmonaire et réduction du taux d’exacerbation dans 1’asthme pédiatrique. (69) De
la méme fagon, Menu et al. ont déterminé dans une €tude rétrospective que 9,4% des 32 enfants
de moins de 3 ans ayant une PCR positive a Pj souffraient d’asthme sous-jacent et qu’un enfant
présentant des exacerbations fréquentes de son asthme, s’est nettement amélioré cliniquement

apres un traitement par TMP/SMX. (74)

Rayens et al. ont réalisé une étude transversale sur 104 patients pédiatriques (dont 51 atteints
d’asthme sévere, 20 d’asthme léger/modéré, 20 non asthmatiques et 13 atteints de
mucoviscidose) afin d’étudier le titre d’anticorps anti-kexine-1 sur plasma, KEX1 étant un
antigene de Pj. Les patients atteints d’asthme séveére avaient des titres d’anti-KEX1
significativement réduits par rapport aux patients souffrant d’asthme léger/modéré (p=0,018).

Les patients pédiatriques atteints d’asthme sévere présentent donc un risque plus élevé
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d'infections chroniques a Pj pouvant conduire a I'exacerbation des symptdmes de 1'asthme en
raison de niveaux réduits d'anticorps protecteurs. Le titre plasmatique d'IgG KEX1 peut étre un
parametre utile pour déterminer 1'évolution clinique du traitement des patients pédiatriques

asthmatiques. (75)

1.3. BPCO

La BPCO représente un fardeau mondial pour la santé publique en étant la 3™ cause décés au
monde avec 3,2 millions de déces en 2019. (76) Le tabac est le principal facteur de risque de
BPCO mais les causes de développement sont multifactorielles.

Cette pneumopathie obstructive est caractérisée un trouble inflammatoire chronique de la voie
Th1 avec une limitation du débit d’air s’accompagnant d’une hypoxie et d’un stress cellulaire
accru. Des modeles animaux ont permis de découvrir I’'importance du role des métalloprotéases
matricielles (MMP) de type MMP-2, MMP-8, MMP-9 et MMP-12 et de la protéine de choc
thermique chaperon-27 (HSP-27) dans les tissus pulmonaires qui pourraient étre corrélées au
développement de la maladie. Les MMP sont sécrétées et produites par les macrophages
alvéolaires ainsi que les PNN et sont responsables d’une dégradation de la membrane basale et
de la matrice extracellulaire, ce qui contribue a une inflammation destructrice progressive des
voies respiratoires et des tissus pulmonaires conduisant au développement de la BPCO. Elles
sont également les principaux médiateurs inflammatoires de I’emphyseme et jouent un role
dans la régulation de I’inflammation. La protéine HSP-27 est un biomarqueur de la BPCO, dont

les niveaux augmentent pendant le stress oxydatif, ’hypoxie et I’inflammation.

Christensens et al. ont développé un modele expérimental utilisant des souris
immunocompétentes pour tester I’interaction de 1’exposition a la fumée de cigarette et
I’infection & P. murina acquise. Ils ont constaté que I’exposition a la fumée de cigarette
augmente considérablement la charge de P. murina dans les poumons des souris et 1’infection
entraine des modifications de la fonction pulmonaire et un élargissement de I’espace aérien,
caractéristiques de I’emphyséme pulmonaire ainsi qu’une accumulation de cellules
inflammatoires. (77) Verra et al. ont étudié 1’ultrastructure ciliaire de 37 patients adultes
présentant une production chronique d’expectorations dans un groupe de 13 fumeurs actifs

(groupe 1), 5 ex-fumeurs (groupe 2), 19 non-fumeurs (groupe 3) et 5 non-fumeurs en bonne
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santé qui constituaient le groupe témoin (groupe 4). Les données cliniques et radiologiques ainsi
que les tests de la fonction respiratoire ont été enregistrés. Le pourcentage d’anomalies
ultrastructurales était plus €¢levé dans le groupe des fumeurs (16,5 +/- 2,7%) et des ex-fumeurs
(17,5 +/- 7%) que chez les non-fumeurs (5,2 +/- 1%) ou que chez les sujets témoins (0,7 +/-
0,2%). Cette étude a permis de démontrer que les fumeurs avaient une altération de la clairance
muco-ciliaire et un déficit en protéines du surfactant pulmonaire, ce qui pourrait favoriser la

colonisation par Pj. (78)

Un modéle primate infecté par le VIH colonisé a Pj a permis de démontrer que la BPCO induite
chez les singes est caractérisée par une augmentation du tissu emphysémateux et du tissu
bronchique. Des niveaux accrus de cytokines issues de la réponse Th2 et de médiateurs pro-
inflammatoires dans le LBA ont coincidés avec la colonisation et un déclin de la fonction
pulmonaire. (79) De plus, des taux élevés de MMP, y compris MMP-2, MMP-8, MMP-9 et
MMP-12 et de HSP-27 ont été confirmés dans les tissus pulmonaires de modéles de rats atteints
de BPCO et de patients atteints de BPCO et sont étroitement corrélés avec le développement
de la BPCO. (80)(81)(82)(83)

Les études cliniques de Caldéron et al., profilant I’environnement des cytokines chez 51
patients atteints de BPCO, ont révélé que la colonisation par Pj (n=28 soit 55%) est associée a
I’expression accrue, par rapport aux patients atteints de BPCO non colonisés, de TNF-a (8,15
vs 3,57 pg/mL), IL-6 (16,95 vs 5,34 pg/mL) et IL-8 (21,26 vs 13,89 pg/mL). (63) De la méme
facon, Fitzpatrick et al. ont inclus 18 patients atteints de BPCO colonisés a Pj (8,5%) dont la
colonisation étaient associ¢e a une augmentation de 1’expression de 4 geénes étroitement liés a
la réponse Th1 tels que celui de ’IFN-y et des 3 ligands de chimiokines de motif C-X-C
(CXCL9, CXCL10 et CXCL11), qui sont des chimio-attractants pour le récepteur apparenté
commun CXCR3, principalement exprimé sur les lymphocytes Thl activés. (84) Morris et al.
ont réalisé une étude portant sur 42 sujets atteints de VIH d’age moyen 46,5 ans recevant une
trithérapie, dont 11 sujets étaient colonisés par Pj (26,2%) sur lavage oro-pharyngé. L’analyse
univariée a démontré que les niveaux de MMP-12 dans les crachats étaient significativement
plus ¢élevés chez les sujets colonisés par Pj que chez les sujets témoins négatifs pour Pj (205,7

pg/mL contre 47,7 pg/mL ; p=0,01). (85)
De nombreuses €tudes se sont intéressées a étudier la fréquence de Pj comme agent colonisateur

des voies respiratoires chez les patients atteints de maladies pulmonaires chroniques et se sont

apercues d’une plus importante prévalence chez les patients souffrant de BPCO. C’est le cas de
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Probst et al. qui ont étudié la prévalence de Pj sur 163 échantillons respiratoires (120 crachats,
23 LBA, 20 aspirations bronchiques) analysés par immunofluorescence et par PCR, appartenant
a 141 syjets immunocompétents, dont 82 souffraient d’'une maladie pulmonaire chronique (37
patients atteints de BPCO, 27 patients de fibrose kystique et 18 autres telles que la fibrose
pulmonaire, sarcoidose et bronchiolite oblitérante). Parmi ces patients, 43 ont recu des
corticoides, principalement ceux atteints de BPCO (n=22). Par la suite, 20 patients ont recu par
la suite un diagnostic définitif de cancer du poumon. Au total, 36 échantillons appartenant a 30
patients ont donné des résultats positifs en PCR contre aucun en immunofluorescence. Les
patients atteints de BPCO et de cancer du poumon avaient les taux de prévalence les plus élevés

(40,5% et 35% respectivement). (86)

Aussi, Xue et al. ont test¢ une méthode de LAMP en temps réel pour détecter la colonisation
par Pj dans des échantillons pulmonaires prélevés sur 403 patients atteints de diverses maladies
pulmonaires (BPCO, exacerbation aiglie de BPCO, exacerbation aigué€ de bronchite chronique,
aspergillose pulmonaire invasive, protéinose alvéolaire pulmonaire et fibrose pulmonaire
idiopathique) en Chine et évaluer 1’association de la colonisation par Pj avec les caractéristiques
cliniques de ces maladies. La colonisation par Pj représentait 69,7% des patients par technique
LAMP contre 40,5% par PCR conventionnelle. Les patients présentant une exacerbation aigué
de la BPCO avaient une prévalence plus élevée de colonisation par rapport aux patients atteints
de BPCO stable (67,4% contre 43,3%, p < 0,05). De plus, la colonisation par Pj a été associée
a une diminution de la fonction pulmonaire et 70% des patients colonisé€s avaient une co-
infection avec d’autres pathogénes, mais ils n’ont pas retrouvé de différence significative de
prévalence de I’infection concomitante entre les patients atteints d’exacerbation de la BPCO et

ceux dont la BPCO ¢était stable. (46)

Morris et al. ont fait un résumé des études faisant état de la prévalence de colonisation par Pj
dans la BPCO. (87) Plus récemment, Vera et al. (2021), ont rassemblé des données issues
d’études européennes informant la prévalence de colonisation par Pj chez les patients atteints

de BPCO varie de 16 4 55%. (3)

Gantois et al. ont évalué la prévalence et les facteurs associés a la colonisation par Pj au cours
de la BPCO sur des lavages oro-pharyngés. Au total, Pj a été détecté chez 11 patients sur 58 au
cours de I’exacerbation (soit 19%) et chez 3 patients sur 28 a I’état stable (soit 10,7%). (88)

Caldéron et al. ont réalisé une étude sur 51 patients atteints de BPCO et ont rapporté que 28
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patients soit 55% étaient colonisés a Pj, aucune autre infection n’a été détectée par culture sur
expectoration et présentaient des niveaux plus élevés de cytokines pro-inflammatoires que les
patients atteints de BPCO sans PCP. Ils ont donc démontré une forte association entre
colonisation par Pj et sévérité de la BPCO, de fagon indépendante des antécédents de tabagisme.

(63)

Dans I’¢tude de Canas et al., la fréquence de colonisation par Pj sur expectorations induites a
¢été documentée a 32,3% (23 patients sur 71) chez des patients d’dge moyen 72 ans atteints de
BPCO. 52% des patients colonisés étaient classés en GOLD IV (Global Health Initiative on
Obstructive Lung Disease) tandis que 46% des patients non colonisés étaient classés en GOLD
IT ce qui suggere que les patients colonisés par Pj avaient une maladie plus grave que les non
colonisés. (89) Afin de renforcer ces données, les rapports de Morris et al. ont indiqué que
36,7% des patients atteints de BPCO tres sévere et seulement 5,3% des fumeurs ayant une
fonction pulmonaire normale et ceux atteints d’une BPCO bénigne (GOLD I, II et III) étaient
colonisés, contrairement a 9% des sujets t¢émoins, confirmant non seulement la prévalence plus
¢levée de colonisation a Pj chez les patients atteints de BPCO mais également 1’association
avec la gravité de la maladie. Les sujets colonisés présentaient une obstruction des voies
respiratoires plus sévere, avec un VEMS médian a 21% contre 62% chez les sujets non

colonisés. (67)

Au méme titre que I’asthme, les données provenant de primates infectés par le VIH indiquent
que de faibles titres d’anticorps anti-KEX1 prédisent une susceptibilité a la colonisation par P;.
Les singes qui présentaient un taux initial d’IgG anti-KEX1 ont maintenu cette réponse tout au
long de I’infection par le VIH et n’ont pas été colonisés par Pj. Ces résultats appuient le concept
selon lequel I'immunité humorale spécifique de Pj établie avant I’immunosuppression est
associée a une résistance améliorée a la colonisation ultérieure par Pj et a I’obstruction
pulmonaire. (90) Par la suite, Morris et al. ont mis en évidence une obstruction plus grave des
voies respiratoires chez 153 patients atteints de BPCO anciens ou fumeurs actifs ayant fumé au
moins 10 paquets années. Au total, 96 patients (62,7%) ont un titre d’anti-KEX1 a Pj détectable
ce qui soutient I’hypothése qu’ils sont plus exposés a la colonisation par Pj. Ils ont confirmé les
données animales par le fait que des titres d’anti-KEX1 faibles ou indétectables étaient un
facteur de risque indépendant de sévere obstruction respiratoire et pourraient augmenter la
sensibilité a la colonisation par Pj. (91) De plus, Rabacal et al. ont renforcé ces hypothéses sur

une étude prospective portant sur des patients infectés par le VIH nouvellement diagnostiqués
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et ont propos¢ le dosage des anti-KEX1 de Pj comme biomarqueur de colonisation et de

prédiction sur le risque d’exacerbation chez les patients colonisés a Pj. (92)

1.4. Sarcoidose pulmonaire

La sarcoidose est une maladie systémique qui touche principalement les personnes agées de 20
a 60 ans dont I’incidence est d’environ 10 pour 100 000 habitants. L’étiologie reste inconnue
malgré la description de la maladie dés le début du XIXéme siecle. L’hypotheése de la
pathogenése soutient une exposition a un environnement (tels que des agents infectieux) ou a
des agents non environnementaux (dérivés de toxiques et de composants chimiques) chez des
individus génétiquement prédisposés. Au niveau physiopathologique, la sarcoidose provoque
I’activation du systéme immunitaire et la formation de granulomes pulmonaires non nécrosants
caractéristiques de la maladie. La découverte de la maladie est souvent fortuite a la radiographie
thoracique révélant une adénopathie et/ou des infiltrats pulmonaires. Le traitement de la
sarcoidose repose sur I’administration prolongée de corticoides a fortes doses, ce qui prédispose

ces patients aux infections opportunistes. (93)

De rares données de la littérature rapportent la présence de Pj chez les patients atteints de
sarcoidose. D’apres 1’étude observationnelle monocentrique ayant inclus 154 cas de PCP
documentés chez des patients non infectés par le VIH de Fillatre et al. en 2015, la PCP chez les
patients atteints de sarcoidose a une incidence de 3 patients pour 100 000 par an. (11) Une autre
étude menée par Vidal et al., comprenant 80 patients ayant nécessité une bronchoscopie avec
prélevement de LBA dans le cadre de leur suivi de la maladie pulmonaire sous-jacente, a

rapporté un taux de colonisation de 18,8% chez les patients atteints de sarcoidose. (94)
Aucune étude ne rapporte de cas d’évolution défavorable en cas de colonisation par Pj chez un

patient atteint de sarcoidose. (66) Un traitement spécifique par TMP/SMX peut étre envisagé si

le terrain sous-jacent est a risque d’évolution défavorable. (95)
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1.5. Maladies pulmonaires interstitielles

Les pneumonies interstitielles diffuses sont un groupe de 7 pathologies pulmonaires aigués ou
chroniques hétérogénes caractérisées par une expansion du compartiment interstitiel a haut
potentiel de fibrose pulmonaire. Certaines sont d’origine idiopathique.

D’apres la classification de 1’ American Thoracic Society et de |’ European Respiratory Society,
le groupe des maladies pulmonaires interstitielles est représenté par : la fibrose pulmonaire
idiopathique, la pneumonie interstitielle non spécifique, la pneumopathie cryptogénique, la
pneumopathie interstitielle desquamative, la bronchiolite respiratoire avec pneumopathie
interstitielle, la pneumopathie interstitielle lymphocytaire et la pneumopathie interstitielle

aigué. (96)

D’apres I’étude de Friaza et al., la colonisation par Pj est fréquente au cours de la maladie
pulmonaire interstitielle (14 sur 40 patients, soit 35%) et peut jouer un role dans la
physiopathologie de la maladie en déclenchant ou en favorisant le développement de formes
aigués par interaction avec les protéines du surfactant. En effet, ils ont identifié¢ une diminution
significative du taux de protéines du surfactant pulmonaire chez les patients colonisés a Pj (406
ng/mg chez les patients colonisés contre 904 ng/mg chez les patients non colonisés a Pj ;
p=0,026). (97) L’étude vue précédemment menée par Vidal et al. a déterminé que 37,8% des
patients asymptomatiques atteints de pneumonie interstitielle idiopathique étaient colonisés a
Pj. (94) Gutiérrez et al. ont retrouvé une incidence de colonisation par Pj de 31,8% sur 69
patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique par PCR et de 5,7% par coloration et

immunofluorescence. Aucun des patients n’était symptomatique au moment de I’étude. (98)

L’¢étude espagnole de Martinez-Risquez et al. a soutenu I’hypothéese selon laquelle Pj joue un
role dans ’exacerbation de la maladie interstitielle chronique. En effet, 4 patients de 1’é¢tude
détectés positifs a Pj par PCR sur LBA, ont présenté une insuffisance respiratoire sévere sans
hypercapnie ayant nécessité 1’admission en unité de soins intensifs et la mise en place d’une
ventilation mécanique. Deux d’entre eux ont regu un traitement par TMP/SMX mais un seul
patient a survécu. Les changements biologiques et histologiques qui se produisent au cours de
I’infection a Pj ressemblent a ceux de 1’exacerbation de la pneumonie interstitielle. Les auteurs

ont suggéré, sur la base de ces considérations, que Pj pourrait ainsi jouer un réle dans la
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physiopathologie de la pneumopathie interstitielle en déclenchant ou favorisant I’évolution vers

la forme aigué. (99)

1.6. Carcinomes broncho-pulmonaires

Le cancer broncho-pulmonaire (CBC) est la cause la plus fréquente de décés par cancer dans le
monde, bien que le taux de survie se soit amélioré grace a 1’arrivée de nouvelles thérapies
ciblées.
On retrouve 4 formes de CBC dont deux grands groupes aux caractéristiques biologiques
distinctes :
e Les carcinomes non a petites cellules : cancer épidermoide, adénocarcinome, carcinome
a grandes cellules,

e Les carcinomes a petites cellules.

Le tabagisme n’est pas le seul facteur de risque de cancer et la carcinogenése pulmonaire est
complexe. Le role des agents infectieux dans le développement des cancers humains a
récemment été démontré. Pisani et al. ont estimé que 15,6% des cancers ont une origine

infectieuse. (100)(101)

Il est largement admis que I’immunosuppression systémique occasionnée par les lourdes
thérapies anticancéreuses cytotoxiques ainsi que les 1ésions tissulaires dues a la radiothérapie
rendent les patients atteints de CBC susceptibles a la PCP et donc favoriser la colonisation a Pj.
Tandis que I’induction de I’inflammation pulmonaire et les altérations alvéolaires diffuses
causées par la présence chronique de Pj dans les voies respiratoires pourraient étre impliquées

dans le développement de la maladie pulmonaire néoplasique. (100)

L’incidence de la PCP chez les patients atteints de CBC est de 2,6 cas pour 100 000 personnes
par an d’apres 1’étude de MacAleese et al. (102) Celle-ci porte sur 683 patients atteints de CBC
(dont 6 patients ayant une PCP avérée et 8 patients ayant une PCP possible) et rapporte qu’il
existe un risque cliniquement significatif de développer une PCP lors de 1’administration
prolongée de stéroides a forte dose. Le risque est d’autant plus élevé chez les patients traités

par vincristine et cyclophosphamide et moindre pour les traitements par platine. (102) Une
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enquéte rétrospective menée par Msaad et al. sur 150 patients atteints de CBC recevant une
chimiothérapie et/ou radiothérapie pendant un an, a trouvé une faible incidence de PCP clinique
(moins de 1%). (103) Dans 1’étude de Mori et al., 11 des 54 échantillons respiratoires (50
expectorations induites et 4 LBA) étaient positifs en PCR chez 50 patients présentant des
symptomes respiratoires aigus. L’incidence de Pj en tant que colonisateur des voies
respiratoires était significativement plus élevée chez les patients atteints de CBC (n=29) que
dans le groupe des tumeurs solides (n=21) (31% versus 5% respectivement). A la suite de ces
résultats positifs en PCR, tous les patients ont bénéficié d’un traitement spécifique et aucun n’a

développé de PCP. (104)

La prophylaxie n’est pas systématique pour les patients atteints de cancer du poumon, méme
pour ceux recevant une corticothérapie prolongée a forte dose mais semblerait envisageable au
vu des risques d’évolution clinique. (56) Sepkowitz et al. recommandent la mise en place d’une
prophylaxie pour les patients recevant des corticostéroides systémiques prolongés (prednisone
ou équivalent d’au moins 20mg par jour pendant plus de 4 semaines) et ces recommandations
ont été validées par 1I’American Thoracic Society. (34)(103) D’aprées Fillatre et al., I’incidence
de la PCP chez les patients atteints de CBC est inférieure a 25 cas pour 100 000 patients par an

ce qui ne nécessite pas de mise en place prophylaxie. (11)

Kang et al. ont cherché a savoir si la colonisation microbienne identifiée dans une
bronchoscopie initiale chez les patients atteints d’un CBC pouvait prédire le développement
d’une pneumonie apres traitement par chimiothérapie. Au total leur étude porte sur 206 patients
atteints de CBC, mais aucun patient n’avait de détection positive de Pj lors de 1’évaluation
initiale. Apres chimiothérapie, 12 parmi les 47 patients ayant développé une pneumonie ont une
PCR Pj positive sur LBA, ce qui sous-entend qu’il n’y a pas de corrélation entre I’organisme
initialement isolé et celui retrouvé lors de la pneumonie. (105) Togashi et al. ont également
cherché a déterminé si la colonisation a Pj chez les patients atteints d’'un CBC avancé pouvait
conduire au développement d’une PCP. Ils ont analysé des échantillons de lavage buccal et
évalué rétrospectivement les patients atteints de PCP en analysant leurs coupes de tissus
pulmonaires obtenues a la suite du diagnostic de CBC. Aucun des 4 patients ayant développé
une PCP au cours d’un CBC de stade avancé, ni aucun des 47 patients de 1’étude, n’était

colonisé par Pj avant le diagnostic de CBC. (106)

- 64 -



1.7. Transplantation pulmonaire

La PCP est un probléme clinique courant dans le cadre de la transplantation d’organes chez les
patients recevant un traitement immunosuppresseur pour prévenir le rejet de greffe. Les
receveurs de greffe cceur-poumon et poumon sont particuliérement exposés aux infections
pulmonaires en raison de I’immunosuppression systémique plus intensive et du fait que les
mécanismes de défense dans le poumon transplanté peuvent étre altérés par 1I’incompatibilité
tissulaire et les effets de la chirurgie.

En 1999, I’incidence était de ’ordre de 15 a 43% chez les patients transplantés pulmonaires et
jusqu’a 88% en I’absence de prophylaxie. Dans 1’étude de Kramer et al., un quart des patients
receveurs de greffe pulmonaire n’ayant pas recu de prophylaxie anti-Pj ont développé une

forme clinique de PCP comparativement a aucun patient ayant re¢u du TMP/SMX. (107)

L’étude rétrospective de Delbove et al. rapporte un taux d’incidence annuel de PCP de 2,7 pour
1000 patients par an en France dans la population transplantée pulmonaire. Au moment de la
PCP, 65% des patients des 47 patients inclus n’étaient pas sous prophylaxie et 55% des patients
ont par la suite ét¢ hospitalisés en soins intensifs pour défaillance d’organe. La mortalité était
de ’ordre de 15% a 28 jours et 23% a 90 jours post-transplantation pulmonaire, mais n’était
pas liée a la prophylaxie primaire au moment du diagnostic, la corticothérapie et les molécules
immunosuppressives. Elle était associée a une diminution du VEMS, un traitement par
évérolimus, a une co-infection a Pseudomonas aeruginosa ou fongique (Aspergillus sp.). Fait
intéressant, un patient de leur cohorte a développé une PCP au 7°™ jour post-transplantation
pulmonaire, ce qui laisse supposer d’une colonisation préalable, et plaide en faveur d’une

prophylaxie précoce. (108)

La prophylaxie précoce semble réduire considérablement le risque de PCP au cours de la
premicre année de transplantation et est recommandée a vie pour les receveurs de greffe

pulmonaire d’apres les directives de I’ American Society of Transplantation.
Hosseini et al. ont réalisé une étude multicentrique comprenant 8 centres de transplantation et

ont recruté 53 cas de PCP et 209 témoins, dont 5 cas de transplantation pulmonaire. La PCP est

survenue au-dela de 12 mois apres toute transplantation dans 81% des cas dont 64% ont des
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patients ont nécessité une admission en unité de soins intensifs et 52,8% ont eu une ventilation
mécanique. L’échec de greffe est survenu dans 37,6% des cas et 27% patients sont décédés. La
PCP survenait principalement chez les patients co-infectés par le cytomégalovirus (CMV) ou
ayant subi un rejet de greffe et est d’ailleurs associée a une perte importante de greffon. Tous
les patients ont recu un traitement par TMP/SMX et 20 patients au total ont fait un rejet aigu de
grefte (38%) mais le rejet de greffe ne concernait pas les patients transplantés pulmonaires. Le
rejet de greffe a la suite a la PCP est dii a de multiples facteurs contributifs tels que des 1ésions
organiques, un traitement néphrotoxique, une réduction de I’immunosuppression et des effets
indésirables du TMP/SMX. Plus de 25% des patients atteints de PCP post-transplantation sont

décédés dans les suites. (109)

Faul et al. ont rapporté¢ la possibilit¢ d’infections pulmonaires asymptomatiques a Pj
récidivantes sous prophylaxie. En effet, une infection a Pj a été diagnostiquée 2 fois chez un
patient transplanté cceur-poumon depuis 15 ans, en 1995 et en 1998 sur LBA malgré la poursuite
de la prophylaxie orale par TMP/SMX et en I’absence de lymphopénie, de détérioration de la

fonction pulmonaire et d’hypoxémie. (110)
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II. Analyse épidémiologique de Pneumocystis jirovecii a

I’AP-HM de 2014 a 2021

2.1. Objectifs

L’objectif principal de cette analyse épidémiologique rétrospective est de décrire les
caractéristiques des patients atteints de maladie pulmonaire chronique positifs a Pj dans les
prélévements pulmonaires.

Un cas positif a été défini comme un résultat de PCR Pj positif provenant d’un échantillon des
voies respiratoires, comprenant : écouvillons de gorge, écouvillons et aspirations naso-

pharyngés, crachats, aspirations bronchiques et LBA.

Deux groupes ont été créés :
e Patients ayant une colonisation des voies respiratoires a Pj en I’absence d’arguments
cliniques et radiologiques en faveur d’une infection ;

e Patients ayant une infection pulmonaire a Pj.

La distinction entre PCP et colonisation pulmonaire par Pj ne s’est pas faite sur la seule base
des résultats de PCR. L’ensemble du dossier médical du patient a pu étre consulté sur le logiciel

aXigate®.

Le statut de colonisation a ¢t¢ défini par :
o Présence d’une PCR Pj positive sur prélévement respiratoire,
o Absence de critéres cliniques, biologiques et radiologiques en faveur d’une PCP,

o Absence de traitement spécifique anti-Pj (TMP/SMX).
La classification en statut d’infection a été s’est basée essentiellement sur la conclusion du

staff médical dans le dossier du patient sur les arguments suivants :

o Cliniques : présence de symptomes respiratoires et/ou de fiévre,
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o Radiologiques : présence d’images en verre dépoli, de syndrome interstitiel
bilatéral,

o Biologiques : ¢lévation des LDH ; diminution de la pression artérielle en
oxygene,

o Mise en route d’un traitement spécifique par TMP/SMX.

Les échantillons pulmonaires provenaient soit d’un diagnostic dans le cadre de I’investigation
de symptomes pulmonaires ou de la fievre, soit d’un bilan de routine lors du suivi de la
pathologie pulmonaire sous-jacente. Les informations médicalement pertinentes suivantes ont
ét¢ compilées a 1’aide du logiciel aXigate® : informations démographiques générales,
pathologies sous-jacentes (pulmonaires et non pulmonaires), présentation clinique et
radiologique, co-infections microbiologiques, statut VIH et traitement par TMP/SMX.

L’ensemble de ces données ont été¢ anonymisées dans les annexes 1 et 2.

La mortalité liée a Pj a été définie comme la survenue du déces dans les 60 jours suivants la
détection de Pj au niveau respiratoire et la présence de symptomes évocateurs de PCP avec ou

sans traitement spécifique par TMP/SMX.

L’objectif secondaire est de décrire les caractéristiques des patients dont la détection de Pj était
simultanément associée a une exacerbation de leur maladie pulmonaire chronique sous-jacente,
d’apres les données du dossier médical. Pour cela 2 sous-groupes de la catégorie des patients
avec colonisation ou avec infection ont été créés :

o Patients sans exacerbation,

o Patients avec exacerbation de la maladie pulmonaire chronique.

Le statut d’exacerbation de la maladie respiratoire a été défini sur la base des critéres de Fuchs

et al. rassemblés dans les annexes 3 et 4. (59) (partie IT 1.2.)
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Lieu de ’étude

Le site de 1’analyse épidémiologique est I’hdpital universitaire de la Timone & Marseille. Les
patients ont été pris en charge dans différents services tels que pédiatrie, réanimation,
pneumologie, urgences vitales et oncologie. L’analyse épidémiologique a été réalisée entre le
1" janvier 2014 et le 20 décembre 2021 sur une cohorte incluant adultes et enfants de moins de

18 ans.

2.2.2. Critéres de 1’étude

Les critéres de non-inclusion sont les suivants :
e PCR Pjnégative

¢ Demandes extérieures a I’AP-HM (absence de données clinico-radiologiques)

Les criteres d’inclusion de 1’étude sont les suivants :
e Enfant (0 a 18 ans) ; adulte (18 ans et plus) et,
e Maladie pulmonaire chronique : asthme, BPCO, sarcoidose pulmonaire, carcinome
broncho-pulmonaire, greffe pulmonaire, insuffisance respiratoire chronique, fibrose

pulmonaire, dysplasie broncho-pulmonaire, maladie des membranes hyalines.

Afin d’étudier les caractéristiques des patients avec maladies pulmonaire et détection de Pj et
de relier ’effet de Pj a 1‘exacerbation ou non de la maladie pulmonaire, nous avons exclu les

patients présentant d’autres pathologies connues pour étre associées a un risque accru de PCP.

Les critéres d’exclusion sont les suivants : patients présentant une ou des autres pathologies
associées connues comme facteurs de risques de pneumocystose :

o Cancers solides et hématologiques

o Greffe d’organes solides (rein, cceur, foie) et de moelle osseuse

o Mucoviscidose non greffé pulmonaire

o Nodules pulmonaires, abces pulmonaires
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o Maladie auto-immune systémique
o Tuberculose

o VIH

o Déficit immunitaire

o Cardiopathie

o Maladie héréditaire

o Hépatopathie, néphropathie, hémopathie non maligne

2.2.3. Traitement en laboratoire

L’ADN de Pj a été extrait des échantillons respiratoires a I’aide de la technologie NucliSens™
EasyMAG ™ (Biomérieux, Marcy-L’étoile, France).

Laréaction de PCR a été réalisée a I’aide du 480 Probes Master kit (Roche Diagnostics, Meylan,
France). L’amplification par PCR a ciblé le géne de I’ARN ribosomique de la grande sous-unité
mitochondriale a I’aide de 1’amorce directe pAZ102-H
(5’-GTGTACGTTGCAAAAGTACTC-3’), de I'amorce inverse pAZ102-E
(5’-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3’) et d'une sonde d’hydrolyse de type TagMAn
(6FAM-TCTGGGCTGTTTCCCTTTCGACT) sur I’automate LC480 ROCHE.

Un résultat de cycle supérieur a 40 est considéré comme négatif et inférieur a 40 comme positif.
Tout résultat positif a été contr6lé. Un témoin négatif (eau), un témoin positif (ADN
plasmidique) contenant la séquence cible et des témoins d'extraction (geéne de 1'albumine) ont

¢été inclus dans chaque essai.

2.3. Résultats

2.3.1. Dans la population globale (N=284)

Durant la période de 2014 a 2021, 335 patients ont eu au moins une PCR positive a Pj sur
¢chantillon respiratoire, soit un taux de positivité équivalent a 5,2% des demandes de recherche
de Pj a ’'IHU dont 284 provenaient de patients hospitalisés a I’AP-HM.

L’age moyen des 284 patients est de 54 ans (tranche d’age : 2 mois - 96 ans) dont la répartition

selon les tranches d’ages est représentée dans la figure suivante (figure 20).
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Figure 20 : Répartition des 284 patients positifs a Pneumocystis jirovecii selon leur tranche

d’dage (étude AP-HM de 2014-2021)

Le sexe ratio Homme/Femme (H/F) est de 1,8 et la mortalité est de 31,7% soit 90 patients avec
une majorité de patients de sexe masculin : 29 femmes et 61 hommes. Le délai de mortalité

apres détection de Pj est de 1 a 52 jours.

O Décés QO Positifs

Hommes

Femmes

Figure 21 : Répartition des patients positifs a Pneumocystis jirovecii et décédés en fonction

du sexe
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Concernant les maladies sous-jacentes retrouvées chez ces patients Pj positifs, les maladies
respiratoires chroniques, les cancers et les greffes représentent les 3 pathologies les plus
fréquentes. Nous allons spécifiquement nous intéresser a la catégorie des maladies respiratoires

chroniques par la suite.

PATHOLOGIES (au moment du test) n

Maladies respiratoires chroniques 85
Hémopathies 53
Greffes d’organes solides / moelle 44
Cancers solides 33
Maladies auto-immunes 33
Patients atteints par le VIH 30
Cardiopathies 15
Déficits immunitaires 10
Hépatopathies 5
Néphropathies 4
Tuberculose 4
Maladies génétiques 3
Non renseignée 3

Tableau 4 : Répartition de |’ensemble des pathologies sous-jacentes des 284 patients ayant

une PCR Pneumocystis jirovecii positive

2.3.2. Dans la population adulte atteinte de maladie respiratoire chronique

(n=45)

Parmi les 284 patients de I’AP-HM ayant eu au moins une PCR Pj positive, 85 patients adultes
ont une maladie pulmonaire chronique sous-jacente. Les patients ayant une maladie pulmonaire
chronique et d’autres pathologies fréquemment associées a Pj ont été exclus (voir criteres de
I’é¢tude 2.2.2) : il reste donc 45 patients adultes ayant une PCR Pj positive et une maladie

respiratoire chronique (annexe 1). Le sexe ratio H/F est de : 2,2 (31 hommes ; 14 femmes).
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Les maladies pulmonaires les plus fréquemment représentées sont le carcinome broncho-

pulmonaire (33%), la greffe pulmonaire (24%) et la sarcoidose (20%).

Asthme
5%

Fibrose pulmonaire
9%

Carcinome broncho-
pulmonaire

BPCO 33%

9%

Sarcoidose
20%

Greffe pulmonaire
24%

Figure 22 : Pathologies pulmonaires chez les patients adultes ayant une PCR Pneumocystis

Jirovecii positive

Parmi les patients greffés pulmonaires, 5 patients ont ét¢ greffés pour BPCO, 4 patients pour
mucoviscidose, 1 patient pour fibrose pulmonaire et 1 patient pour histiocytose

langheransienne.

La mortalité globale est de 26,6%. Parmi les patients décédés, 63,6% ont recu un traitement

spécifique par TMP/SMX.
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2.3.2.1. Patients adultes pour lesquels la détection de Pj a été considérée

comme une colonisation des voies respiratoires (n=26)

Les maladies pulmonaires les plus fréquemment retrouvées chez les patients colonisés sont :
sarcoidose pulmonaire (34%), carcinome broncho-pulmonaire (27%) et greffe pulmonaire

(19%).

Fibrose pulmonaire

BPCO
8%

4%

Asthme

Sarcoidose pulmonaire
34%

Greffe pulmonaire
19%

Carcinome broncho-

pulmonaire
27%

Figure 23 : Ensemble des pathologies pulmonaires des 26 patients colonisés a Pneumocystis
Jirovecii
Dans le groupe des patients colonisés a Pj, on retrouve 2 sous-groupes :

e 15 patients stables (57,7%) sur le plan respiratoire (sans exacerbation),

e 11 patients (42,3%) présentant une exacerbation de leur maladie pulmonaire chronique.

Parmi les 15 patients n’ayant pas eu d’épisode d’exacerbation de leur pathologie pulmonaire :
12 patients ont été testés dans le cadre d’un bilan de routine de la pathologie pulmonaire et 3
patients dans le cadre d’un bilan étiologique de complications non liées a la pathologie
pulmonaire (accident vasculaire cérébral, insuffisance rénale aigu€ et hyperéosinophilie).

Aucun déceés n’a été rapporté dans ce groupe.

Parmi les 11 patients ayant présenté une exacerbation, aucun n’a regu de traitement spécifique.

Pour autant, ces patients ont eu un score supérieur ou égal a 4 sur 12 des critéres de Fuchs et al.
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ce qui permet de les considérer dans le groupe « avec exacerbation » (annexe 3). Ces patients
ont présenté¢ une détresse respiratoire aigué sur carcinome broncho-pulmonaire (n=5), greffe
pulmonaire pour mucoviscidose (n=2), BPCO (n=2), asthme (n=1) et dilatation des bronches
(n=1). La mortalité dans le groupe des patients colonisés a Pj ayant présenté une exacerbation

est de 36,4%.

En termes de co-infections respiratoires, 90% des patients ayant exacerb¢é avaient une co-
infection respiratoire contre 46,6% des patients n’ayant pas exacerbé. Sur les 26 patients
colonisés, il s’agissait de virus (n=11), de bactéries (n=19), et de champignon (n=2). Parmi les
virus, 19,2% des patients colonisés étaient co-infectés par le CMV et 4 patients sur 5 ont

présenté une exacerbation.

2.3.2.2. Patients adultes pour lesquels la détection de Pj a é¢té considérée

comme une infection pulmonaire (n=19)

La cohorte des patients atteints de PCP sur maladie pulmonaire chronique comporte 19 patients
dont 16 (84,2%) ont présenté une exacerbation, ce qui représente le double des patients
colonisés (42,3%). Les principales manifestations cliniques, selon le score de Fuchs et al.
¢taient : fievre, difficulté respiratoire avec dyspnée accrue, douleur thoracique et modifications
radiologiques en faveur d’une infection. Les pathologies pulmonaires sous-jacentes des patients
¢taient :

o Carcinome broncho-pulmonaire : n=6 ; 37,5%

o Greffe pulmonaire n=5 ; 31,3%

o Fibrose pulmonaire : n=3 ; 18,8%

o BPCO:n=2:;12,5%

Parmi les 16 patients qui ont présenté une exacerbation, 13 ont eu un syndrome de détresse
respiratoire aigué€ au cours de 1’exacerbation. La mortalité est de 43,8% (7 patients sur 16) dont
6 sont décédés dans les suites de 1’exacerbation a Pj et ce malgré le traitement spécifique
TMP/SMX. 37,5% des patients étaient co-infectés au niveau respiratoire : virus (n=6) dont 4

patients CMV positif, bactéries (n=4) et champignons (n=4).
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Seuls 3 patients (15,8%) n’ont pas eu d’exacerbation mais ont présenté des symptomes
respiratoires 1égers (moins de 4 critéres sur 12). Aucun de ces patients n’est décédé. Un seul

patient (greffé pulmonaire) était co-infecté au niveau respiratoire par le CMV au moment du

test.
PNN (G/L) Lymphocytes LDH PO,
(moyenne) (G/L) (UI/L) (mmHg)
(moyenne) (moyenne) (moyenne)
Colonisation Sans 2,6-7 (6,65) 0,33-3,5(1,5) 162-777* NR
exacerbation (368)
n=26 n=15
Avec 0,83-16 0,17-3,4(1,5)  147-570 72-161
exacerbation (6,5) (300) (110)
n=11
Infection Sans 4,6-12 (6,8) 0,8-1,2 (1) 269-311 60
exacerbation (290)
n=19 n=3
Avec 2-14,5 (7) 0,08-5 (1,5) 151-2139 55-144 (88)
exacerbation (428)
n=16

Tableau 5 : Données biologiques (valeurs minimales, maximales et moyennes) des taux de
PNN, lymphocytes, LDH et PO sanguins chez les patients adultes colonisés et infectés a

Pneumocystis jirovecii, avec et sans exacerbation

(NR : non renseigné ; * ictere cholestatique chez greffé pulmonaire ; G/L : Giga par litre ;

mmHg : millimétre de mercure ; UI/L : unités internationales par litre)
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2.3.3. Dans la population pédiatrique atteinte de maladie respiratoire

chronique (n=10)

Parmi les 284 patients de I’AP-HM ayant eu au moins une PCR Pj positive, 10 patients agés de

moins de 18 ans ont une maladie pulmonaire chronique (annexe 2).

L’age moyen est de 9,7 mois (2 mois - 3 ans) et le sexe ratio H/F de 1. La mortalité est de 10%

(soit 1 enfant).

2.3.3.1. Patients pédiatriques pour lesquels la détection de Pj a été

considérée comme une colonisation des voies respiratoires (n=6)

L’age moyen des enfants colonisés a Pj est de 6 mois. Le motif de détection de Pj le plus
fréquent est 1i¢ au suivi de la maladie pulmonaire :

o Maladie des membranes hyalines (n=2),

o Bronchiolite (n=2),

o Recherche de malformation dans le cadre d’un antécédent d’asthme viro-induit

(aucun renseignement disponible dans le dossier) (n=1),

o Encombrements réguliers (n=1).
Aucun enfant colonisé a Pj n’a présenté d’épisode d’exacerbation de sa pathologie pulmonaire
sous-jacente et n’a été trait¢ par TMP/SMX pour la détection de Pj. 3 enfants sur 6 étaient co-

infectés au niveau respiratoire (soit 50%) par des virus (n=2) et bactéries (n=3).

2.3.3.2. Patients pédiatriques pour lesquels la détection de Pj a été

considérée comme une infection pulmonaire (n=4)

Tous les enfants du groupe PCP ont présenté des signes d’infection pulmonaire et ont exacerbé
leur pathologie pulmonaire sous-jacente :

o Maladie des membranes hyalines sur prématurité (n=3),

o Asthme persistant (n=1).
Trois enfants sur 4 ont regu un traitement spécifique par TMP/SMX. Un enfant est décédé d’un

arrét cardiorespiratoire a I’arrivée aux urgences, dont la détection de Pj a été réalisée en post-
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mortem sur biopsie pulmonaire. De plus, 3 enfants sur 4 (soit 75%) étaient co-infectés au niveau

respiratoire lors de I’exacerbation : virus (n=5), bactéries (n=3).

PNN (G/L) Lymphocytes LDH PO;
(moyenne) (G/L) (UI/L) (mmHg)
(moyenne) (moyenne) (moyenne)
Colonisation Sans 2,2-2,54 1,7-13 (7,4) NR NR
n=6 exacerbation (2,4)
Infection Avec 1,7-5,5 (3,6) 5,2-6,1 (5,6) 382 NR

n=4 exacerbation
Tableau 6 : Données biologiques (valeurs minimales, maximales et moyennes) des taux de

PNN, lymphocytes, LDH et PO2 sanguins chez les patients enfants colonisés et infectés a

Pneumocystis jirovecii, avec et sans exacerbation
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PARTIE III : Protocole de recherche clinique

I. Introduction

Cette troisieme partie consiste en la description de la mise en place d’un protocole de recherche
clinique entre le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du Professeur Stéphane RANQUE a
I’THU Méditerranée Infection et le service de Pneumologie de 1’hopital de Nord du Professeur

Pascal CHANEZ.

La réalisation de 1’étude est supervisée par le docteur Coralie L’OLLIVIER, Maitre de

Conférence Hospitalo-Universitaire au laboratoire de Parasitologie-Mycologie.

Cette démarche consiste @ mettre en place un protocole de recherche impliquant la personne
humaine de type 3. C’est une étude prospective, transversale, monocentrique exploratoire,
observationnelle, descriptive et comparative.

La détection de Pj rapide, précoce et non invasif dans la prise en charge systématique des
patients atteints de maladie pulmonaire chronique viserait a prédire la détérioration ou la

décompensation de la maladie pulmonaire sous-jacente.

L’¢étude repose sur la combinaison d’une RT-PCR pour Pj sur Dental Rolls et le dosage sérique

du (1—-3)B-D-glucane chez les patients atteints de maladies pulmonaires chroniques.

II. Objectifs

L’objectif primaire de ce protocole est de relier la présence de Pj dans les voies respiratoires
des patients présentant une évolution défavorable ou une décompensation de leur pathologie

pulmonaire chronique sous-jacente.
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Les objectifs secondaires sont les suivants :
1) Valider un test de PCR quantitative en temps réel sur Dental Rolls salivaire pour la
détection de Pj,
2) Comparer ce test au dosage du BDG sérique qui permet de détecter les infections et le

portage asymptomatique.

ITI. Hypotheses

L’hypothese est que la détection de Pj dans les voies respiratoires est associée a 1’évolution
défavorable ou a la décompensation de la maladie pulmonaire chronique. Le dépistage
systématique de Pj lors d’une consultation de suivi de ces patients permettrait de les suivre sur
plusieurs mois et de monitorer leur fonction respiratoire, le cas échéant, une détérioration de
celle-ci. Le dépistage sera réalis¢ a ’aide des techniques de routine du laboratoire de
Parasitologie de I'THU (PCR sur échantillon respiratoire et microscopie par fluorescence) et
seront réalisés en plus le dosage du BDG sérique et la PCR salivaire qui seront prélevés lors de

la consultation.

IV. Matériels et méthodes

4.1. PCR salivaire sur Dental roll

L’échantillonnage oral peut étre particulierement utile pour les patients ne pouvant pas subir
des procédures plus invasives comme la fibroscopie bronchique avec LBA.

L’utilisation de ringages oraux pour la détection d’ADN de Pj par PCR a été étudiée par Larsen
et al., en particulier chez les patients infectés par le VIH ou immunodéprimés par d’autres
conditions. Sur 108 patients VIH présentant des symptomes de PCP, 82% ont été¢ confirmés
comme ayant une PCP par microscopie directe sur échantillon de LBA. Des échantillons de
lavage oro-pharyngés, obtenus par lavage gargarisant avec 10 mL de solution saline stérile

pendant 60 secondes, ont été obtenus et la sensibilité a été¢ de 88% avec une spécificité de 85%
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par rapport a la microscopie directe sur LBA. (111) De plus, Gotteris et al. ont examiné 36
patients immunodéprimés avec une PCP cliniquement suspectée, dont 15 patients ont été
diagnostiqués et traités pour PCP. Ils ont recueilli des échantillons de lavage oro-pharyngé par
gargarisme de 30 secondes et la PCR a révélé une sensibilité de 100% et une spécificité de
85,7%. Les résultats sont encourageants pour 1’utilisation d’échantillons oraux pour le
diagnostic de PCP dans les situations ou les échantillons de LBA ne sont pas facilement

disponibles. (112)

Le Dental Rolls est un rouleau salivaire en coton tres absorbant, facile a utiliser, rapide, auto-
réalisable et adapté aux adultes et aux enfants. Des études ont été réalisées avec succes dans le
diagnostic du Sars-CoV2 (non publi¢e) grace a ce dispositif maché pendant 30 secondes

permettant de récupérer un assez large volume de salive.

Figure 24 : Dental Roll

4.2. Dosage du BDG sérique

Toute autre infection exclue, le dosage du BDG sérique présente une excellente sensibilité dans

le diagnostic de la PCP (94% chez les patients VIH et 86% chez les non-VIH). (47)

Ce test repose sur une prise de sang et est considéré comme un élément complémentaire du
diagnostic de PCP dans les recommandations EORTC sur les infections fongiques invasives. Il
a donc un intérét de screening en particulier dans les situations ou une maladie grave empéche

un diagnostic par procédures invasives. (35)
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V. Résultats attendus

Les données obtenues permettront de relier la présence respiratoire de Pj comme facteur de

risque de détérioration ou de décompensation de la maladie pulmonaire chronique sous-jacente.

L’assemblage des données quantitatives de PCR salivaire et de BDG sérique permettra de
classer les patients selon 2 statuts : colonisation ou infection. Des examens complémentaires
tels qu'une fibroscopie et LBA ou de I’imagerie pourront étre pratiqués a I’initiative du clinicien
en cas de potentiel risque afin de limiter I’exacerbation induite par le portage de Pj. Le
diagnostic propos¢ systématiquement en consultation de suivi en Pneumologie, offrira une prise

en charge précoce et adaptée au patient.
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Discussion

Pj est un agent pathogeéne opportuniste omniprésent dans la population, appartenant au régne
des champignons. La primo-infection a lieu le plus souvent lors de la petite enfance, car jusqu’a
95% des enfants de moins de 4 ans ont des anticorps spécifiques contre Pj. (18) L’exposition
chez I’individu sain passe le plus souvent inapercue mais peut se manifester par une maladie
pulmonaire grave chez les individus immunodéprimés. La PCP est une cause majeure de
morbidité et de mortalité chez les patients gravement immunodéprimés notamment par le VIH,
dont I’infection définie le stade de SIDA. Depuis I'introduction de nouvelles thérapeutiques
cytotoxiques, telles que les chimiothérapies, les radiothérapies et les biothérapies, 1’incidence
des cas de PCP dans la population immunodéprimée non-VIH est en constante augmentation et

le pronostic est bien souvent plus sombre. (2)

Face a I’incidence des cas de PCP ou de simple colonisation chez les patients atteints de
maladies pulmonaires chroniques, notre travail a ét¢ dans un premier temps de retracer I’histoire
de Pj afin de mieux comprendre la physiopathologie et les mécanismes immunologiques
engendrés dans les voies respiratoires. Les données de la littérature sur Pj sont en grande partie
issues d’études réalisées chez I’animal. En effet, les connaissances actuelles et le diagnostic
sont entravés par I’impossibilité de cultiver le pathogene in vitro et la positivité inconstante en
microscopie, notamment du fait de faibles charges fongiques pulmonaires chez les patients non-
VIH. La physiopathologie de I’infection a Pj est complexe, il est largement admis que les
constituants de la paroi de Pj font intervenir des mécanismes de I’immunité cellulaire humorale
et adaptative de I’hote a 1’origine d’une réaction inflammatoire excessive permettant la

clairance du pathogene.

Le diagnostic de PCP repose sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques et
biologiques. Les nouvelles techniques ultrasensibles de PCR en temps réel ainsi que le dosage
du BDG sérique permettent de détecter Pj au stade de la colonisation des voies respiratoires.
Cette colonisation est définie par la détection positive de Pj par les techniques précédemment
citées, en I’absence de signes cliniques ou radiologiques évoquant une infection. Les individus
immunocompétents sont susceptibles d’héberger le pathogene au niveau pulmonaire car celui-

ci est capable de développer des stratégies efficaces pour échapper au systéme immunitaire,
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notamment via des modifications de ses glycoprotéines de surface et une altération de la qualité
du surfactant pulmonaire. L’exposition a Pj, a plus ou moins long terme, peut causer des
troubles immunologiques a 1’origine d’une inflammation pulmonaire susceptible de mimer
voire de contribuer au développement ou a la détérioration d’une maladie pulmonaire

chronique.

Les données de la littérature révelent que la colonisation des voies respiratoires a Pj est un
phénomene non négligeable observé chez les patients atteints de maladie pulmonaire chronique
sous-jacente (6 a 40% selon les études) dont le risque majeur, lié¢ a I’inflammation excessive,
est la détérioration de 1’architecture pulmonaire. La prévalence de la colonisation a Pj différe
selon la pathologie respiratoire sous-jacente. Les patients atteints de BPCO sont les plus
exposés avec une fréquence allant de 16 a 55% selon les études (3), suivis par les patients
atteints de maladies interstitielles (37,8%), les patients asthmatiques (20%) et les patients
atteints de sarcoidose (19%). (72) (94)

En effet, Pj favorise plusieurs caractéristiques pathologiques liées a 1’asthme telles que
I’augmentation de I’inflammation Th2, de la production de mucus, le remodelage des voies
respiratoires et le recrutement des éosinophiles. (92) Pj joue un role a la fois dans la
physiopathologie et dans 1’exacerbation de 1’asthme et ’utilisation du traitement spécifique
anti-Pj (TMP/SMX) montre une amélioration de la fonction pulmonaire et une réduction du
taux d’exacerbation dans 1’asthme. (69)(113)

Concernant la BPCO, Pj est responsable d’une majoration d’infiltrats interstitiels de cellules
inflammatoires, d’hyperplasie diffuse, d’cedéme interstitiel ainsi que d’une augmentation des
taux de MMP et d’HSP-27 sériques et pulmonaires. L’ensemble de ces découvertes soutiennent
la théorie selon laquelle la colonisation par Pj est impliquée dans 1’hypothése du « cercle
vicieux » de la BPCO qui perpétue une réponse inflammatoire et le remodelage pulmonaire.
Elle est associée a une grave obstruction des voies respiratoires, indépendamment du tabagisme
mais est plus fréquente chez les fumeurs et les patients atteints de BPCO sévere. La présence
de Pj dans les poumons, méme a de faibles niveaux, produit des modifications inflammatoires
similaires a celles observées dans la BPCO. (87) Pj est susceptible d’étre un spectateur innocent
et peut contribuer a la pathogenese et a 1I’évolution de la maladie par la régulation a la hausse

des ligands des chimiokines et des lymphocytes Th1 contribuant a la progression de la BPCO.

L’exacerbation correspond a 1’accentuation des symptomes de la maladie pulmonaire et se

manifeste le plus souvent par une difficulté respiratoire avec dyspnée accrue, toux et fievre,
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associées a des images radiographiques en faveur d’une infection pulmonaire. La survenue est
fréquemment brutale pouvant se traduire par un syndrome de détresse respiratoire aigué fébrile
et peut nécessiter une prise en charge en réanimation (dans 35% des cas) avec mise en place
d’un systetme de ventilation mécanique. Une prise en charge précoce est indispensable
notamment par I’administration de corticoides systémiques.

Afin d’étudier la prévalence de 1’exacerbation de la maladie pulmonaire li¢e a la colonisation
par Pj, nous avons réalisé une étude épidémiologique a I’AP-HM de 2014 a 2021. Nous nous
sommes basés sur les criteéres d’exacerbation de Fuchs et al. (1994) afin de déterminer le risque
d’exacerbation pour chaque patient et défini 2 groupes : colonisation / infection puis 2 sous-
groupes dans chaque groupe : avec exacerbation / sans exacerbation. (59)

Dans notre cohorte de 55 patients (45 adultes et 10 enfants de moins de 18 ans), le statut de
colonisation des voies respiratoires est plus fréquent que le statut infection (58% versus 41,2%).
Les maladies pulmonaires les plus fréquemment associées a une détection de Pj étaient :
carcinome broncho-pulmonaire (33%), greffe pulmonaire (24%), sarcoidose (20%), BPCO
(9%), fibrose pulmonaire (9%), asthme (5%). Nous avons pu observer que 11 adultes sur 26
colonisés versus 16 adultes sur 19 infectés ainsi que 4 enfants sur 10 ont présenté une
exacerbation de leur maladie pulmonaire chronique au moment de la détection de P;j dans leurs
voies respiratoires. Au total, 60% des patients adultes et 40% des patients enfants ont présenté
une exacerbation.

Tous les patients du groupe infecté ont regu un traitement spécifique anti-Pj. La mortalité est
¢levée (43,7%) chez ’adulte dont 6 décés peuvent étre imputés a Pj. Aucun des patients du
groupe colonisé n’a regu de traitement spécifique, la mortalité est tout de méme ¢élevée (36,4%)
et 3 déces peuvent ¢galement imputés a Pj. Ces patients présentaient pourtant 4 critéres sur 12
de Fuchs et al. ce qui aurait pu amener les cliniciens a mettre en place un traitement anti-Fj.
Parmi les enfants, un seul n’a pas regu de traitement car la détection de Pj était post-mortem.
Les 3 autres enfants ont recu un traitement spécifique et ont évolué favorablement.

En termes de co-infection, 26 adultes (57,8%) et 6 enfants (60%) avaient une détection
concomitante d’un autre pathogeéne dans leur prélévement respiratoire (annexes 1 et 2) : des
bactéries (S. aureus, S. pneumoniae etc.), des virus (CMV, rhinovirus, virus respiratoire
syncytial etc.) et des champignons (4. fumigatus, F. proliferatum etc.). La co-infection était
significativement plus élevée chez les patients ayant exacerbé (90% chez les adultes, 75% chez
les enfants) que chez ceux n’ayant pas exacerbé (44% chez les adultes, 50% chez les enfants).
Sur I’ensemble des patients, 10 soit 18,2% étaient co-infectés par le CMV et 80% de ceux-ci

ont exacerbé. Korkmaz et al. ont constaté que le développement d’un syndrome de détresse
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respiratoire aigué et la nécessité de ventilation mécanique sont plus fréquents dans le groupe de
co-infection par le CMV et une analyse de 5 articles a révélé qu’une charge d’ADN de CMV
plus €levée dans le LBA était positivement associée a une mortalité plus ¢levée. (114)(115) Des
¢tudes supplémentaires seraient nécessaires afin de mieux appréhender la question de

I’exacerbation et des co-infections associées a la détection de Pj.

Tous les patients infectés et les patients colonisé€s a Pj ayant exacerb¢, avaient des traitements
immunosuppresseurs associés a leur pathologie pulmonaire chronique, tels que les anti-rejets
pour la greffe pulmonaire (ciclosporine, tacrolimus), la radio-chimiothérapie pour les
carcinomes broncho-pulmonaires, I’immunothérapie (nivolumab) pour la fibrose pulmonaire
ainsi que les corticoides inhalés ou oraux pour 1I’asthme ou la BPCO. Sy et al. ont démontré que
I’utilisation de corticostéroides inhalés augmente la susceptibilité aux infections opportunistes,
notamment chez les personnes immunodéprimées, et peut favoriser la PCP. (116) De plus, une
¢tude récente réalisée par Maskell et al. chez des patients ayant une maladie pulmonaire sous-
jacente a démontré que preés d’un patient sur 2 était traité par glucocorticoides oraux au long
cours et 18% des échantillons de LBA ¢étaient positifs a Pj. Nos données coincident avec celles
de la littérature comme quoi I’immunosuppression sous-jacente est un facteur de risque de

colonisation de Pj voire d’évolution défavorable. (117)

Nous avons également ¢tudié les parametres biologiques des patients ayant présenté une
exacerbation afin de chercher un ou plusieurs marqueurs biologiques. Les taux de PNN,
lymphocytes, LDH et PO> des groupes colonisés et infectés ont été rassemblés et analysés
(annexes 1 et 2, tableaux 5 et 6). Les taux de PNN et de lymphocytes sanguins ne sont pas
significativement différents entre les patients colonisés et infectés ainsi que chez les patients
avec et sans exacerbation. En revanche, 1’analyse a permis de confirmer que les taux de LDH
et de PO sanguins sont des paramétres utiles dans le suivi de la maladie et également prédictifs
de I’évolution défavorable car les taux de LDH sont plus élevés et les taux de PO» plus bas chez
les patients ayant exacerbé. Chez les enfants, les taux de PNN et lymphocytes sanguins sont
corrélés aux valeurs normales liées a 1’age. Cependant, on ne peut s’exprimer sur les taux de

LDH et PO, car les analyses n’ont pas été réalisées.
Cette analyse épidémiologique a permis d’identifier la place non négligeable de Pj dans les

maladies pulmonaires chroniques, alors qu’il n’est pas fréquent de le rechercher car est

typiquement associé¢ aux maladies immunosuppressives et une partie des patients de cette
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étude est immunocompétente. Cependant, les données de la littérature, basées sur de petites
cohortes de patients, et de ce présent travail rapportent des cas d’exacerbation avec détection
concomitante de Pj. De plus, 60% des patients de cette étude ont présenté une amélioration de
leur symptomatologie a la suite d’un traitement spécifique anti-Pj par TMP/SMX, ce qui
coincide avec les données de la littérature. (113) (74) Ces données suggerent une recherche
systématique de Pj au cours du suivi de ces maladies, afin de prévenir, anticiper ou expliquer

une exacerbation et font I’objet de la troisieme partie de ce travail.

La derniere partie de ce travail a consisté a mettre au point un protocole de recherche clinique
associant le service de Pneumologie de 1’hopital Nord du Professeur CHANEZ et le laboratoire
de Parasitologie et Mycologie de I'THU Méditerranée Infection du Professeur RANQUE.
L’¢laboration de ce protocole, reposant sur la combinaison d’une PCR salivaire quantitative
en temps réel sur Dental Rolls et le dosage sérique du BDG chez les patients atteints de
maladies pulmonaires chroniques, permettra de mettre en place un travail collaboratif. L’atout
majeur sera de réaliser un suivi longitudinal de ces patients, et notamment ceux atteints
d’asthme et de BPCO, a I’aide de prélevements facilement réalisables lors d’une consultation
de suivi de la maladie. La fibroscopie avec LBA est réalisée dans le cadre du suivi de ces
patients mais non orientée a visé diagnostic microbiologique. Ce type d’échantillon pourra
¢galement étre inclus dans notre base de données.

L’interprétation des résultats des données préliminaires fera 1’objet d’un futur travail. Ces
analyses combinées apporteront un réel service puisque leur application en pratique clinique au
laboratoire de I'IHU a Marseille permettra d’améliorer la prise en charge des patients atteints

de maladie pulmonaire chronique.
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Annexe 1 : Caractéristiques des patients adultes (n=45) de [’étude épidémiologique a I’AP-HM
(2014-2021)

Sexe
Numéro Nature de Pathologie Exacerbation PNN | Lymphocytes | LDH PO2 BACTRIM Déces
patient | (année) | (Masculin| (OUI/NON) Statut Cogbicins Imagerie /)| 6/ (U] (mmHg) | (OUI/NON) | (OUI/NON)
/ )
aspiration
1 40 M naso- sarcoidose N COLONISATION RAS NR 2,86 1,44 349 NR N N
pharyngée
2 40 F LBA sarcoidose N COLONISATION RAS NR 4,71 1,06 NR NR N N
rares nodules en verre
a 8 M LBA flbl'.OS.E pulrr.wnalre N COLONISATION 5. pneumoniae de.poll, s_ta.blllte delat(e.m(e 5.8 13 352 NR N N
idiopathique interstitielle pulmonaire
bilatérale
aspiration | . . o . )
4 75 H naso- fubr.os.e pulrvonalre INFECTION CcMmYV, ﬂerpes simplex al.lurem_fectl_eusle, synd.vome 14,5 06 1166 63 o o
. idiopathique virus (HSV) interstiel bilatéral majeur
pharyngée
5 65 H LBA fibrose pulmonaire INFECTION RAS pneumopathie infiltrative | |, 5 1,46 s8a | 63 o o
idiopathique diffuse
syndrome bronchique diffus,
6 60 F LBA greffe pulmonaire INFECTION RAS pas de |ésion pleuro- 72 12 230 | 98 o N
(BPCO) + asthme parenchymateuse d'allure
évolutive
7 50 M crachat greffé pulmonaire COLONISATION E. coli, C.albicans NR 5,83 0,33 777 NR N o
8 53 H LeA cac INFECTION RAS verre dépoli évocateur dun |, 5 12 620 | 57 o N
processus infectieux
opacités parenchymateuses
H. influenza, K. évocatrice d'un élément
9 62 M pharynx CBC (BPCO) COLONISATION B . N 3,2 1 162 NR N N
pneumoniae infectieux, absence de verre
dépoli
. N HSV, CMV douteux, P. | pneumopathie sous pleurale
greffé pulmonaire aeruginosa, basale droite, nette
10 41 H LBA (dilatation des COLONISATION . N % - . . i 3,6 2,25 155 NR N N
Rhinovirus, Bocavirus, régression des plages de
bronches) L
S. aureus dépoli
11 71 H LBA CBC INFECTION RAS plages pulmonaires libres | 11,9 1,13 668 69 o N
S.aureus, S.
12 61 H LBA CBC COLONISATION pneumoniae, plages de verre dépoli 16 4 NR 130 N o
P )
13 58 M LBA asthme N COLONISATION H. infl NR 6,98 3,5 236 NR N N
14 56 F LBA sarcoidose N COLONISATION | T. whipplei, grippe A NR NR NR NR NR N N
15 76 LBA CBC COLONISATION  [HSV, E. coli, T. whipplei | syndrome bronchique diffus | 0,83 0,27 312 161 N o
16 64 M crachat BPCO COLONISATION RAS NR 2,6 2,7 NR NR N N
17 37 F LBA greffé pulmonaire COLONISATION | Fusarium proliferatum NR 7 1,42 198 | NR N N
(mucoviscidose)
18 73 H LBA csc INFECTION cmv infiltrat d”(;:’:if superiedr 14 08 521 MR o N
19 61 H LBA g’e"e(::'crg‘]’”a"e INFECTION NR NR NR NR NR | NR o N
20 72 F LBA sarcoidose COLONISATION RAS NR 4,7 2,09 NR NR N N
21 62 H LBA CBC INFECTION RAS NR 9,3 15 238 NR o o
greffé pulmonaire S. pneumoniae,
22 49 F LBA (BPCO) COLONISATION T.whipplei, CMV NR 3,03 1,05 260 NR N N
23 72 F LBA CBC COLONISATION MV verre dépoli 3,63 2,61 461 NR N N
24 74 H crachat BPCO INFECTION A. fumigatus NR 57 0,67 221 55 o N
25 59 H LBA g'EﬂE(::'C’g‘]’"a"e INFECTION RAS pas de foyer visible 947| 1,04 161 | 144 o o
26 34 M LBA sarcoidose N COLONISATION RAS NR 5,6 1,8 NR NR N N
27 71 M LBA CBC N INFECTION RAS NR 12 0,8 NR NR o N
greffé pulmonaire
28 64 F LBA (fibrose pulmonaire INFECTION RAS NR 2,23 2 252 NR o N
idi e)
|ésions emphysémateuses,
hi
29 65 H L8A asthme COLONISATION K. pneumoniae _syndrome bronchique, | 2,7 NR | 97 N N
micronodules calcifés d'allure
séquellaire
30 61 H LBA CBC (BPCO) COLONISATION MV NR 10,8 0,17 147 72 N o
plages de verre dépoli et
31 52 F 18A cac INFECTION E.coli, S. aureus condensations diffuses 2 008 | 473| 67 o o
bilatérales en faveur d'une
cause infectieuse
32 59 F LBA greffé pulmonaire N INFECTION cmv opacités alvéolaires 4,6 124|269 NR o N
(BPCO) pulmonaires bilatérales
opacité parenchymateuse du
33 80 M LBA CBC N COLONISATION RAS lobe inférieur gauche 4,34 1,44 NR NR N N
persistante
34 39 F LBA greffé pulmonaire INFECTION P. aeruginosa, A NR 52 13 224 | NR o N
(mucoviscidose) us, CMV
syndrome alvéolo-interstitiel
35 89 H crachat BPCO INFECTION RAS bilatéral, foyer de verre 13,5 1,63 NR 68 o N
dépoli
comblements alvéolaires
36 a3 M L8A sarcoidose N COLONISATION cmv _Proximo bilatéraux + 43 1,45 NR [ NR N N
épaississement péri broncho
vasculaires et nodules
37 52 M LBA sarcoidose N COLONISATION T. whipplei NR 2,9 1,72 164 NR N N
38 60 H LBA cec (8pco)  |NIMMNONINNN COLONISATION H. infl NR 13,7 1,1 159 | NR N o
39 74 M crachat cac N INFECTION RAS foyerde e pathie basal| ¢ ;g 1 311| 60 o N
40 60 F LBA sarcoidose N COLONISATION RAS NR NR NR NR NR N N
41 46 M LBA sarcoidose N COLONISATION RAS NR NR NR NR NR N N
Pneumopathie intersititielle
42 86 F LBA BPCO COLONISATION RAS bilatérale et adénopathies | NR NR NR NR N N
médiastinales
a 2 F Lea greffé pulmonaire COLONISATION 5. aureus, Virus NR 49| 169 |570| NR N N
(mucoviscidose) respiratoire syncytial
SARS-CoV2, masse médiastino hilaine et
a4 65 H LBA CBC INFECTION A.fumigatus et C. . i . . 5,6 5 2139 NR o o
o signes d'infection pulmonaire
dubliniensis
a5 73 H LBA fibrose pulmonaire INFECTION CMV, S. maltophilia |foyers pulmonaires bilatéraux| 9,24 0,91 314 | NR o o

idiopathique

NR : Non renseigné

RAS : Rien a signaler
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Annexe 3 : Criteres d’exacerbation selon Fuchs et al. des patients du groupe avec exacerbation
(n=31)
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Annexe 4 : Criteres d’exacerbation selon Fuchs et al. des patients du groupe sans exacerbation

(n=24)
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Résumeé

Pneumocystis jirovecii est un pathogeéne opportuniste omniprésent dans la population
appartenant au régne des champignons. Il est I’agent de la pneumocystose pulmonaire, une
maladie infectieuse qui affecte essentiellement les personnes immunodéprimées, dont
I’incidence des cas ne cesse d’augmenter dans la population non-VIH. C’est également un agent
colonisateur fréquent des voies respiratoires chez les individus sains, exposant particulierement
la population atteinte de maladies pulmonaires chroniques, et ayant pour risque principal

I’exacerbation de la maladie pulmonaire sous-jacente.

Le but de ce travail a été, dans un premier temps, de réaliser un état des lieux des connaissances
sur Pneumocystis jirovecii afin de retracer I’histoire du pathogéne et de mieux appréhender la
physiopathologie liée a la colonisation des voies respiratoires. Les mécanismes
immunologiques pulmonaires sont mal connus, les recherches étant réalisées essentiellement
chez les espéces animales de Prneumocystis spp. car entravées par 1’incapacité de cultiver le
pathogene in vitro.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés davantage aux patients atteints de maladie
pulmonaire chronique d’ailleurs prédisposé€s a la colonisation par Preumocystis jirovecii.
L’inflammation pulmonaire provoquée par le pathogeéne lui-méme et majorée par la maladie
pulmonaire sous-jacente est susceptible de provoquer 1’exacerbation, nécessitant un traitement
supplémentaire et une prise en charge précoce.

Afin de mieux discerner les facteurs et les populations a risque d’exacerbation, nous avons
réalisé une étude épidémiologique sur 8 ans a ’AP-HM, portant sur 55 patients atteints de

maladie pulmonaire chronique et ayant une détection positive de Pneumocystis jirovecii.

Ce travail a ainsi permis de développer un protocole de recherche clinique collaboratif entre le
service de Pneumologie de I’hopital Nord et le laboratoire de Parasitologie et Mycologie de
I’IHU de Marseille. L’ objectif, dont les résultats seront rassemblés dans un travail ultérieur,
est de réaliser une recherche systématique de Pneumocystis jirovecii dans les voies
respiratoires des patients atteints de maladie pulmonaire chronique en combinant la technique
de PCR salivaire et le dosage du (1—3)B-D-glucane sérique. Le but ultime est de dépister
précocement un éventuel portage et de prévenir I’exacerbation chez les patients atteints de

maladie pulmonaire chronique Pneumocystis jirovecii.
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