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Liste des abréviations

ADN : Acide Desoxyribonuciéigue

ARNr : Acide Ribonucléique ribosomique

BPCO : Broncopneumopathie Chronigue Obstructive
CDC : Center for Diseases Control

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CMV : Cytomégalovirus

ddNTP : didésoxyribonucléotides triphosphates
DHFR : Dehydrofolate reductase

DHPS : dihydroptéroate synthétase

DHPS : dihydroptéroate synthétase

dNTP : désoxyribonucléotides triphosphates
EDTA : éthyléne diamine tétra acétique

GTP : Guanosine Triphosphate

IRA : insuffisance rénale aigué

ITS : Internal Transcribed Spacer

IV : Intra-veineuse

LBA : Javage-bronchoalvéolaire

LDH : Lactate Deshydrogénase

MGG : May-Grunvald-Giemsa

MLST : Multi locus DNA seguence typing

MMF : mycophénolate mofétil

mTOR : mamalian target of rapamycin

NaCl : Chlorure de Sodium

NCA : néphropathie chronique de I'allogreffe
NTI: néphropathie tubulo-interstitielle

NTIC : néphropathie tubulo-interstitielle chronique
NYHA : New York Heart Association

pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

RFLP : Restriction Fragment Lenght Polymorphism
rpm : rotation par minute

SAM : S-Adénosyl méthionine

SiDA : Syndrome d’tmmunodéficience Acquise
SMX : sulfamétoxazole

SSCP : Single-strand comformation polymorphism
TDM : tomodensitométrie

TMP : triméthoprime

UPGMA : Unweighted Pair Group Method with arithmetic Average

UV : Ultra-Violet
VIH : virus de 'immunodéficience humaine
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Introduction

La pneumocystose est une maladie opportuniste due a un microorganisme eucaryote
ubiquitaire nouvellement classé dans les champignons: Pneumocystis jirovecii. 1| est
principalement responsable de pneumopathie interstitielle chez les sujets atteints de déficit
immunitaire congénital ou acquis. La pneumocystose peut étre mortelle en {'absence de

traitement.

Les premieres descriptions clinigues remontent a la deuxiéme guerre mondiale, en
Europe de I'Est, oU Pneumocystis était responsable de pneumopathie interstitielle chez des
enfants institutionnalisés dans des orphelinats et présentant des terrains debilités. La
pneumocystose etait décrite comme une maladie touchant des enfants prématurés ou

malnutris,

Dans les années 1960, Pneumocystis est surtout décrit comme agent de
pneumopathie chez des sujets immunodéprimés. Avec la découverte d’une thérapeutique

efficace, V'intérét pour ce pathogéne a diminué.

Au début des années 1980, une demande accrue de pentamidine a alerté le CDC
{Center for Diseases Control) d'Atlanta en Géorgie (USA). Cette augmentation de
consommation de pentamidine était liée a une recrudescence de cas de pneumocystose.
Ceci a conduit a la découverte du virus du SiDA et a propulsé & nouveau Pneumocystis sur e
devant de la scéne, ce qui en a fait un probléme majeur médical et de santé publique. La
prévalence de la pneumocystose a connu une diminution, due a I'apparition de trithérapies
efficaces pour retarder I'évolution vers la phase SIDA. Toutefois, en 2008, en France, la
pneumaocystose reste encore au premier rang des pathologies inaugurales de SIDA (28 %)

suivi de la tuberculose (19 %) puis de la candidose cesophagienne {16 %) {1).

L'utilisation de plus en plus large des thérapeutiques immunosuppressives dans le
traitement des maladies auto-immunes ou aprés transplantation d’organe ou greffe de
moelle osseuse ont crée de nouveaux hotes réceptifs pour le Pneumocystis et ont ainsi

modifié son épidémiclogie.
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De plus, récemment, [a biologie moléculaire a révolutionné les données sur
I'épidémiologie de la pneumocystose. En effet, la contamination par voie aérienne et la
transmission inter-humaine, bien gue longtemps rejetées, sont aujourd’hui guasiment

démontrées,

Au cours des dernieres années, de nombreuses publications ont fait état de cas
groupés de pneumocystose dans les établissements de santé, en particulier chez des
transplantés rénaux. Notre établissement, le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Limoges, a été confronté & ce phénoméne. En effet, de {a fin de I'année 2007 au début de
Fannée 2010, 15 diagnostics de pneumocystose ont été posés dans le service de
néphrologie, dont 14 chez des transplantés rénaux, alors que jusqu’a ces dates la description
de cette maladie était anecdotique dans ce service. Ualerte a été communiquée & l'unité
d’hygiéne par le laboratoire de Parasitologie-Mycologie et le service de Néphrologie afin
d’investiguer les cas et d’apporter des mesures correctrices et préventives, Ce travail

présente les résultats de ces investigations.
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Premiere partie :

Généralités
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I. Un peu d'histoire...

La premiére évocation de Pneumocystis remonte a 1909 avec Carlos Chagas qui
découvre ce qu’il appelle alors une nouvelle forme de trypancosome chez le cochon d’Inde
(2). L'année suivante Antonio Carini identifie cette « forme » chez le rat (3). L'impossibilité
de la cultiver, 'absence d’ergostérol dans sa paroi, un cycle proche de celui des protozoaires
iui ont valu d’étre classé parmi ces derniers. En 1912, les fréres Delanoe prouvent qu'il ne
s'agit pas d'un try.panosome et décident de le nommer Pneumocystis carinii, en I'honneur
d’Antonio Carini (4}, Longtemps classé dans le régne des protozoaires, P. carinii est
aujourd’hui considéré comme un champignon du fait de {a composition et de |a structure de
sa membrane cellulaire (5,6), mais également du fait de son génome plus proche des
champignons gue des protozoaires.

C'est Edman et g/, {7) en 1988 qui ont démontré pour la premiére fois 'appartenance
de P. carinii au régne des champignons, grace a la biologie moléculaire. Cette démonstration
a été réalisée grice au séquencage du géne codant pour FARNr 16S. Des résultats similaires
ont été rapportés par Stringer et gl.l'année suivante (8). Puis, les résultats d’études portant
sur les génes de la beta-tubuline (9,10}, le géne de I’ARNr 55 (11), le géne codant pour 'ARN
mitochondrial et les génes codant pour d’autres protéines mitochondriales (12) ont permis
de rapprocher Pneumocystis des champignons filamenteux plutdt que des levures. 1l est
maintenant classé dans le phylum Ascomycota. En revanche, contrairement aux
champignons, il n’est pas sensible aux antifongiques comme amphotéricine B ou les azolés

du fait de I'absence d’ergostérol dans sa paroi.

Pneumocystis spp. est capable d'infecter différentes especes de mammiféres :
humain, singe, cheval, cochon, lapin. Toutefois, il est spécifiqgue d'héte {13). A titre
d’exemple, le Pneumocystis du cochon ne pourra pas infecter un rat et celui de 'homme
n’infectera pas un autre animal. Les animaux ne constituent donc pas un réservoir de
Pneumocystis humain. Sur le plan morphologique, les différentes espéces de Pneumocystis
sont trés proches, mais 'analyse des séguences de FARN ribosomigue révele des différences
génomiques. Pour refléter au mieux ces différences, une nouvelle dénomination trinominale
a été créée en 1994 (14). Dans ce systéme, P. carinii humain a été nommeé P. carinii sp.
hominis, pour le rat P. carinii sp. carinii et pour la souris P. carinii sp. muris. Mais dans la

pratique, cette dénomination s’est avérée difficile a utiliser. En 2002, un nouveau systéme a
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été proposé et adopté (15). Cette nouvelle dénomination donne le nom de P. jiroveci au
Pneumocystis humain, nom déja proposé par Jacob K. Frenke! en 1976 {16), en référence au
premier auteur a Favoir décrit chez Fhomme : Otto lJirovec. La dénomination P. carinii
correspond désormais au Pneumocystis du rat, P. muringe a celui de [a souris et P. mustelge

a celui du furet...

Il. Pneumocystis jirovecii

A. Morphologie

Les données obtenues en microscopie électronique sur des poumons humains ou
d’animaux infectés par Peumocystis ont permis de mettre en évidence deux formes
parasitaires : les trophozoites et les formes kystiques (17). Les termes trophozoite et kyste
font en principe référence au monde des protozoaires et devraient &tre remplacés par les
termes ascospore et asque dans le cas de Pneumocystis. Mais, par habitude, Ia premiére

dénomination est restée.
1. Le trophozoite (ascospore) :

- c'est une forme végétative uninucléée de 2 a 5 um de diametre, délimitée par une
membrane celiufaire aux contours amiboides ;
- la présence de filopodes {visibles en microscopie électronique} permettrait

attachement du trophozoite 3 la surface des pneumocytes de type | de l'alvéole

pulmonaire. lls permettraient également d’assurer les échanges nutritifs avec la cellule héte.
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2. Les kystes (asques) :

Deux formes kystigues {asques) sont observées: les prékystes et les kystes matures ;

= |es prékystes ont une forme ovoide et mesurent 3 a 8 um. lls constituent une
forme intermédiaire entre le trophozoite et le kyste mature. Les prékystes sont
répartis en 3 stades de développement :

o le prékyste précoce gui est uninucléé et posséde une paroi similaire a
celie du trophozoite,

o e prékyste intermédiaire qui présente de 2 a 8 noyaux,

o le prékyste tardif qui présente une paroi plus épaisse qui délimite un
cytoplasme, dans lequel vont s'individualiser, par invagination de la
membrane plasmique, les 8 corps intrakystiques uninucléés.

= |les kystes matures, éléments infectants probables, mesurent 6 a 8 pm de
diametre et libérent in situ 8 corps intrakystiques qui se transforment
rapidement en trophozoites. Les kystes vides ont une forme en ballon dégonflé

caractéristigue.

B. Cycle biologique hypothétique dans l'alvéole pulmonaire

A 'heure actuelle, toutes les étapes du cycle parasitaire de P. jirovecii ne sont pas
connues. La forme infectante reste encore inconnue. Les formes connues de Pneumocystis
peuvent étre retrouvées dans {'alvéole pulmonaire mais aussi, plus rarement, dans d'autres
organes comme la rate, le foie, le cosur, les gangiions lymphatiques, la moeile osseuse...
Dans V'alvéole pulmonaire, le microorganisme est extracellulaire. [l existe une phase asexuée
au cours de laguelle les formes trophiques se multiplient par division binaire. Cette division
binaire n'est que rarement visualisée et peu documentée. Au cours de la phase sexuée, les
trophozoites haploides se conjuguent pour donner un zygote diploide qui deviendra un
prékyste, puis par la suite un kyste aprés méiose et mitose des noyaux. Les corps
intrakystiques se développent pour é&tre ensuite libérés et donner naissance a des

trophozoites (17).
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Figure 1 : Cycle hypothétique de Pneumocystis spp. dans |'alvéole pulmonaire (d'aprés Charles F. Thomas &
Andrew H. Limper, Nature Reviews Microbiology, 2007) (18).

C. Physiopathologie

Pneumocystis est transmis par voie aérienne. Une fois inhalé, le microorganisme
échappe aux défenses naturelles des voies aériennes supérieures. Il se dépose ensuite dans
les alvéoles pulmonaires ou il s’attache préférentiellement aux pneumocytes de type 1. Il se
produit alors des modifications au niveau du microorganisme et de la cellule héte afin de
permettre la prolifération de Pneumocystis. La réplication est sous la dépendance de génes
récemment identifiés : Cdc 2, Cdc 13 et Cdc 25 (19). L'adhésion de Pneumocystis empéche la
croissance des cellules épithéliales pulmonaires par lintermédiaire de différents
mécanismes enzymatiques comme les cyclines dépendantes kinases ou la GTP (Guanosine

Triphosphate).

La présence de Pneumocystis crée une réaction inflammatoire locale avec
recrutement cellulaire : lymphocytes, polynucléaires neutrophiles, monocytes et
macrophages. Cette réponse inflammatoire peut étre excessive et entrainer des dommages

tissulaires. La réaction inflammatoire est considérée comme la cause majeure des
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dommages pulmonaire lors de la pneumocystose (20). Les lymphocytes T CD8+ seraient, en
grande partie, responsables des lésions pulmonaires {21) par un mécanisme non connu a
'heure actuelle. Les macrophages jouent également un réle trés important : ils produisent
des cytokines (IL1-B, TNF-a, IL6...) responsables de {"attraction des autres cellules et agissent
également comme cellules présentatrices d’antigénes. Les macrophages sont activés par la

glycoprotéine majeure de surface de P. jirovecii (22).

En ce qui concerne la réponse immunitaire, les deux systémes semblent importants
dans la défense de 'organisme contre P. jirovecii. Du point de vue de I'immunité cellulaire, le
réle des lymphocytes T CD4+ apparalt évident dans la mesure ou la majorité des patients
atteints ont un taux de CD4 bas. De plus, des expérimentations réalisées chez des souris
déficitaires en CD4+ montraient gu’elles étaient plus susceptibles a développer une infection
a Pneumocystis (23,24). Des infections plus sévéres ont été observées chez les souris
déficitaires en CD4 et CD8 que chez celles déficitaires uniguement en CD4 (25). Le rble de
I'immunité humorale est suggéré par plusieurs publications : il a été observé chez la souris la
nécessité des lymphocytes B pour futter contre lI'infection {26) et il a été décrit des infections
chez des patients atteints d’agammaglobulinémie bien que leur systeme cellulaire soit intact

(27,28).

D. Diagnostic clinique :

Il existe des formes asymptomatiques chez le sujet immunocompétent avec une
guérison spontanée dans la plupart des cas. Les pneumocystoses cliniques se manifestent
généralement chez des sujets immunodéprimés : sujets séropositifs pour le VIH {virus de
Fimmunodéficience humaine), transplantés d’organes, patients sous immunosuppresseurs
(29,30}, prématurés... C'est une maladie grave, souvent mortelle sans la mise en place d’une
thérapeutique adaptée. La pneumocystose est la plus fréquente des pathologies inaugurales
de SIDA (28 % des cas en 2008) (1). H n'existe que peu de données sur une éventuelle
période d’incubation de la maladie. Autrefois, elle était évaluée 3 2 mois chez les patients
VIH+ (31). Mais, les données récentes sur la colonisation ne permettent pas de confirmer
une telle durée d'incubation, gque ce soit pour les patients VIH+, mais aussi pour les autres

types de patients. Ainsi, dans certaines publications on peut retrouver des périodes
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d’incubation treés longues jusqu’a plusieurs mois (32), sous-tendant F'hypothése qu’un
patient colonisé peut développer la pathologie au décours d’une diminution clinique ou

thérapeutigue de ces défenses naturelles.

1. Pneumocystose pulmonaire

Elle survient généralement chez des patients ayant un taux de lymphocytes T CD4
inférieur a 200/mm°. La fréquence d’acquisition est dépendante du nombre de CD4: 0,5 %,
si le taux de CD4 est compris entre 200 et 350 CD4/mm?® 3 prés de 8 % pour un taux de CD4
inférieur 3 200 CD4/ mm”,

La pneumonie & P. jirovecci se traduit par une triade de symptomes d’apparition
progressive associant fieévre, toux seche et dyspnée d'intensité croissante dans 50 % des cas.
t'auscultation pulmonaire est normale au début. Les gaz du sang montrent une hypoxémie

dans 80 % des cas. Des douleurs thoraciques ont également été décrites (22).

Le diagnostic radiologique est délicat. Le plus souvent un syndrome interstitiel
bilatérai est observé. Mais, la radiographie du thorax peut &tre normale, méme en cas
d’hypoxémie importante. |l existe également souvent des formes trompeuses sous la forme
d'infiltrats uni- ou bilatéraux, de nodules pulmonaires, de pneumothorax, voire
d’'adénopathies médiastinales. La tomodensitométrie est le meilleur examen pour le

diagnostic radiologique avec une sensibilité de 100 % et une spécificité de 89 %.

En regle générale, la pneumocystose chez le non VIH se distingue en plusieurs points :

» début plus brutal avec une installation d’en moyenne 5 jours contre 28 jours en
moyenne chez les patients VIH+ (33);

» insuffisance respiratoire trés importante d’emblée avec un risque d’hospitalisation en
unité de soins intensifs estimé a 50 % (34) et allant méme jusqu’a des insuffisances
respiratoires fulminantes.

Mais il peut également y avoir des tableaux cliniques torpides associant une fatigue et une
altération de |'état général importante. Dans ce cas-1a, le diagnostic est difficile a poser. Il
doit reposer sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques et microbiologiques. Il

n’existe pas, a I'instar de 'aspergillose, de définition précise de la pneumocystose.
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La différence de symptomatologie chez les patients VIH+ et non VIH serait liée & la
physiopathologie. Chez les patients VIH+, ia symptomatologie résulterait plus de Ila
pathogénie intrinséque du micro-organisme et de fa multiplication des kystes. Alors que chez
Fimmunodéprimée non VIH, elle serait plutdt le résultat de la réaction inflammatoire locale

{35).

2. Formes extrapulmonaires :

Les formes extrapulmonaires ont été plus particulierement décrites depuis e début
de I'épidémie de SIDA. Une publication de 1997 rapportait 90 cas de pneumocystose
extrapulmonaire chez des patients ViH+ (36). Ces formes sont particuliérement retrouvées
chez des patients a un stade avancé de SIDA, ne recevant pas de prophylaxie ou uniguement
des aérosols de pentamidine. Les principaux sites atteints sont les ganglions lymphoides, la
rate, le foie, l[a moelle osseuse, le tractus gastro-intestinal, les yeux, la thyroide et les reins.

Ces manifestations peuvent rapidement conduire a une infection systémique.

E. Diagnostique mycologique :

Le diagnostic est généralement plus facile chez les patients VIH+ que chez les patients
avec un autre type d'immunodépression du fait d’une concentration plus importante de
micro-organismes dans les poumons (37). La particularité du diagnostic mycologique réside
dans {'impossibilité de cultiver les Pneumocystis. 1l n’est donc pas possible d’obtenir une
souche de Pneumocystis et le diagnostic se fait par examen direct, par diagnostic indirect ou

par biologie molécuiaire.
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1. Les prélevements

Les examens sont réalisés sur des prélévements d’origine pulmonaire ou provenant
de {oropharynx. Le Pneumocystis n'étant que trés rarement retrouvé dans les

expectorations, d’autres types de prélévements doivent étre pratigués.

Le liquide de lavage-bronchoalvéolaire (LBA) constitue le prélévement de choix car
c’est un prelevement profond et protégé. Il permet de poser un diagnostic positif dans plus
de 90 % des cas (38,39). Cette technique permet également de mettre en évidence la
réponse inflammatoire locale de 'hdte {40). Mais c’est une technigue invasive {fibroscopie
bronchique) qui ne peut pas étre pratiquée chez tous les patients et ne peut s’appliquer a fa

recherche de portage.

D'autres prélévements moins « nobles » peuvent étre réalisés comme "'expectoration
provoquée apres nébulisation deNaCl a 3% ou le lavage oro-pharyngé réalisé par
gargarisme de 10 mL de NaCl a 0,9 %. Le lavage oro-pharyngé et 'expectoration provoguée
sont des techniques simples et efficaces pour détecter la présence de Pneumocystis. Le
rendement de ces méthodes va de 50 a 90 % suivant les études et les techniques de

détection utilisées (38,39,41).

Enfin les biopsies pulmonaires transbronchiques ou transthoraciques peuvent étre
réalisées pour examen anatomopathologique. Elles peuvent apporter des éléments non
obtenus avec le LBA mais sont associées a un taux élevé de complications, en particulier des

pneumothorax ou des hémorragies.
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2. Examen direct

Il existe différentes technigues permettant de mettre en évidence P. jirovecii par

microscopie.

Lorsqu’il est abondant, le Pneumocystis peut étre mis en évidence en microscopie a
contraste de phase. Cependant, des colorations sont {e plus souvent nécessaires. Plusieurs

colorations peuvent étre réalisées pour améliorer e diagnostic par microscopie !

— Certaines vont permettre de visualiser uniquement les trophozoites : coloration de

Giemsa (coloration violette des trophozoites et des corps intrakystiques) (42} ;

~ D’autres visualisent uniguement la paroi des kystes et pré-kystes: coloration de
Gomori-Grocott (coloration noire), le bleu de toluidine (coloration bleue), calcofluor
(43)(composé chimiofluorescent qui peut étre visualisé sous UV}. Ces divers colorants
se lient 3 des composés glucidiques présents dans la paroi des champignons. lls ne

sont donc pas spécifiques de Pneumocystis.

immunofluorescence directe est la technique de diagnostic immunologigue la plus
utilisée pour la détection de Pneumocystis {43,44). Elle utilise des anticorps monoclonaux
fluorescents dirigés contre P. jirovecii, soit contre la paroi du kyste, soit contre les
trophozoites. |l existe des kits commerciaux pour cette technique. Limmunofluorescence est

la technigque la plus sensible par rapport aux autres colorations,

Remarque: La coloration de Papanicolacu, utilisée par les anatomo-
cytopathologistes, peut étre utile pour la mise en évidence de la réaction éosinophile
associée a la pneumocystose. Des technigues d'immunohistochimie sont également utilisées

pour la détection dans les tissus {ex : pour les biopsies pulmonaires).
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Figure 2 : (d’aprés Thomas et al., NEJM, 2004) (45) : Détection de Pneumocystis par des différentes techniques
de coloration. Image A : Coloration de Gomori-Groccot (x 100), mise en évidence de kystes. Image B :
coloration de Giemsa (x100), identification des formes trophiques (fléches) a condition que la charge en micro-
organisme soit élevée. Image C : Coloration au Calcofluor (x400), permet de visualiser rapidement les formes
kystiques mais n’est pas spécifique. Image D : Immunofluorescence (x400), permet d'identifier a la fois les
formes trophiques (pointes de fléches) et les kystes (fleches).

3. Diagnostic indirect

Les antigénes solubles de Pneumocystis peuvent &tre retrouvés dans les
prélévements par immunoblot. Mais la technique reste du domaine de la recherche et n’est

pas employé en routine diagnostique.

La plupart des techniques de sérologie ne sont pas spécifiques de Pneumocystis (17)
et ne peuvent étre utilisées que chez des sujets immunocompétents. De plus, la sérologie est
positive chez 70 & 80 % des enfants a I'dge de 20 mois (46). La sérologie n’a donc pas

d’intérét dans le diagnostic.
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D’autres outils de diagnostics indirects sont a évoquer. Il s’'agit des margueurs
sériques. il est possible de doser la S-Adénosyl méthionine (SAM). La SAM est indispensable
a la croissance de P. jirovecii, mais il est incapable de la synthétiser. De ce fait, il consomme
la SAM présente. Le taux de SAM sanguin est donc bas en cas d’infection, puis augmente de
nouveau lors du traitement. Bien gu’intéressant, le dosage est délicat et il existe de grandes

variabilités individueltes (47).

Le Béta-D glucane, qui est un constituant de la paroi fongique, peut aussi &tre utilisé.
C’est un indicateur d’une infection fongique, mais il n'est pas spécifique de P. jirovecii. La

sensibilité est de 90 % mais 13 aussi le dosage est délicat {48).

La LDH sérigue fréquemment augmentée dans les pneumocystoses diminue en
général sous traitement. Elle n'a pas d’intérét dans le diagnostic mais son suivi peut

constituer un marqueur de succes thérapeutique {17).

4. Biologie moléculaire

L'introduction de I'amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR) a
introduit un nouveau niveau de sensibilité dans le diagnostic de la pneumocystose. La PCR a
prouvé son efficacité dans la détection de Pneumocystis dans plusieurs types de

préléevements respiratoires (39,49,50). Plusieurs technigues ont été mises au point :
- PCR dites conventionneliles ;

—~ PCR nichées qui améliorent la sensibilité. Elles sont principalement utilisées pour le

génotypage car trop sensibles pour le diagnostic ;

— PCR en temps réel quantitatives ou non pour lesquelles il existe des kits

commerciaux.
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Différents genes cibles pour les PCR diagnostiques ont été décrits. Parmi eux on retrouve :

— Genes codant pour les ARN mitochondriaux qui sont des génes multicopies, ce qui

offre une meilleur sensibilité (ex : 23SARNT),
— Génes codant pour les ARN ribosomaux {ex : 55ARNr),

— Geénes intervenant dans le cycle cellulaire (ex : cdc2 (51)).

La PCR est 100 a 1000 fois plus sensible que I'immunofluorescence, Elle permet un
meilleur rendement sur les expectorations provoguées et chez les patients

immunodéprimés.

La biologie moléculaire a considérablement amélioré le diagnostic de la pneumocystose,
mais impaose de se poser des questions sur la spécificité de la méthode pour le diagnostic de
celle-ci et de faire la différence entre infection réelle et colonisation due a une expésition
continue a P. jirovecii. Ces notions récentes de colonisation posent des problemes dans

Vinterprétation des prélévements positifs uniquement par PCR.

F. Prophylaxie et traitement

1. Traitement prophylactique

If existe deux types de traitement prophylactique : la prophylaxie primaire et la

prophylaxie secondaire.

La prophylaxie primaire s’adresse aux patients a risque et eile a pour but d’éviter la
survenue de |la pneumocystose. Elle doit, en particulier, étre envisagée dés qu’'un patient a le

taux de CD4 qui chute en dessous de 200/mm?®. Elle peut étre réalisée :

= par prise quotidienne de 1 comprimé de triméthoprime {TMP) + sulfamétoxazole
{SMX} (BACTRIM®} a la dose de 80 mg de TMP + 400 mg de SMX ou 2 la dose de 160
mg de TMP + 800 mg de SMX (BACTRIM FORTE®}(52). En cas d’intolérance, il y a une
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possibilité de prise de dapsone {DISULONE®) selon le schéma 100 mg le 1% jour, puis
50 mg/j associée éventuellement a la pyriméthamine {50 mg 1 a 3 fois par semaine)
et a lacide foliniqgue (50 mg/semaine) (52). L'utilisation de Iatovaquone
(WELLVONE®} & 1500 mg/} en 2 prises est également possibie en cas d’intolérance
(17);

» par prise 3 fois par semaine de BACTRIM FORTE® {160 mg TMP + 800 mg SMX) soit 1

comprimé tous les 2 jours {52);

* de maniére mensuelle avec des aérosols de pentamidine (PENTACARINAT®) 3 fa dose

de 300 mg par séance (52).

La prophylaxie par TMP-SMX ne protége pas seulement contre la pneumocystose
mais aussi vis-a-vis de la toxoplasmose et de certaines infections bactériennes, ce qui est
particuliérement intéressant chez les patients VIH+ Mais, des effets indésirables
apparaissant chez prés de 50 % des patients nécessitent le passage a une prise discontinue
dans 30 3 40 % des cas. Les effets indésirables sont moins fréquents avec le schéma
posologique de 3 prises par semaine (17). Les allergies sont relativement fréquentes avec le
TMP-SMX avec en particulier des réactions cutanées pouvant aller jusqu’a des syndromes de
Stevens-Johnson, Des protocoles de désensibilisation au TMP-SMX sont réalisables et

permettent parfois de réintroduire e TMP-SMX.

Les aérosols de pentamidine sont moins efficaces en particulier sur les formes
extrapulmonaires, mais ils sont bien tolérés et moins colteux que le TMP-SMX ou la

dapsone (17).

La dapsone et le TMP-SMX ne doivent pas étre proposés aux patients déficitaires en

G6PD (45).

La durée de la prophylaxie varie suivant le type de patient. Elle est en général
maintenue chez les patients ViH+ tant que leur CD4 sont <200 /mm3. Elle est en genéral de 6
mois aprés greffe de moelle osseuse et de 3 mois aprés transplantation d’organe. Des
données récentes suggérent que la durée de la prophylaxie aprés transplantation devrait

étre allongée a 6 mois (45).
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La prophylaxie secondaire s'adresse aux patients ayant déja développé une
pneumocystose. C’'est un traitement d’entretien qui permet d’éviter les rechutes, Elle se fait

selon les mémes schémas thérapeutigues que la prophylaxie primaire.

Une autre méthode de prévention est de « booster » les défenses immunitaires du
patient. En effet, on sait qu’un patient, qui a un taux de CD4 élevé, a moins de chance de
développer une pneumocystose, en particulier s’il s'agit de patients VIH+, chez lesquels la
prophylaxie pourra étre interrompue si les CD4 sont »>200/mm3 et si la charge virale est

<1000 copies/mL.

Il ne faut pas non plus négliger les mesures de prévention qui evitent ou limitent

I’'exposition a P. jirovecii (cf paragraphe : 1.B.7 Prévention de la transmission).

2. Traitement curatif :

La mise en place d’un traitement efficace est indispensable. Le médicament de choix
est, comme pour la prophylaxie, le TMP-SMX pour toutes les formes de pneumocystose, Les
avantages de ce médicament sont multiples : il est disponible en deux formes {orale et
parentérale). Sa pharmacocinétigue est bien connu et il posséde des propriétés anti-
bactériennes et a un faible co(t {17). Le TMP-5MX est administré par voie orale ou IV 3 la
dose de 15 a 20 mg/kg de TMP + 75 & 100 mg/kg de SMX par jour en 3 fois {52). La forme
parentérale doit étre privilégiée dans les formes sévéres ou chez les patients présentant des
troubles gastro-intestinaux. Les effets indésirables principaux sont les troubles digestifs et
Fapparition de rash cutané, mais aussi fievre, cytopénie, hyperkaliémie, acidose
métabolique... L'apparition d’effets indésirables est plus fréquente chez les ViH+ que chez

les autres. Le traitement dure de 14 a 21 jours suivant le type de patient.
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Comme pour le traitement prophylactique, il existe des alternatives au TMP-SMX en

cas d’allergie, d’intolérance ou d'inefficacité de celui-ci. Ces alternatives sont listées dans le

tableau 1.
Molécule Posalogie Voie d’administration  Remarque
TMP + SMX 15320 mg/kg/i+75 3100 Qrale ou Vv Premiere intention
me/kg/j en 3 prises
Pentamidine 4 mg/ke/j Intraveineuse Alternative
thérapeutigue
600 mg/jour Aérosol
Primaguine + 30 mg/j + 1800mg/jen3 Orale Alternative
Clindamycine  prises thérapeutigue
Atovaquone 1500 mg/j en 2 prises Orale Alternative

thérapeutique

Tableau 1 : Molécules utilisées dans ie traitement curatif de 1a pneumocystose.

La pentamidine était au départ utilisée dans le traitement de [a leishmaniose. Efle a la
capacité de se lier a8 FADN, mais son mécanisme d’action précis n’est pas connu. En
utilisation intraveineuse, elle provoque des effets indésirables chez 80 % des patients traités
a types d'hypotension, troubles du rythme, pancréatite, hyperkaliémie, hypocalcémie,

neutropénie...

L'efficacité de I'association primaguine + clindamycine a été vérifiée par des essais
clinigues randomisés mais le mécanisme d’action n'est pas connu (53,54). Parmi les effets
indésirables, on retrouve : rash cutané, fievre, neutropénie, troubles gastro-intestinaux et
méthémoglobinémie. La primaguine peut causer des hémolyses chez les patients atteints de

déficit en G6PD {17).

A l'origine, I'atovaguone est un antipaludigue. Des études cliniques ont montré que
I’'atovaquone est moins efficace que le TMP-SMX mais aussi efficace que la pentamidine. En
revanche, [|‘atovaguone est mieux tolérée avec quand méme des effets
indésirables possibles: rash cutané, fiévre, troubles gastro-intestinaux, perturbation du bilan

hépatique (17).
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Il existe une autre possibilité de traitement par voie parentérale: le trimétrexate
(NEUTREXIN®). C’est un inhibiteur de la DHFR, dérivé du méthotrexate, administré a la dose
de 45 mg/m*/j. Le trimétrexate est un antinéoplasique qui peut &tre utilisé dans le
traitement des pneumocystoses sévéres, a condition d’étre associé a "acide folinique afin de

limiter sa cytotoxicité. Ce médicament n’est pas disponible en France.

Dans les pneumocystoses modérées a séveres, il est également conseillé adjonction
de corticostéroides pendant les 72 premiéres heures du traitement. Des études (55,56) ont
proposé |'utilisation des corticostéroides dans le traitement de la pneumocystose et en

particulier dans les formes hypoxémiantes.

3. Résistance aux traitements

Le SMX et |a dapsone agissent sur {a dihydroptéroate synthétase (DHPS), alors que le
TMP agit sur la dihydrofolate réductase (DHFR). Le SMX est largement utilisé en tant
gu’antibactérien et les bactéries résistantes a cette molécule par mutation au niveau de la
DHPS sont courantes {22). Des mutations similaires ont été retrouvées chez P. jirovecii
suggérant I'existence de souches résistantes au SMX (57,58}, Les mutations au niveau de la
DHPS sont reliées 4 une exposition antérieure au SMX (59}). En effet, les isolats possédant
des mutations sont retrouvés chez 62 a 100 % des patients sous prophylaxie par SMX contre
11 3 47,5 % chez ceux n'en recevant pas (22). Ces mutations sont associées a des échecs de
prophylaxie (60). Des mutations au niveau de la DHFR ont également été deécouvertes chez
Pneumocystis et sont également associées a ce type d'échecs (61). L'atovaquone est un
analogue de Fubiquinone et se fixe au cytochrome b de Pneumocystis. Des mutations au
niveau de ce cytochrome b ont été détectées (62,63). Cette résistance parait étre inductible
car 30 % des souches issues de patients traités par 'atovaguone possédent ces mutations
contre 6 % chez ceux jamais exposés (64). Ces mutations sont également associées a des
échecs de prophylaxie {62). A 'heure actuelle, 'émergence de souches résistantes ne pose
pas de probléme d'impasse thérapeutique. A l'instar des bactéries, de tels problémes

pourraient émerger dans les années futures...
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G. Epidémiologie

1. Notion d’épidémiologie de base

P. jirovecii est un micro-organisme ubiquitaire signalé dans le monde entier. Des
études sérologigues ont permis de confirmer sa répartition mondiale. Malgré tout, la

répartition des génotypes varie suivant les régions géographigues (65).

Les enfants sont probablement I'hOte naturel préférentiel pour le pathogéne. En
effet, le contact avec P. jirovecii se fait dans les tous premiers mois de la vie. Ceci est
confirmé par une étude de 2001 dans laguelle les auteurs retrouvaient prés de 40 % de
prélévements positifs chez des enfants atteints de pathologies respiratoires mais en bon état
de santé genérale (46). Jusqu’a la fin des années 1980, la pneumocystose pulmonaire était
considérée comme la réactivation de kystes latents sous I'effet d'une immunosuppression,
Cette thése était confortée par des études de séroprévalence qui montraient de 66 4 100 %

d’enfants porteurs d’anticorps anti-pneumocystis a I'dge de 5 ans (66,67).

La transmission de Pneumocystis n’est pas encore complétement comprise et aucune
niche environnementale n’a été mise en évidence. La transmission par voie aérienne est la
plus probable. Des travaux de biologie moléculaire ont permis de retrouver la présence de
Pneumocystis dans l'air hospitalier, en présence ou non de patients porteurs du micro-
organisme (68-70). Dans I'étude de Choukri et al., le génome de Pneumocystis a été retrouvé
jusgu’a 3 metres d'un patient atteint, dans la chambre de celui-ci et jusqu’a 8 métres a
I'extérieur de la chambre (70). La contamination nosocomiale a partir de 'air, qui ferait de
Vair hospitalier une source environnementale, est envisageable (71) mais la transmission

inter-humaine apparait de plus en plus comme un mode de transmission préférentiel (45).

2. Notion de colonisation et de transmission inter-humaine

Les notions anciennes sur la pneumocystose humaine faisaient état de 'existence de
porteurs sains et du phénomene de réactivation. Cette théorie s’appuyait sur une

publication de Walzer datant de 1977 (72) dans laquelle il rapportait l'existence d’un
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saprophytisme du champignon au niveau pulmonaire chez les mammiféres dont 'lhomme.
De nombreuses études poriant sur la recherche de Pneumocystis dans des préléevements
nécropsiques de patients décédés de causes autres qu’une pneumocystose, mais possédant
des terrains débilités, argumentaient cette théorie (73-75). La notion de saprophytisme
s’appuyait donc sur des études realisées chez des patients a risques chez lesquels e
diagnostic de pneumocystose n'avait peut-étre pas été posé. Cette notion de porteur sain
était également confortée par des études de séroprévalence qui rapportaient des
séroconversions chez 100 % des enfants avant 'age de 2 ans et la présence d’anticorps anti-
Pneumocystis chez 95 % des 15-60 ans selon Meuwissen et af. (66) et chez 66 % des enfants
agés de 4 ans selon Pifer et al. (67). Ces données ont été réinterprétées et sont actuellement
considérées comme le reflet d’un contact avec le micro-organisme mais pas forcément de la

persistance de formes latentes {76).

Le concept de colonisation pulmonaire est apparu au debut des années 1990 avec les
travaux de Wakefield (77) et I'utilisation de la PCR pour le diagnostic de la pneumocystose.
La détection par biclogie moléculaire, en I'absence de détection microscopique chez des
patients immunodéprimeés présentant un diagnostic alternatif a la pneumocystose, a permis
d’instaurer le concept de portage asymptomatique ou colonisation pulmonaire (76). Ainsi,
un portage asymptomatigue a pu étre retrouvé chez des patients VIH+ et non VIH {78) et
chez des bronchopathes chroniques {79,80). D'autres études ont rapporté des taux de 14 %
(81) a 19 % {82) de colonisés parmi des patients immunocompétents atteints de pathologies
respiratoires. Des études ont également été réalisées chez des enfants : Pneumocystis a été
détecté dans 24,6 % des prélévements nasopharynges d’enfants atteints de bronchiolite
{83), mais aussi sur 32,3 % des préléevements autopsiques d’enfants morts décédeés en
dehors établissement de santé (84). En 2008, Morris et al. (85) ont publié une revue de la
littérature au sujet des études réalisées sur la colonisation chez différents types de patients.
Une synthése de cette revue de [a littérature est présentée dans le tableau 2. Les
pourcentages obtenus varient énormément d’une étude a I'autre {de 0 % a 100 %). Cet effet
est d0 a des populations différentes mais aussi a la technigque utilisée. Les techniques de
biologie moléculaire sont beaucoup plus sensibles que les techniques classiques et
permettent donc de détecter plus de porteurs. De plus, de nouvelles technigues de PCR en

temps réel améliorent encore la sensibilité. Ceci pourrait expliquer, en partie, les variations
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énormes entre les pourcentages décrits dans les différentes publications. Toutefais, il est
possible de noter des pourcentages plus importants pour les patients atteints de pathologies

respiratoires (immunodéprimés ou non) de méme gue chez les enfants.

Tvpe de patient Sous-population Nombre d'études Pourcentage de colonisation
Enfants _ Avec pathologies respiratoires 4 159%a32%
Enfants - - o o Mort subite du nourrisson - 2 ) 9,4%313,9%
Enfénts L B Mort de céuse.s diverses '4_ | 17,3%a100% .
Adultes ' Immunocompétents . o 7 0%a20%
Adultes. - . tmmunodéprimeés ViH - _ 4 155% 458,8%
Adultes avec pathologies pu.lmonairés Mucoviscidose . ' 3 0%a216%
Adultes avec pathologies pulmonaires  Maladie pulmonaire primaire 4 2,6%a353%
Adultes avec pathologies pulmonaires  BPCO ou bronchite chronigue 5 10%a54,9%
Adultes VIH + VIH + . . 3 10%443,8%
AdultesVIH+. . Hospitalisés | .' o 1 _ 0%
AduftesVIH+ - . - Mort de causes autres que p.neumocystose . 1. . : 46,2 %

Aduftes VIH + _ - Ave symptomatologie res#iratoire .3 o | 288%368,8%

Tableau 2 : Variation des pourcentages de colonisation selon les populations étudiées et les études. Synthése
réalisée d’aprés une revue de la fittérature de Morris et ol. (85).

La guestion de la durée de colonisation est également sans réponse a 'heure
actuelle. En revanche, on sait que la colonisation par P. jirovecii induit un contexte
inflammatoire chronigue au niveau du poumon, ce qui pourrait favoriser d’autres atteintes
pulmonaires, en particulier chez les patients BPCO qui font partie des patients les plus

colonisés {86).

Une étude récente, publiée en février 2010, réalisée sur des prélevements d’autopsie
de personnes décédées dans la rue (de cause violente ou non violente), rapporte 64,9 % des
personnes colonisées (87). Ceci représente une prévalence importante dans la population

générale qui pourrait agir comme réservoir du champignon.
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Cette prévalence importante permet d’envisager le portage chez les personnels des
établissements de santé. Une étude publiée en 2001, s’est intéressée a la détection de
Pneumaocystis chez le personnel soignant s'occupant de patients atteints de pneumocystose
(88). Les résultats de cette étude suggérent une circulation complexe de P. jirovecii entre
immunodéprimés et immunocompétents. La transmission inter-humaine par voie aérienne

semble envisageable avec deux voies de transmission possible :
— d’un patient immunodéprime infecté vers un individu immunodéprimé susceptible ;

— d’'un patient immunodéprimé infecté vers un individu immunocompétent apres un

contact rapproché.

On peut également s'interroger sur la transmission a partir d'un individu
immunocompétent colonisé vers un individu immunodéprimé susceptible. La démonstration
de cette transmission a déja été faite chez la souris {89). Méme si les concentrations de
microorganismes ne sont probablement pas equivalentes chez un colonisé que chez un
infecté, cette possibilité pourrait impliquer la contamination d’un patient par I'intermédiaire
d’'un personnel soignant colonisé. Cette notion pourrait constituer un autre type de
contamination nosocomiale et renforce la nécessité de mesures de prévention dans les

établissements de santé.
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H. Prévention de la transmission

La transmission de Pneumocystis a été démontrée de maniére expérimentale chez les
animaux (90). Cependant, il y a quelgues années encore, les recommandations de
prévention des infections nosocomiales ne préconisaient pas l'isolement des patients
atteints de pneumocystose. Les données sur la transmission inter-humaine étaient jugées
peu convaincantes et I'idée d’une réactivation d’'une infection latente était encore trés
présente dans les esprits. Les avancées de la biologie moléculaire de méme que [a
description dans la littérature de survenue de cas groupés de pneumocystose dans des
établissements de santé en particulier chez des patients transplantés rénaux ont écarté de
plus en plus la thése de la réactivation (32,91). De plus, grace aux nouvelles techniques,
'ADN de Pneumocystis a pu étre mis en évidence dans Fair mais aussi chez des individus
asymptomatigues. On sait maintenant gu’en plus de la transmission d’un patient atteint vers
un autre patient immunodéprimé, il est possible d’avoir un portage asymptomatique chez le
personnel soignant. Devant toutes ces nouvelles données, le CDC Hospital Infection Control
Practice Advisory Commitee (92) recommande seulement d’éviter i"hospitalisation d’un
patient atteint de pneumocystose dans un service hébergeant des immunodéprimés.
Certains auteurs, rapportant des cas groupés de pneumocystose recommandent le port de
masque chez les patients atteints (93). En France, il est recommandé la mise en place d’un
isolement de type « gouttelettes » autour des patients atteints de pneumocystose (94). Les
précautions « gouttelettes » sont mises en place pour tout patient atteint d’une pathologie
pouvant étre transmise par 'intermédiaire de particules d’une taille supérieure a 5 um. A ce

jour, ces mesures comprennent :
= |isolement en chambre seule;

* |e port d'un masque chirurgical pour le personnel intervenant autour du lit du
P

malade ;

= |3 limitation des déplacements et le port du masque par le patient lorsqu’il quitte la

chambre.

Ces précautions sont a mettre en place en complément des précautions « standard »

applicables par tout soignant pour tout patient, quel que soit son statut infectieux.
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I. Génotypage de P. jirovecii

Le génotypage est un ensemble de techniques visant a étudier les variations
génétiques de certains fragments d’ADN prédéterminés. Il existe des technigues de
génotypage pour la plupart des organismes vivants. La plupart du temps, ces techniques
sont utilisées afin d’'étudier des diversités génétiques, de relier des espéces entre elles et de
réaliser de la phylogénie. Pour P. jirovecii, des technigques de génotypage ont été mises au
point afin de déterminer des sous-groupes {génotypes ou haplotypes) au sein de {'espéce.
Ces génotypes ont principalement un intérét épidémiologique : étude de la répartition

géographique ou dans le cadre d’investigation de cas groupés.

1. Méthodes de génotypage

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été mises au point pour le
génotypage de P. jirovecii. Ces techniques ont des cibles différentes. Les génes cibles
utilisées sont moins spécifiques et plus polymorphes que ceux utilisés pour ies PCR

diagnostigues :
— Internal Transcribed Spacer {(ITS1 et ITS2) {85) ;
~ Locus de la dihydroptéroate synthétase (DHPS) (96) ;
— Geéne de la B-tubuline (97).
Dans la littérature, on peut retrouver différentes méthodes de génotypage :

— Séquencage d’'un géne prédéterminé, précédé ou non d'une étape de clonage dans
un vecteur, exemple séquengage ITS qui permet par la suite de déterminer un

génotype (95);

— MLST : Multi Locus DNA Sequence Typing qui est un séquengage de plusieurs genes

suivi d’'une comparaison des séquences (98) ;

—  SSCP : Single-Strand Comformation Polymorphism qui est une méthode proche du

MLST (99) ;
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— RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism. Cette méthode n’est pas trés
répandue. Elle est basée sur la restriction enzymatique d’un fragment amplifié suivi
d’une migration sur gel. Les profils obtenus sont ensuite comparés a |'aide d'une

application informatique (100).

2. Génotypage des ITS

En 1994, une publication de Lu et al. (101) proposait un typage de P. jirovecii par
analyse des ITS du géne codant pour les ARNr (figure 3) dans des préléevements d’origine
humaine. Cette analyse a abouti a la description de 4 types parmi les 15 patients testés. Le
typage était effectué en fonction de la séquence de la région ITS 1 et ITS2. Les auteurs

décrivent 2 séquences différentes pour ITS 1 (A et B) et 3 différentes pour ITS 2 (a, b et c).

163pb 158 pb 182 pb

Figure 3 : Représentation schématique du géne des ARNr. En rose : les ITS.

En 1996, Tsolaki et al. (95) évoquaient également la diversité génétique de la région
des ITS. Dans deux publications de 1998 et 1999 (102,103), ils utilisent, de maniere plus
précise, ces variations comme méthode de typage de Pneumocystis. Dans une étude portant
sur des préléevements oropharyngés provenant de patients sidéens atteints de
pneumocystose, les échantillons positifs ont été typés par analyse des variations dans la
séquence de la région des ITS. Cette étude aboutit également a la description de types en
fonction de la séquence de la région ITS 1 (5 types) et ITS2 (9 types) (103). Une numérotation
des différents types est créée : la premiére lettre en majuscule correspond au type ITS 1 et la
deuxiéme en minuscule au type ITS 2 (exemple : Bjas). Une publication de Lee de 1998 (104)
propose également une étude des génotypes avec une description beaucoup plus étendue
du nombre de sous types : avec 15 types ITS 1 et 14 types ITS 2. Il propose également une
nomenclature sur le méme principe, sans chiffre en indice, avec les types ITS 1 de Aa O et
les types ITS 2 de a a n (exemple : type Ab ou Eg). Les génotypes ainsi obtenus sont parfois

dénommés haplotypes dans certaines publications (105,106).
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Une étude récente décrit un nouveau type ITS 1 SYD1 ainsi que de nouveaux types
ITS 2 syd2, syd3 et syd4 (105) mais il est possible que d’autres nouveaux génotypes soient

décrits du fait de la variabilité génétique de la région des ITS.

Une publication de 2003 donne une idée des génotypes prépondérants en France
(107). Cette étude réalisée sur 17 patients (6 colonisés et 11 infectés) retrouve 35,3 % de

génotype Ne, suivi par le génotype Eg (29,5 %) puis le Gg (17,6 %).

Dans la littérature, on retrouve également des données sur le grand polymorphisme
de la région ITS qui serait lié a I'instabilité intrinséque de cette région {108). Le taux moyen
de substitution de la région ITS est de 1,4 +/- 1,3 x 10°® substitutions par site et par année
{109). Un changement a cette fréquence ne pose pas de probléme dans 'utilisation des

génotypes ITS pour des études génétiques (96).

3. Signification clinique des génotypes de P. jirovecii

La question de la corrélation entre génotypes et caractéristigues phénotypigues des
souches est actueliement un axe de recherche. Par exemple, il est connu gue les mutants
DHPS sont associés a une résistance aux sulfamides. Concernant une association entre ces
génotypes et des facteurs de pathogénicité, les données sont contradictoires. Une étude a
démontré une corrélation entre le génotype Ai et le développement d’une maladie modérée
a sévére alors gue le génotype Ne serait associé a une maladie moins grave (110). Au
Portugal, une étude a également montré que Ne serait associé a une pathologie peu grave
(111). Parmi les cas décrit par Van Hal et af., 3 types Ne étaient associés & des pathologies
graves et le nouveau génotype Isyd2 associé a des pathologies moins séveres {105). Ces
données sont contradictoires et sont hasées sur de faibles nombres de patients. Il n’existe

pas de données sur une association entre un génotype et des souches possédant un pouvoir

épidémiogéne particulier.
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llI.Revue de la littérature des cas groupés de pneumocystose

Dans la littérature, on retrouve de nombreux rapports de cas de pneumocystose chez
des patients avec ou sans co-morbidités. Les descriptions de cas groupés de pneumocystose
sont moins frégquentes, mais des épisodes sont réguliérement rapportés. Ces publications
concernent essentiellement des transplantés rénaux mais aussi des patients d’hématologie.

Les autres types de transplantés semblent moins concernés par cette pathologie...

Les publications rapportant des épidémies hors transplantés rénaux sont répertoriées
dans le tableau 3. Ces cas groupés concernent plus particulierement des patients atteints de
pathologies hématologiques. La premiére publication retrouvée rapportait 2 cas de
pneumocystose chez des patients atteints de leucémies aigués. Au cours de cet épisode, les
auteurs évoquaient déja Fhypothése d’'une transmission entre les 2 patients. Les deux
études suivantes (112,113) n’avaient pas le support de la biologie moléculaire mais

envisageaient 'hypothése d’'une transmission interhumaine nosocomiaie.

Les trois études suivantes (114-116) utilisent des techniques de génotypage mais les
auteurs ne se prononcent pas en faveur d’une transmission interhumaine. Ces trois études
concernaient des patients d’hématologie et de transplantation rénale, mais les deux
derniéres rapportaient également des cas groupés parmi des patients VIH+. La description
d’'épidémie chez des patients VIH+ hospitalisés est rare. On ne retrouve pas non plus dans la

littérature de description de cas groupés chez des transplantés d’organe hors greffe rénale.

Une étude trés récente de 2010 rapporte des cas groupés de pneumocystose chez un
nouveau type de patients: les patients atteints de rhumatismes inflammatoires. Les
traitements ont beaucoup évolué dans ce domaine et peuvent maintenant provoquer une

immunodépression sévére chez ces patients qui deviennent ainsi des hétes susceptibles.
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Les publications rapportant des épidémies chez les transplantés rénaux sont
répertoriées dans le tableau 4. La premiére publication évoquant des cas groupés de
pneumocystose chez des transplantés rénaux remonte a 1984 (119). Dans cet article,
Hardy et al. rapportait 14 cas en 19 mois chez les 156 greffés rénaux suivis dans
I'établissement. Des investigations épidémiologiques ont été menées, mais elles n'ont pas
permis aux auteurs d’envisager une diffusion nosocomiale ou une transmission inter patient.
L'étude cas-témoins réalisée a montré une immunosuppression plus importante chez les cas
que chez les témoins. l'instauration d’une prophylaxie par TMP-SMX avait permis de stopper

'épidémie.

Au début des années 1990, trois publications de Bensousan et af. {120}., Chave et al.
(121) et Hennequin et al. (122). faisaient état de cas groupés parmi les transplantés rénaux.
Ces articles rapportaient des épisodes respectivement de 10, 5 et 7 cas. La biologie
moléculaire n’a pas été utilisée dans ces études (trop anciennes), mais les deux premiers
auteurs ont toutefois évoqué la possibilité d’'une transmission inter patient, alors que
Hennequin et al. (122) préconisaient I'utilisation des techniques de typage moléculaire avant
de conclure. A noter la publication de Chave et af. {121) qui évoquait la contamination d’un

greffé rénal par un patient ViH+ atteint de pneumocystose.

Les premiéres études utilisant le typage moléculaire ont été publiées au début des
années 2000. Sefon les articles, différentes méthodes de génotypage sont décrites, avec
différentes techniques mais aussi différents génes cibles. La cible de typage la plus
fréquemment utilisée est le locus ITS, par différentes méthodes : séquengage seul {32,91),
MLST (93,98) ou SSCP {99). Le séquencage seul du géne codant pour la DHPS (116) et le
géne mt LSU RNA 85 (115) est également utilisé. Ces études aboutissaient, pour la majorité,
a la méme conclusion. Seul Olson et al. en 2001 (115), avec une méthode de séquengage de
mt LSU RNA 85, se pronongaient en faveur d'une transmission inter-humaine non
prédominantg. Dans les autres publications, les auteurs attribuaient les cas groupes a un
génotype prédominant et donc a une source commune de contamination des différents
patients. Ces données renforcent les hypothéses de transmission nosocomiale inter patients
de la maladie. Le génotypage de Pneumocystis a permis de relier entre eux des cas de
pheumocystose survenus dans des services de transplantés rénaux sur des périodes

relativement courtes. Seules les études les plus récentes évoquent la transmission

41



interhumaine comme mode principal de contamination dans ce genre d’epidémies méme si
certaines n'excluent pas complétement une source environnementale commune plutdt

d’origine nosocomiale.

Toutes ces études montrent I'intérét de la mise en place de mesures barriéres face a un
patient atteint de pneumocystose en particulier s'it est hospitalisé dans un service accueillant des

patients immunadeéprimeés.
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IV.Pneumocystis et transplantation rénale

Le rein a été le premier organe transplanté avec succes chez 'homme et cette
intervention est aujourd’hui associée a un taux élevé de réussite. La transplantation rénale
libére les patients de la nécessité d’une dialyse, mais le processus de sélection d'un rein
adapté a la transplantation pour un patient donné est complexe. Méme en cas de
compatibilité parfaite, le maintien du greffon ne peut étre garanti a vie chez un patient. De
ce fait, les patients transplantés doivent prendre des traitements immunosuppresseurs afin
d’éviter le rejet du rein transplanté. Ces médicaments, comme tout traitement
immunomodulateur, provoquent une immunodépression chez les patients qui les rend plus
susceptibles aux infections. Les patients transplantés doivent prendre ces traitements

médicamenteux a vie, ou tant que le greffon reste fonctionnel.

A. Pneumocystose et transplantation d’organe

ta pneumocystose est une pathologie connue depuis longtemps pour son impact
chez les transplantés d’organe. D’anciens rapports établis avant ['introduction de la
prophylaxie décrivent les taux d’attaque les plus importants chez les transplantés de
poumon ou ceeur-poumon avec des incidences atlant de 10 a 40 %. Chez les transplantés de
foie et de rein I'incidence était moins importante de 2 a 10-15 % {124). Ces taux ont
fortement diminué depuis l'introduction de la prophylaxie en post-greffe et une utilisation

un peu moins intensive des corticostéroides (125).

B. Immunosuppression en transplantation rénale

Les deux contraintes majeures en transplantation rénale sont d’éviter les épisodes de
rejet aigu du greffon et de limiter les effets secondaires des immunosuppresseurs. Chaque
épisode de rejet présente un facteur de risque majeur de perte du greffon. Le risque de rejet
est plus élevé durant les trois premiers mois suivant la greffe et maximal durant {e premier
mois. Une période d’induction avec une immunosuppression forte est nécessaire durant
cette période. A ce moment, les patients sont donc particuliérement sensibles aux
infections. Dans la majorité des cas, la pneumocystose survient dans les 3 a 6 mois post-
transplantation (119,126,127). C'est pourquoi, une prophylaxie est recommandée durant les

6 premiers mois de la greffe (128,129).
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Parmi les immunosuppresseurs les plus utilisés en transplantation rénale, on retrouve
les inhibiteurs de la calcineurine {ciclosporine et tacrolimus). lls sont utilisés en temps
qu'immunaosuppresseur principal. lls inhibent la transcription des genes des cytokines. Les
inhibiteurs de la calcineurine présentent la particularité d’étre néphrotoxiques et donc de

poser des problémes lors de feur utilisation.

Le sirolimus agit également sur les génes des cytokines mais en inhibant la mTOR
(mamalian target of rapamycin). Il ne présente pas la néphrotoxicité de la ciclosporine et du

tacrolimus.

Il existe également des inhibiteurs de la synthése des purines (azathioprine et
mycophénolate mofétil (MMF), des anticorps antilymphocytaires (OKT3 et ATG), des
anticorps antirécepteurs a linterleukine-2 (daclizumab et basiliximab) qui sont plus

spécifiques que les anticorps antilymphocytaires.

'usage associé des corticostéroides reste toujours incontournable malgré leurs trés

nombreux effets secondaires.

C. Facteurs de risques

1. Thérapeutigues immunosuppressives

Les risques de pneumocystose augmentent avec l'intensité de I'immunosuppression.
Dans un établissement, 'incidence de la pneumocystose était passée de 3 % quand les
patients étaient traités par azathioprine, & 9 % quand ils sont passés a la ciclosporine {(119).
Dans une autre étude, I'incidence était de 1 % chez les patients traités par ciclosporine et de

14 % chez ceux traités par tacrolimus (127).

Le sirolimus aurait, lui aussi, tendance 2 potentialiser le risque de pneumocystose
(130,131). If a également la particularité d’étre associé a des pneumopathies interstitielles

qui peuvent étre confondues ou coexister avec une pneumocystose (132).

A contrario, le MMF avait montré des effets protecteurs contre Pneumocystis chez un

modéle murin (133) probablement dG a sa capacité a se lier a I'inosine monophosphate
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deshydrogénase de Pneumocystis {134). Des études cliniques semblaient confirmer cette
hypothése (135-137). Mais dans une étude cas-témoins de 2009, le traitement par MMF est

significativement associé a un risque prédictif de pneumocystose (123).

Une analyse rétrospective réalisée chez des patients non VIH retrouvait un
traitement par corticostéroides dans plus de 90 % des cas. Les doses et durées médianes

retrouvées étaient de 30 mg/j de prednisone pendant plus de 12 semaines (138).

2. Facteurs cliniques

Le traitement des épisodes de rejet apparait comme étant un facteur de risque
évident du fait de ia nécessité d’une intensification de I'immunosuppression. Dans une étude
cas-témoin le traitement pour un, deux ou trois et plus épisodes de rejet augmentait le
risque de pneumocystose de 2, 5 et 10 % respectivement comparé aux patients non traités

{139).

x

Les infections a CMV se produisent fréguemment en méme temps gu'une
pneumocystose (119,139,140}, Il semblerait gque ces co-infections soient principalement le
reflet d’un état d’immunodépression sévere, mais certains pensent qu’il pourrait aussi s’agir
de Veffet immunosuppresseur intrinseque du CMV {139). Dans une autre étude le risque
relatif de pneumocystose pour 0, 1 ou 2 et plus episodes de CMV était de 1, 2,32 et 13
respectivement (141). Dans cette méme étude, la tuberculose, les infections puimonaires

bactériennes et 'hépatite C sont également décrit comme des co-facteurs {141).

l'association pneumocystose-taux de CD4 <« 200/mm?® est un phénoméne connu
depuis de nombreuses années chez les patients ViH+ (142). Cette association a également

été décrite chez les transplantés rénaux (143).
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Deuxieme partie :

Cas groupés de pneumocystose dans un

service de Néphrologie

47



. Alerte

L'alerte a été donnée au mois de septembre 2009 devant une recrudescence des cas
de pneumocystose dans le service de néphrologie du CHU de Limoges chez des transplantés

rénaux.

En effet, au cours de I'été 2009, quatre cas ont été dénombrés, dont deux pour le
mois d’ao(t. Les cliniciens du service avaient remarqué gue cette pathologie; rarissime
auparavant, était en recrudescence chez leurs patients. Sept patients avaient développé la
pathologie depuis le début de Fannée 2009. En fait, I'épidémie avait débuté depuis mai 2008
avec 3 cas. Un cas a également été retrouveé a la fin de I'année 2007. Ce patient constitue le
patient 0 de cet épisode. Entre septembre 2009 et février 2010, trois nouveaux cas
viendront compléter la liste. Au total, cet épisode a concerné 15 patients, dont 14

transplantés rénaux sur une période de 29 mois (novembre 2007 a février 2010).

Il. Investigation

Suite a cette alerte, les investigations ont eu plusieurs orientations:
épidémiologique, mycologique et génotypique. La premiére étape a consisté en la
vérification de la réalité de cette recrudescence en réalisant une enquéte rétrospective des
cas de pneumocystose au CHU de Limoges et plus particulierement dans le service de
néphrologie. La deuxieme étape a été de s'intéresser aux patients atteints de la maladie :
une définition d’un cas a été instaurée et une analyse des caractéristiques des patients a été
réalisée. Ces patients étant trés souvent a |'hdpital, une analyse approfondie de leurs
différents séjours a été réalisée afin de déterminer s'il existait des liens entre eux. Par la
suite, la guestion d'une enguéte environnementale s’est posée mais n’a pas abouti du fait
d’un manque de matériel adapté. En effet, la recherche de P. jirovecii dans |’environnement
se fait & partir de prélévement d’air réalisé a I'aide d’un collecteur d’air spécial (Coriolis de
chez Bertin} qui concentre le préléevement dans un liquide a partir duguel 'ADN peut étre
extrait et une PCR réalisée. Malheureusement, cet appareil n‘est pas en la possession de

"unité d’hygiene. La recherche de portage chez le personnel soignant a également été
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envisagée, Cette recherche doit, de préférence, se faire lors de I'hospitalisation d’un patient
atteint et apres Falerte le port de masque étant recommandé, cette recherche navait plus
d’intérét. De plus, les quantités d’ADN recueillies dans I'environnement et dans les cas de
portage sont souvent insuffisantes pour poursuivre les investigations (exemple:
génotypage). Les ADN extraits des préléevements de patients ayant été conservés, un

génotypage des souches des patients a pu étre réalisé.

IH. Matériels et méthodes

A. Contexte

Le centre hospitalier universitaire de Limoges compte enviren 2000 lits, répartis sur
deux sites et cing hopitaux {Hopital Dupuytren, Hopital Mere-Enfant, Hopital Le Cluzeau,

Hépital Jean Rebeyrol et Hpital Dr Chastaingt).

Le service de néphrologie se situe au guatriéme étage de Fhbpital Dupuytren qui est
le batiment principal. Le service comprend 19 lits d’hospitalisation traditionnelle, 5 lits de
soins intensifs dont 2 chambres adaptées aux greffés rénaux en post-greffe, 3 lits de dialyse
et 2 piéces réservées a 'hopital de jour. La file active de transplantés rénaux suivis dans le
service était de 495 patients au 22/04/2010. Ce service travaille en étroite collaboration avec
e service d’hémodialyse qui se situe dans une annexe de I'hdpital Dupuytren. Cest
également dans cette annexe que se déroulent les consultations externes des transplantés

rénaux et de néphrologie.

Le secteur des consultations externes dispose d’une salle d’attente commune aux
greffés et aux autres patients suivis dans le service ; une salle de prélévement ; 2 bureaux de
consultation et une saile de restauration. Les consultations des greffés sont programmées le
matin et plusieurs patients sont convoqués le méme jour. ll n'est pas rare que deux patients
soient regus en méme temps dans la salle de prélevement. Apres la réalisation du bifan
biologique, ils se retrouvent dans [a salle de restauration ol leur est servi un petit déjeuner.

Cette salle est de petite taille et peu aérée. Les patients convoqués un méme jour s’y
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retrouvent mais n'y croisent pas les autres patients venus en consultation contrairement a la

salle d’attente.

B. Génotypage des séquences ITS

Cette méthode sera celle utilisée dans la suite du travail pour la détermination des
génotypes des souches des patients de cet épisode de cas groupés. Cette technique n'a pas
été mise au point au laboratoire. Le protocole nous a été fourni par le Professeur Gilles
Nevez du CHU de Brest qui avait déja utilisé cette technique pour plusieurs publications, en
se basant sur la méthode décrite par Tsolaki et af. {103). Ce protocole a été suivi, a
I'exception de la Hot start Tag polymérase qui a été remplacée par une Taq polymérase

classique.

Les séquences ITS ont d'abord été amplifiées par une réaction de PCR nichée

ou nested PCR, puis séquencées.

a) Réaction de PCR nichée

Une réaction de nested PCR a été réalisée selon les conditions réactionnelles décrites

par Tsolaki et al.(102) avec une modification de la durée d’extension de la PCR interne.
Les amorces utilisées sont spécifiques de P.jirovecii :

- NI18SF (5'-GGT CTT CGG ACT GGC AGC-3') et N26SRX (5'-TTA CTA AGG GAA TCC TTIG
TTA-3') sont les amorces utilisées pour fa PCR externe.

- ITS F3 (5'-CTG CGG AAG GAT CAT TAG AAA-3') et ITS 2 R3 (5'-GAT TTG AGA TTA AAA
TTCTTG-3') sont les amorces utilisées pour la PCR interne.

L'amplicon obtenu a une taille de 517 paires de bases (pb).
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(1) Réaction de PCR externe

Elle a été réalisée dans un volume final de 50 ulL. Le mélange réactionnel comprenait :

- les amorces N18SF et N265RX 2 la concentration finale de 1 pM chacune ;

- 1 unité de Tag DNA Polymérase {New England Biolabs} ;

- des désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP} a la concentration finale de 0,2 mM
chacun ;

- du MgCl;  la concentration finale de 3 mM ;

- 5l de tampon de réaction ;

- 10 puL I’ADN extrait ;

- et de I'eau pour préparation injectable pour compléter le volume a 50 ul.

La PCR a été réalisée sur ie thermocycleur GeneAmp PCR System 2700 (Applied

Biosystems) et comprenait les étapes suivantes :
- 1 cycle de dénaturation de 5 mina 94°C
* une dénaturation a 94°C pendant 1 min 30
* une hybridation a 55°C pendant 1 min 30 40 cycles
* une extension a 72°C pendant 2 min

- puis une extension a 72° € pendant 7 min.

{2) Réaction de PCR interne

Elle a été réalisée dans un volume final de 50 ul. Le mélange réactionnel comprenait :

- les amorces |TS F3 et ITS 2 R3 a la concentration finale de 1 uM chacune ;
- 1unité de Tag DNA Polymérase (New England Biolabs} ;

- {es dNTP a la concentration finale de 0,2 mM chacun ;

- du MgCl; a la concentration finale de 3 mM ;

- 5 uldetampon 5X;

- 1,5 ul du produit de PCR externe ;

- de l'eau pour préparation injectable pour compléter le volume a 50 ul.
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Pour chague échantillon, {a PCR interne a été réalisée 2 fois, soit au final 100ul de

produit de PCR interne.
l.a PCR a été réalisée sur le méme thermocycleur et comprenait les étapes suivantes :
- 1 cycle de dénaturation 5 min, 94°C
* une dénaturation a 94°C pendant 1 min 30
* une hybridation a 55°C pendant 1 min 30 35 cycles

* une extension & 72°C pendant 5 min
au lieu de 2 min dans le protocole décrit par Tsolaki et al.

- puis une extension a 72°C pendant 7 min.

Dans le protocole fourni par le Pr Gilles Nevez, la réaction de PCR était suivie d’une
réaction de clonage avant le séquencgage. Cette étape permet d’améliorer la sensibilité de la
technigue en augmentant la quantité d’ADN et de détecter des infections mixtes. Cette

étape n’a pas été utilisée pour ce travail.

b} Révélation des produits d’amplification

Cing microlitres de chacun des produits de la réaction de PCR interne ont été révéiés
par électrophorése en gel d’agarose a 1,5 % en tampon Tris Borate EDTA {TBE, Sigma). Le gel
a ensuite été plongé 20 minutes dans un bain de bromure d’éthidium a une concentration
de 1 ug/mL, Aprées ringage a {"eau distillée, le gel a été exposé aux rayons UV pour mettre en
évidence les bandes recherchées par comparaison a un témoin de poids moléculaire {123 bp

DNA ladder®, Invitrogen, life technologies). La taille attendue du fragment était de 517 pb.

Les produits de PCR ont ensuite été purifiés a 'aide du kit Powerprep Express PCR

purification kit {Marligen Biosciences).
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c) PCR de séquence

Par la suite une PCR de séquence a été réalisée avec les amorces utilisées pour la
PCR interne. Le mélange réactionnel comprenait :

- 2 pmol d’une seule amorce (sens ou anti-sens} ;

- 4 pb d’ADN amplifié ;

- 2,5 pl de Big Dye (Mix Applied Biosystems , Foster-City, USA) qui contient les dNTP,

les ddNTP, I'enzyme ;

- 2 pL de tampon.

La PCR a été réalisée toujours a F'aide du méme thermocycleur avec le programme suivant:
* Dénaturation 10 s a 96°C
* Hybridation 5 s a 50°C 25 cycles

* Elongation 4 min a 60°C

Les produits de PCR obtenus ont ensuite été purifiés par une technigue de purification a
I’éthanol en plaque. Les échantilions ont été transférés dans une plague de séquengage. Le
mélange suivant a été réalisé pour un puit :

Acétate de sodium 3M 1l
EDTA 125mM 1pub
Ethanol 95% glacial 50 ut
Total 52 L

Par la suite les différentes étapes ont été réalisées :
- Recouvrir et mélanger par retournement pendant 15 secondes ;
- Laisser 15 minutes sur la paillasse & 'abri de la lumiére ;
- Centrifuger pendant 30 minutes 2 3300 rpm & 15°C;
- Jeter le surnageant en retournant brusquement la plaque une fois (projette) ;

- Centrifuger briévement la plague retournée sur un papier absorbant préalablement
changé : 1 minute a 2000 rpm.
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Laver le culot avec 50 ul d’éthanol a 70 % glacial, fait du jour méme :
- Centrifuger pendant 15 minutes a 3300 rpm a 15°C;
- Jeter le surnageant en retournant brusquement la plaque une fois {projette) ;

- Centrifuger bridvement la plaque retournée sur un papier absorbant préalablement
changé : 1 minute a 1000 rpm {permet d’éliminer les traces résiduelles d’éthanol) ;

- laisser sécher 5 minutes sur la paillasse ;

Reprendre le résidu avec 15 ul de formamide :

- Incuber 3 minutes exactement a 95°C (dans le thermocycleur) ;
- Placer immédiatement les tubes dans la glace et laisser 3 minutes ;

- Vortexer et centrifuger bridvement.

d) Analyse des séquences

Les séguences obtenus ont été vérifiées puis alignées a la séquence consensus
décrite par Lee et al. (104) qui sert de base au génotypage. Aprés analyse et comparaison
des séguences obtenues, le génotype a été déterminé a l'aide de la publication de Lu et al.
(101) et aussi celle de Van Hall et al. (105) décrivant de nouveaux génotypes. Les séquences
ont &té alignees grace au logiciel ClustalW2 (EMBL-EBI). A partir des séquences alignées un
arbre phylogénétique a pu étre construit, toujours a l'aide du méme logiciel. Le
phylogramme a été obtenu en utilisant la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with arithmetic Average) en laissant les parametre par défaut. Cet arbre sert essentieflement

a illustrer le résultat du génotypage.
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C. Enquéte épidemiologique

1. Données microbiologiques

Les données pour I'enguéte mycologique rétrospective ont été obtenues a partir du
fogiciel de gestion du laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Glims® (MIPS, Belgigue). Les
données antérieures a 2006 ont été obtenues a partir des cahiers du laboratoire de

Parasitologie-Mycologie.

2. Données cliniques

Les données cliniques des patients ont été récupérées a l'aide du dossier patient
informatisé et/ou du dossier papier. Toutes ces données ont été saisies dans un tableur
Excel gui a également servi a réaliser une analyse statistigue descriptive de la population de

I'étude.

3. Données administratives

Les codes postaux des patients ont été retrouvés a partir des dossiers. Les données
concernant les passages des patients dans le CHU ont été extraites du systeme de gestion
des mouvements centralisés. Ces données ont également été saisies dans un tableur Excel

qui a permis la construction d’un tableau synoptique.
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IV. Résultats

A. Enquéte rétrospective : Pneumocystose au CHU de Limoges
1. Evolution du diagnostic

La recherche de P. jirovecii {anciennement P. carinii) est effectuée depuis plus de 25
années par le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Limoges. La recherche se
fait par examen direct aprés coloration de May-Grunvald-Giemsa (MGG) et par une
technique d’immunofiuorescence {Monofluo Kit P. jirovecii® de chez Bio-Rad). La technique
de PCR a été mise au point en 2000 et est utilisée en routine depuis cette date, en plus des 2
autres techniques. Le géne cible de cette PCR est mt LSU RNA. Une PCR en temps réel

quantitative est en cours de mise au point au laboratoire.

Une étude sur 'apport de la PCR a été réalisée par le laboratoire entre 2000 et 2005 :
41 prélevements avaient été retrouvés positifs. Ces prélevements concernaient 34 patients.
Parmi eux, 19 étaient positifs uniguement par PCR, les deux autres méthodes diagnostiques
étant négatives. Pour ces prélévements, le diagnostic de pneumocystose a été retenu pour
14 d'entre eux {12 patients). Pour les 5 autres préeléevements, les diagnostics d'infection
fongique, pneumopathie bactérienne et insuffisance respiratoire ont été retenus. Sur cette
période de 5 ans, la PCR avait permis d’'étiqueter une pneumopathie chez 12 patients pour
lesquels les technigues de diagnostics classiques étaient négatives. La plus grande sensibilité
de la technique implique que le résultat soit confronté a la clinique avant de poser le

diagnostic.

Le nombre de demandes de recherche de P. jirovecii est stable au cours du temps et

se situe autour de 150 demandes par an.
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2. L’évolution du nombre de cas de pneumocystose

Le nombre de cas de pneumocystose détectée au laboratoire a été analysé. Les
données de laboratoire ont permis de remonter jusqu’a 1987 et de retrouver 171
prélévements positifs au CHU de Limoges (figure 4). Ce schéma permet de visualiser
I’évolution du nombre de cas au cours du temps au CHU. Le nombre de cas retrouvés chaque
année est trés variable : de 1 en 1997, 1999 et 2000 a 22 cas en 2009 pendant I'épidémie

dans le service de néphrologie.

19 . Prélévements positifs pour P. jirovecii

Figure 4 : Evolution du nombre de prélévements positifs pour P. jirovecii au CHU de Limoges entre 1987 et
2010.

La courbe épidémique réalisée depuis 1987 (figure 5), répertoriant les cas dans le
service de néphrologie, permet de confirmer un pic de cas de pneumocystose, ce qui

confirme que l'on est bien en présence d’un phénomeéne épidémique.
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B. Les patients

1. Définition d’un cas

Un cas a été défini comme tout patient suivi dans le service de néphrologie ayant un

prélévement respiratoire positif a P. jirovecii, associé & une clinique évocatrice.

2. Descriptions des cas

Les caractéristiques générales des patients sont regroupées dans le tableau 5.
Patient 0 (B-B}

Ce patient est {e premier de la série a avoir développé une pneumocystose en néphrologie.
Ce patient a été greffé des suites d’une hyalinose segmentaire et focale le 11/04/2005. |l a
éte hospitalisé le 4 novembre 2007 pour figvre prolongée et toux séche évoluant depuis 5
jours. Le jour de son hospitalisation, son traitement anti-rejet était a base de mycophénolate
mofétil (MMF) et sirolimus. La radiographie pulmonaire montrait des opacités interstitielles
des 2 bases. Quatre jours aprés son entrée, un lavage broncho-alvéolaire permettait la mise
en évidence de P, jirovecii par PCR. Le diagnostic de pneumocystose était retenu et le patient
a été placé sous TMP-SMX. Une perturbation du bilan hépatigue, avec cytolyse et cholestase
apparue sous TMP-SMX, n’a pas compromis la suite du traitement. Un dosage des CD4 a été

réalisé et montrait un taux a 326/mm’.

Patient 1 (R-J) :

It s'agit d’un homme de 76 ans suivi en néphrologie pour dystrophie kystique, greffé te 02
novembre 2001. Son traitement anti-rejet initial était : anti CD-25, MMF, corticostéroides et
ciclosporine. Dans ses antécédents, on retrouvait un rejet aigu en février 2004 traité par
corticothérapie. En 2008, la ciclosporine était remplacée par le sirolimus devant une atteinte
cutanée. |l a été hospitalisé le 11/05/2008. Le traitement par TMP-SMX sera rapidement
remplacé par I'atovaguone pour insuffisance rénale aigué (IRA}. Un retour a la ciclosporine

était également effectué du fait d’un doute sur I'étiologie de VIRA. Le jour de
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'hospitalisation, le traitement immunosuppresseur du patient comprenait : sirolimus, MMF

et corticostéroides. Le taux de CD4 de ce patient n’a pas été recherché.

Patient 2 (M-MC) :

Le patient 2 est une femme de 54 ans atteinte de néphropathie tubulo-interstitielle sur
reflux et ayant des antécédents de lymphome B induit en février 2007, actuellement en
rémission et traité par Mabthera®. Cette patiente a été greffée le 1¥ octobre 1990, soitilya
pres de 19 ans. Elle était hospitalisée le 18 juin 2008 pour une toux associée a une dyspnée
persistante malgré un traitement antibiotique empirique pour pneumopathie. Son
traitement anti-rejet était une association de MMF + corticostéroides, Le 21 juin un TDM
thoracigue était réalisé et montrait une infiltration en faveur d'une surinfection pulmonaire
bilatérale. Un 2°™ TDM montrera un syndrome interstitiel diffus avec aspect de verre dépoli.
Le 23 juin, un liquide de lavage broncho-alvéolaire positif a P. jirovecii en PCR posait le
diagnostic de pneumocystose. Un traitement par TMP +SMX était alors mis en place suivi
d’un relais par atovaquone, suite 3 une intolérance clinique et biologique au TMP-SMX
(leucopénie modérée + augmentation de la créatinine). Le taux de CD4 était de 297/mm° le

25 juin (J7).

Patient 3 (V-NJ} :

If s’'agit d’'une femme de 39 ans suivie depuis de nombreuses années pour néphropathie
tubulo-interstitielle chronique sur spina bifida. Elle a été greffée une premiére fois le 26
janvier 1996 et a présenté un premier rejet aigu a un an et demi de la transplantation,
compliquée de néphropathie chronique de F'allogreffe (NCA). Une deuxiéme transplantation
a été réalisée le 31 mars 2008. Par la suite la patiente a présenté un rejet humoral en ao(t
2008 traité par immunoglobuline. Elle était hospitalisée le 14 novembre 2008 pour toux,
dyspnée et fébricule. Une radiographie pulmonaire montrait un foyer de pneumopathie en
base gauche. La pneumocystose était confirmée par le LBA positif & P. jirovecii et traitée par
TMP-SMX puis par atovaguone pour cause d’une insuffisance rénale aigué sous TMP-SMX, Le

11 novembre elle avait un taux de CD4 & 79/mm?,
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Patient 4 (M-E) :

Le patient 4 est un homme de 35 ans atteint de polykystose rénale de type HR, Il a été
transplanté le 2 octobre 2005 et son traitement initial anti-rejet était composé de:
tacrolimus, anti CD25, MMF et corticostéroides. En février 2008, un rejet humoral était traité
par Mabthera®, échanges plasmatiques et immunoglobulines. En novembre 2008, il
présentait une colite a CMV compliquée d’une insuffisance rénale aigué. il était hospitalisé
de nouveau le 26 janvier 2009 pour insuffisance rénale aigué, altération de I'état général,
toux et dyspnée aigué. La radiographie pulmonaire réalisée ne montre rien de particulier et
aucun TDM thoracique n’a été réalisé. Le 4 février, le liguide de lavage broncho-alvéolaire
était positif a P.jirovecii a Fexamen direct, par immunofluorescence et par PCR. Un
traitement par TMP-SMX et corticostéroides était mis en place. Le TMP-SMX sera remplacé
par I'atovaquone et aérosol de pentamidine aprés une pancytopénie et une insuffisance
rénale aigué sous TMP-SMX. Le TMP-SMX sera réintroduit devant Finefficacité du deuxiéme

traitement. Les CD4 du patient étaient 3 110/mm? le 28 janvier.

Patient 5 {G-D) :

Il s'agit d’une femme de 59 ans atteinte de néphropathie diabetigque {type 1) et vasculaire,
greffée le 12 avril 2007 et mise initialement sous sérum anti-lymphocytaire, tacrolimus et
MMF. La greffe s'est compliquée d’une sténose artérielle du greffon, sans geste, qui n’a pas
eu de retentissement sur le débit de filtration glomérulaire. Au mois d’octobre 2008, la
patiente présentait un épisode de CMV. Elle était hospitalisée le 26 février 2009 pour toux,
dyspnée et altération de V'état général depuis 10 jours avec un taux de CD4 trés bas a
38/mm3. Son traitement anti-rejet, le jour de son hospitalisation, était une association
tacrolimus et MMF. La radiographie pulmonaire réalisée montrait des opacités nodulaires
bilatérales. Le LBA réalisé le 27 février était positif en immunofluorescence et par PCR. Le
diagnostic de pneumocystose était retenu et un traitement par TMP-SMX débuté ainsi que
par linezolide {ZYVOXID®), du fait de isolement concomitant d’un Staphylococcus aureus
sensible a la méticilline dans le LBA. Cette patiente ne présentera pas d'effets indésirables

dus au TMP-SMX.
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Patient 6 (G-R) :

Le patient 6 est un homme de 71 ans suivi pour glomérulonéphrite pauci-immune, tl a été
transplanté le 22 ao{it 2008 et mis sous anti-CD 25, corticostéroides, ciclosporine et MMF.
Ce patient n’a, a ce jour, pas présenté de complications de sa greffe. Il a été hospitalisé le 16
mai 2009 sous ciclosporine et MMF. Un LBA, réalisé le jour de I'hospitalisation, était positif &
P. jirovecii pour les trois technigues. Un traitement par TMP-SMX est débuté. Il sera switché
par atovaguone pour cause d’insuffisance rénale aigué sous TMP-SMX. Les CD4 du patient

étaient 3 264/mm° a six jours d’hospitalisation.

Patient 7 (M-HH) :

il s’agit d’'une femme de 77 ans dont la maladie rénale initiale était une insuffisance rénale
chronique sur hyalinose segmentaire et focale. La transplantation rénale a eu lieu le 17 avril
2005. Son traitement immunosuppresseur de départ était : anti-CD 25, rapamune, MMF et
corticostéroides. Cette patiente, suivie au CHU, vient de facon moins fréguente que les
autres patients. Elle a été hospitalisée le 17 juin 2009, A I'entrée, elle était sous tacrolimus et
azathioprine. La patiente était peu symptomatique mais présentait une altération de I'état
général avec une dégradation de la fonction rénale. Le 1% juillet, un LBA se révélera positif
a P. jirovecii en immunoftuorescence et par PCR. Le diagnostic de pneumocystose était
retenu apres 13 jours d’hospitalisation. Le 29 juin, ses CD4 étaient a 135/mm?®. Le traitement
par TMP-SMX mis en place sera bien toléré. Au cours de cette méme hospitalisation, la

patiente présentera un épisode de CMV.

Patient 8 (G-C} :

Le 8°™ cas est une femme de 59 ans suivie initialement pour une maladie de Berger. Cette
patiente a bénéficié d'une premiére greffe le 22 juillet 1987 puis d'une deuxiéme le 1%
novembre 2007. Le rejet du premier greffon a eu lieu pour cause d'une récidive IgA. Pour la
deuxieme greffe, le traitement initial anti-rejet comportait: sérum anti-lymphocytaire,
tacrolimus, MMF et corticostéroides. Elle est entrée a I'hbpital le 22 juin 2009 avec une

altération de I'état général et une toux séche persistante depuis 15 jours. La radiographie

62



pulmonaire montrait un syndrome interstitiel bilatéral. Le diagnostic de pneumocystose
était posé devant un LBA positif (le 24 juin) pour les trois techniques de détection. Le
traitement par TMP-SMX devra étre arrété devant une insuffisance rénale aigué et sera
remplacé par I'atovaquone. Le 1% juillet, la patiente a du étre transférée en réanimation ol

elle sera mise sous ventilation mécanique et extubée quatre jours plus tard.

Patient 9 (B-IA) :

Le patient 9 est un homme de 58 ans souffrant de polykystose hépato-rénale. 1l a été
transplanté le 30 aoQt 2008. Son traitement anti-rejet initial était : tacrolimus, anti-CD25,
MMF et corticostéroides. A J12 post-greffe, le patient a présenté une nécrose tubulaire
aigué. [l a été hospitalisé le 11 aolt 2009 avec une toux et dyspnée depuis 3 semaines
associées a une altération de I'état général. La radiographie pulmonaire ne montrait rien de
particulier, Un scanner thoracique était alors réalisé ainsi gu’un LBA. Le scanner montre une
pneumopathie interstitielle diffuse bilatérale associée a un infiltrat micronodulaire et un
aspect en verre dépoli. Le LBA était positif a P. jirovecii pour les trois techniques. lLe
traitement par TMP-SMX sera bien toléré. Au moment de son hospitalisation, son traitement
immunosuppresseur associait le tacrolimus au MMF. Un dosage des CD4, réalisé quelques

jours avant son hospitalisation, montrait un taux a 175/mm3.

Patient 10 {G-F) :

Il s’agit d’'un homme de 58 ans suivi pour maladie de Berger. Ce patient a bénéficié d’une
premiére transplantation en 1994. Une deuxiéme a été pratiguée le 23 octobre 2007. Le
traitement immunosuppresseur de base était : sérum anti-lymphocytaire, tacrolimus, MMF
et corticostéroides. En 2008, le patient a présenté un rejet humoral traité par échanges
plasmatiques et anti-DQ6. Le patient est admis a I'hdpital le 27 aolt 2008, il était sous
tacrolimus, MMF et corticostéroides. Un LBA, réalisé le jour de son hospitalisation, se
révelera positif a P. jirovecii avec les trois techniques. Le 31 aolt son taux de CD4 était de

166/mm>.
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Fatient 11 (C-AM) :

Il s'agit d'une femme de 67 ans qui a présenté une glomérulonéphrite
membranoproliférative. Elle a été transplantée le 27 juillet 1995 et mise initialement sous
sérum anti-lymphocytaire, ciclosporine, azathioprine et corticostéroides. Cette patiente
souffre de bronchites a répétition et n’est traitée plus que par sirolimus du fait de Iésions
dermatologiques. Elle a été hospitalisée le 29 septembre 2009 pour une toux et une dyspnée
(stade [l NYHA) évoluant depuis cing semaines. Seul le scanner thoracigue montrait une
pneumopathie interstitielle diffuse bilatérale associée a un infiltrat micronodulaire. La
recherche de P. jirovecii effectuée sur un LBA du 30 septembre était positive, mais
uniguement par PCR. La patiente a été traitée par TMP-SMX qui provoguera une
agranulocytose et une anémie gui nécessitera la transfusion de deux culots globulaires. Un

dosage des CD4 réalisé le 1 octobre montrera un taux de CD4 a 131/mm°.

Patient 12 (P-B) :

Le patient 12 est un homme de 47 ans transplanté une premiere fois le 14 octobre 1999. ||
était initialement atteint de néphropathie de reflux. Il vient en consultation e 26 octobre
pour suspicion de grippe HIN1. Il rentre A domicile, mais la symptomatologie ne s’améliore
pas sous TAMIFLU®. Il sera hospitalisé le 4 novembre pour toux, asthénie et insuffisance
rénale aiglie. A son arrivée, il était sous tacrolimus, MMF et corticostéroides. La radiographie
thoracigue montrera une suspicion de pneumocystose confirmée par la positivité du LBA. Le
traitement par TMP-SMX devra étre arrété pour cause d'une insuffisance rénale aiglie et
sera remplacé par 'atovaquone. Au moment du diagnostic de pneumocystose, le patient

était dans un état d'immunodépression profonde avec des CD4 a 22/mm3.

Patient 13 (M-L) :

il s’agit d’'une patiente de 71 ans atteinte initialement de néphropathie tubulo-interstitielle
d’origine lithiasique et greffée rénale le 22 janvier 2002. Elle est hospitalisée le 17 novembre
dans une clinigue de la ville pour dyspnée ol un probléme d’origine cardiague est suspecté.

Transférée au CHU aprés diagnostic radiologique d’une pneumopathie interstitielle
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bilatérale, eile sera d’abord hospitalisée dans le service de Médecine interne A puis en
Réanimation Polyvalente suite a une dégradation de I'état respiratoire. Des séances de
ventilation non invasives seront réalisées durant 3 jours. Le traitement initial par
atovaquone, du fait de la suspicion d'une allergie au TMP-SMX, sera aprés vérification,

remplacé par le TMP-SMX qui sera bien tolére.

Patient 14 (G-O} :

Le dernier cas est une patiente de 82 ans qui est la seule a ne pas étre greffée rénale. Cette
patiente est atteinte d’une polyangéite microscopique avec atteinte rénale traitée par 6
cures de cyclophosphamide puis azathioprine et corticostéroides en traitement d’entretien,
Une semaine avant son hospitalisation, la patiente présentait une fievre ainsi que des
malaises sans perte de connaissance. Devant "asthénie et la perte d’appétit, la patiente sera
adressée au service de néphrologie ou elle sera hospitalisée le 22 février 2010. Elle
présentait une dyspnée d'effort et le scanner a mis en évidence un syndrome interstitiel
bilatéral. Le diagnostic de pneumocystose a eté confirmé par un LBA du 25 février 2010. Le
traitement par TMP-SMX sera débuté et une dégradation de la fonction rénale apparaitra

mais ne nécessitera pas 'arrét de la molécule.
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3. Caractéristiques générales de [a population de I’étude

a) Les patients

Les patients avaient une moyenne d’age de 60,9 ans {(minimum : 35 ans ; maximum :
82 ans) et il y avait un peu plus de femmes que d’hommes [sexe ratio = 0,88). Dans la plupart
des cas, le diagnostic a été évoqué dans les premiers jours d’hospitalisation, a F'exception
d’une patiente chez laquelle le diagnostic a été posé a 13 jours d’hospitalisation {tableau 6).
On dénombre 14 pneumocystoses sur 495 transplantés suivis par le service, ce qui

représente un taux d’attaque de 2,82 %.

Les pathologies rénales initiales des patients étaient variées. Huit patients avaient
déja eu des complications liées a teur greffe {rejet..). Parmi tous ces patients, trois en
étaient déja a leur deuxieme transplantation rénale. Une seule patiente (cas 14) était suivie

en néphrologie pour polyangéite et n‘avait pas eu de greffe rénale.

N° Patient | Age Sexe  Date admission Date prélévement  Délai diognostic  Durée hospitalisation

0 61 H 04/11/2007 08/11/2007 4 10

3 76 H 11/05/2008 13/05/2008 2 10

2 54 F 18/06/2008 23/06/2008 4 19

3 39 F 14/11/2008 15/11/2008 1 12

4 35 H 26/01/2009 28/01/2009 2 30

5 59 F 26/02/2009 27/02/2009 1 7

6 71 H 16/05/2009 16/05/2009 0 12

7 77 F 18/06/2009 01/07/2009 13 8

8 59 F 22/06/2009 24/06/200% 2 25

9 58 H 11/08/2009 11/08/2009 0 9

10 58 H 27/08/2009 27/08/2009 0 11

11 67 F 25/09/2009 30/08/2009 1 13

12 47 H 03/11/2009 05/11/2009 2 21

13 71 F 24/11/2009 24/11/2009 0 23

14 82 F 22/02/2010 25/02/2010 3 22
Moyenne 60,9 0,88* 2 15,47

Tableau 6 : Caractéristiques générales des patients *sexe ratio

La durée moyenne de séjour était de 15,47 jours pour ['hospitalisaticn pour

pheumocystose avec un minimum a 7 jours et un maximum a 30 jours.
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Tous les transplantés {sauf |la patiente 3) avaient recu une prophylaxie par TMP-SMX
juste aprés la transplantation rénale pendant 6 mois. La patiente 3 avait bénéficié d'une
prophylaxie par aérosol mensuel de pentamidine du fait d’une intolérance digestive du TMP-

SMX. La patiente 14, non greffée, n"avait jamais recu de prophylaxie,

b} Les prélevements

La plupart les prélevements positifs étaient des liquides de lavage broncho-alvéolaire
donc des prélévements protégés. Le patient 0 avait eu une aspiration bronchique positive.
Cing patients ont eu un prélévement positif pour les 3 techniques de recherche de P. jirovecii
utilisées soit 33,33 % et 20 % étaient positifs en immunofluorescence et en PCR (2 patients).
Pour 7 patients, seule la PCR a permis de confirmer la présence de P. jirovecii dans les
prélévements respiratoires soit 40 % (tableau 7). Les échantillons d’ADN extraits des LBA

pour réaliser la PCR diagnostic ont été conservés a -20°C.

N° patient Date prélévement ED IF PCR Type
0 08/11/2007 - . + Aspiration bronchique
i 13/05/2008 - - + LBA
2 23/06/2008 - - + LBA
3 15/11/2008 + + + LBA
4 28/01/2009 + + + LBA
5 27/02/2009 - + + LBA
6 16/05/2009 + + + LBA
7 01/07/2009 - + + LBA
8 24/06/2009 - - + LBA
9 11/08/2009 + + + LBA

10 27/08/2009 + + + LBA
i1 30/09/2008 “ - + LBA
12 05/11/2009 - + + LBA
13 23/11/2009 - - + LBA
14 25/02/2010 - - + LBA

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des prétévements et des résuitats microbiologiques des cas.
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¢} Lapathologie

Le délai entre la greffe et la pneumocystose était en moyenne de 62,69 mois
{médiane = 35,92} ; avec un minimum de 8 mois et un maximum de 216 mois, soit 18 ans

apres la transplantation (tableau 8).

N° Patient Date LBA positif Date de greffe  Délai greffe/pneumocystose en jour  Délai greffe/pneumaocystose en mois

] 08/11/2007  11/04/2005 941 31

i 13/05/2008  02/11/2003 1654 55

2 23/06/2008  (09/10/1990 6467 216

3 15/11/2008  31/03/2008 229 8

4 28/01/2009 02/10/2005 1214 40

5 27/02/2009 12/04/2007 687 23

6 16/05/2009 22/08/2008 267 8

7 01/07/2009 17/04/2005 1536 51

8 24/06/2009 01/11/2007 601 20

9 11/08/2009 30/08/2008 346 12

10 27/08/2009 25/10/2007 672 22

11 30/03/2009 27/07/1995 51759 173

12 05/11/2009 01/10/1999 3675 123

13 23/11/2009 22/01/2002 2862 95
Moyenne 1881 62,69

Tableau 8 : Délais entre transplantation rénale et pneumocystose.

Tous les patients avaient été hospitalisés pour ou avec une toux ainsi gu’une dyspnée
souvent associées a une altération de I'état général. Seuls 2 patients (7 et 14} étaient peu

symptomatiques. La symptomatologie évoluait depuis 18,11 jours en moyenne,

Chez tous les patients le diagnostic de pneumocystose a été confirmé par la clinique
et par l'imagerie pour 11 d’entre eux, Six ont eu une radiographie puimonaire évocatrice et
cing un scanner évocateur, souvent aprés une radiographie négative. Neuf patients, soit
60 %, ont fait une pneumocystose grave avec une hypoxémie. Parmi eux, trois ont souffert
d’hypoxémie modérée et six d'hypoxémie sévere, nécessitant Iadjonction d’uhe
corticothérapie. Deux d’entre eux ont di &tre transférés en réanimation et mis sous

ventilation mécanigue pour I'un et sous ventilation non invasive pour l"autre.

Tous les patients ont été initialement traités par TMP-SMX, La patiente 13 était au
départ traité par de I'atovaquone en raison de la suspicion d’une allergie au TMP-SMX qui
sera dédouanée aprés verification. Seuls huit patients ont pu recevoir le traitement durant la

durée prévue. Toutefois, dix patients, soit 66,67 %, ont eu des effets indésirables sous
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traitement qui ont obligé les prescripteurs a switcher le TMP-SMX par de 'atovaquone pour
sept patients. Un patient a recu de 'atovaquone associée a la pentamidine aprés switch. Les
effets indésirables du TMP-SMX se sont manifestés par une insuffisance rénale aiglie pour 5
patients, une dégradation de la fonction rénale pour une patiente et des effets

hematologiques ou hépatigues pour les autres.

Bien que 2 patientes aient d{i étre transférées en réanimation polyvalente, on ne

dénombre aucun décés parmi les patients au cours de |'épiscde.

d) Les cofacteurs

(1) Les traitements immunosuppresseurs

Tous les patients, méme la patiente non transplantée, était sous traitement
immunosuppresseurs au long court (tableau 9). La majorité d’entre eux {80 %) recevait du
mycophénolate mofétil, 53,33 % du tacrolimus tout comme pour les corticostéroides.
Quatre-vingt treize pour cent des patients étaient sous bi- voire tri-thérapie
immunosuppressive. Une patiente était sous monothérapie de sirolimus, en raison d’une
intolérance aux autres molécules. Cinqg autres patients n’étaient pas sous

immunosuppression particulierement forte.

Molécules Nombre de patient Pourcentage %
MMF 12 80,00
Tacrolimus 8 53,33
Corticostéroides 8 53,33
Sirolimus 3 20,00
Ciclosporine 2 13,33
Azatioprine 2 13,33

Tableau 9 : Les traitements immunosuppresseurs.

(2) Episode de rejet

Le traitement des épisodes de rejet humoral impose Futilisation d’une immunosuppression
importante. La mise en place de ces thérapeutiques intensives entraine une lymphopeénie plus
importante chez les patients. Trois patients avaient eté traités pour un épisode de rejet humoral peu
de temps avant de développer la pathologie. Les trois patients greffés pour la deuxieme fois

recevaient eux aussi une immunosuppression forte.
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{3) Les CD4

Le nombre de CD4 a été recherché pour quasiment tous les patients (sauf le
patient 1). Les chiffres retrouvés sont issus des recherches effectuées a proximité de la date
de diagnostic jusqu’a & jours avant. En effet, avant cet épisode d’infection, le dosage des CD4
était effectué de maniére moins systématique. Toutefois, ces chiffres permettent de se faire
une idée de I'état d’'immunodépression de ces patients. Les 14 patients, pour lesquels un
dosage avait été effectué, avaient des CD4 inférieurs 3 1000/mm?>. Parmi eux, cinq avaient
des CP4 compris entre 200 et 400/mm?> et tous les autres, soit 66,67%, avaient des CD4
inférieurs & 200/mm°® {tableau 10). Tous les patients étaient dans un état
d’immunodépression majeure. Pour certains d’entre eux, la lymphopénie ne s’est pas
révélée d’emblée, mais sur un deuxiéme dosage des CD4 effectué aprés le diagnostic de

pheumocystose.

{4} Infection & CMV

Le CMV est également connu comme cofacteur favorisant les infections a P. jirovecii,
Trois patients ont développé un épisode de réactivation du CMV dans les mois précédents

(patients 4 et 5) ou juste aprés (patient 7} {a pneumocystose (tableau 10).

N*® patient £D4/mm3 Episode de ChMV Date diagnostic CMV Délai CMV/ pneumocystase en jours
o 326 non
1 non
2 297 non
3 79 non
4 110 oui 28/11/2008 61
5 38 oui 13/10/2008 137
6 264 non
7 135 oui 06/07/2009 -5
8 162 non
9 175 non
10 166 non
11 131 non
12 50 non
13 233 nen
14 381 non

Tableau 10 Les cofacteurs : Taux de CD4 et infection 3 CMV.
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C. Enquéte épidémiologique

1. Etudes des contacts entre les patients

Tout d’abord, une étude des codes postaux d’habitation des patients a été menée
afin de vérifier s'ils ne pouvaient pas avoir été exposés & une source environnementale
commune, extérieure au CHU. Les patients habitaient dans la région, mais de maniére assez

dispersée, permettant d’écarter cette hypothése.

Une étude des circulations des patients au sein du service de néphrologie a été
réalisée ; le but étant de déterminer si les patients avaient partagé la méme salle au niveau
des consultations des transplantés, ou les salles d’haospitalisation de jour, mais aussi §'ils
avaient été 'hospitaiisés dans le service au méme moment, dans des chambres contigués

{voire des chambres a deux lits).

En ce qui concerne les hospitalisations dans le service, aucun patient n'a été
hospitalisé en méme temps qu’un autre, que celui-ci soit malade ou en incubation. Pour
I'hospitalisation de jour, on note seulement 2 croisements de patients : entre les patients 5

et 9 puis 10 et 13.

En revanche pour les consultations des greffés, on retrouve 51 dates ol au moins 2
patients étaient présents. Ces jours 13, les patients se sont certainement retrouvés ensemble
dans la salle de restauration, dans la salle d’attente ou dans la salle de prélevement. Cette
situation génére une opportunité de transmission entre un patient atteint, en incubation ou
colonisé et un patient réceptif. Au maximum, ils étaient 4 de la série convoqués un méme
jour. Le nombre moyen de contact est de 8,2 par patient (Tableau 11). Certains patients ont
eu des contacts trés nombreux avec un autre patient du groupe ; par exemple : jusqu’a 25
contacts pour le patient 6. En moyenne, chague patient a rencontré presque 4 patients
différents potentiellement en incubation. Seule la patiente 14 n'a pas €té en contact avec les
autres patients. Cette patiente, non greffée, ne fréquentait logiquement pas la consultation

des transplantés.
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N° patient Nombre de contacts avec un gutre Nombre de patients Nombre de contacts avec au moins un
patient potentiellement en incubation potentiellement en incubation autre patient potentiellement en
en consuftation externe rencontrés incubation en hépital de jour
0 2 2 0
1 6 5 0]
2 g 5 0]
3 10 6 0
4 10 5 0
5 4 4 1
& 25 6 0]
7 1 1 0
8 20 6 0
9 19 6 1
10 12 6 1
11 3 3 0
12 1 1 0
13 2 2 1
14 0 0 0
Moyenne 8,2 39 03

Tableau 11 : Contacts entre patient potentiellement en incubation de la maladie.

2. Synoptique

A partir de toutes les données administratives, un tableau synoptique a été réalisé. li
permet pour chagque patient de visualiser les jours ou il était présent au CHU que ce soit en
hospitalisation, en hépital de jour ou en consultation des greffés. Cet outil permet de mieux
se rendre compte des croisements entre les patients et de pointer les différentes
opportunités de transmission interhumaine. Les jours, ol plusieurs patients étaient présents
en méme temps, sont notés différemment pour &tre mieux repérés. les dates de
transplantation rénaie, de diagnostic de pneumocystose sont également notées sur ce
schéma. Le tableau recouvre toute la période de I'épidémie et permet une vue d’ensemble

des patients (figure 7).
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L'hypotheése de la contamination des patients par un personnel soignant porteur a
été évoquée mais la recherche de portage n’a pas été possible. Au niveau des consultations
des transplantés, il 'y a pas eu de mouvements particuliers de personnels au cours de la
période de I'épidémie. Une nouvelle aide-soignante est arrivée dans le courant de ['année

2008, mais I'épidémie avait déja débuté.
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D. Génotypage

1. Le génotypage des patients de néphrologie

Le génotypage des souches de tous [es patients de néphrologie a pu étre réalisé. La
technique de génotypage utilisée est celle du séquencage des ITS sans clonage. Avant le
séquencage un gel d’'électrophorése a été réalisé afin de vérifier la taille des bandes
obtenues et la conformité du témoin négatif. Pour 13 patients sur 15, le résultats du
génotypage est identigue et donne le génotype SYD1g. Pour la patiente 11, c’est le génotype
Al qui a été retrouvé et pour la patiente 14, le génotype Eg, qui est 'un des plus
fréguemment isolé en France. Les 13 patients sont donc tous porteurs de la méme souche
de P. jirovecii, qui jusqu’a présent n’avait été décrite que récemment en Australie et en inde.
La patiente 14, qui n'a a priori pas eu de contact avec les autres patients, s'est contaminée

avec un génotype différent fréquent en France.
2. Les patients controles

En méme temps gue le génotypage des ADN extraits des prélévements des patients
de néphrologie, il était indispensable de définir des génotypes de patients extérieurs a
I'épidémie. Ces patients constituent un groupe contrdle de la manipulation et serviront aussi
a la réalisation d’un arbre phylogénétique de tous fes ADN. Les patients contrdles étaient de
provenances variées mais représentaient les catégories de patients sensibles a la
pneumocystose (Tableau 12). Pour tous, le diagnostic de pneumocystose a été fait au CHU
de Limoges. Ces patients n’avaient & priori pas de liens entre eux. Les dates de diagnostic de

pneumocystose pour ces patients étaient réparties autour du pic de "épidémie (figure 8).

N°patient | Sexe Age  Date prélévement positif  Contexte Génotype
c1 h 42  24/10/2008 VIH+ Ec
c2 F 49 17/07/2009 Hospitalisation directe en réanimation, non Bi

connu au CHU auparavant
c3 h 77 15/09/2009 Polyarthrite rhumateide sous infiiximab et Bi
corticostéroides

ca h 66  09/12/2009 Leucémie lymphoide chronique Eg

Tableau 12 : Caractéristiques et génotypes des patients contréles.
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Figure 8 : Répartition dans le temps des patients contrdles par rapport aux patients de néphrologie.

Le génotypage des patients controles a permis de retrouver trois génotypes

différents Ec, Eg et Bi (pour 2 d’entre eux)(Tableau 12).
3. Arbre phylogénétique (figure 9)

A partir des séquences des patients de néphrologie et des patients contréles, un
arbre phylogénétique a pu étre réalisé. Il montre un regroupement des patients transplantés
rénaux atteints du méme génotype. La souche de la patiente 14 se rapproche de celle
retrouvée chez un patient contrdle. Ces résultats permettent de penser que les transplantés

rénaux se sont contaminés avec la méme souche.
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Figure 9 : Arbre phylogénétique réalisé a partir des séquences des ITS.
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E. Mesures mises en places

La premiére mesure mise en place a été de placer les patients atteints en isolement
« gouttelettes », Ces patients ont été placés en chambre seule avec port de masque par le
patient lors de tout déplacement. Le personnel soignant devait également s’équiper d’un
masque pour entrer dans {a chambre du patient. Cette mesure ne concernait gque e service
d’hospitalisation conventionnelle. Aucune mesure n'a été prise concernant la salle d’attente
et la salle de restauration commune des greffés rénaux. Une autre mesure importante vient
de la sensibilisation de I'équipe médicale au suivi du taux de CD4 des patients, £n effet,
depuis cet episode, I'équipe est particuliérement vigilante au taux de CD4 chez les patients
sous immunosuppression forte ou traités pour un épisode de rejet humoral. Les patients

lymphopéniques sont placés sous prophylaxie par TMP-SMX.
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V. Discussion

A. Discussion générale

Au cours de ce travail, nous avons répertorié 15 cas de pneumocystose dans le
service de néphrologie sur une période de 29 mois. Les courbes épidémigues ont permis de
confirmer gu’il s’agissait bien d'un phénomene épidémique. En effet, en presque 20 ans {de
1987 a 2006} seul neuf cas de pneumocystose ont été détectés dans le service de
néphrologie, ¢’est 2 fois moins que durant les 29 mois de I'épidémie. De plus, entre 1997 et
2006, un seul cas avait éte detecté. Cette pathologie était donc relativement rare dans ce
service. Cette épidémie ne peut étre attribuée a un changement des techniques de
diagnostic, a une augmentation du nombre de transplantés suivis ou a des changements
dans les protocoles d'immunosuppression. En effet, le seul changement de méthode
diagnostique vient de ['utilisation de la PCR & partir de 2000. Lintroduction de cette
méthode, améliorant la sensibilité du diagnostic, n'a pas été suivie d’'un pic de cas, en

particulier dans le service concerné.

C'est la premiere fois qu’un tel pic de cas de pneumocystose est observé au CHU de
Limoges. Des épisodes de cas groupés chez des transplantés rénaux ont déja été décrits dans
plusieurs publications depuis une dizaine d’années(32,91,98). Ce phénomeéne est en cours
d’investigation au niveau du grand ouest ol plusieurs épisodes de cas groupés ont été
observés dans différents CHU (Reims, Amiens, Brest..}. Un groupe de travail de
transplanteurs étudie actuellement la guestion avec la mise en place de guestionnaires a
remplir par les établissements concernés par un épisode de cas groupés : un guestionnaire
général sur la prise en charge de [a pneumocystose et un questionnaire spécifiqgue pour
chague patient atteint (annexe 1 et 2). Un groupe d’experts est également en train de se
constituer au niveau national afin d’essayer de trouver des réponses a un certain nombre de

guestions :
- latransmission, la colonisation et la nosocomialité ;
- la signification a donner aux nouvelles techniques diagnostiques ;

- les patients a risques et la prophylaxie.
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Dans notre étude, le tracé de ia courbe épidémique oriente vers une transmission de
personne a personne. La courbe présente un pic puis une décroissance due, soit aux
~ mesures mises en place, soit au fait que toutes les personnes susceptibles ont ét¢ atteintes
et gu'il n'existe plus de « cibles » pour le pathogéne. Les mesures prises (surveillance du taux
de CD4 des patients et I'introduction d’une prophylaxie chez les patients les plus a risques)
ont, semble-t-il, permis de stopper I'épidémie. La surveillance du taux de CD4 a été
renforcée chez les patients traités pour un épisode de rejet humoral. Le port de masgue chez
les patients atteints était réservé au service d"hospitalisation, il ne peut donc pas expliquer &

lui seul 1a fin de |'épidémie.

B. Les patients

Dans ta plupart des cas, les patients ont été hospitalisés avec une symptomatologie
respiratoire et le diagnostic de pneumocystose a été évoqué dans les tous premiers jours de
P'hospitalisation. Tous les patients présentaient des tableaux cliniques torpides avec une
altération majeure de I'état géneéral. Cette symptomatologie différe beaucoup de celle
retrouvée chez les patients VIH+ qui est plus franche et surtout de celle habituellement

décrite chez les immunodéprimés non VIH.

Avant l'introduction de la prophylaxie, les données de la littérature rapportaient des
délais d’apparition de pneumocystose autour de 6 mois aprés la transplantation (126,127).
La pathologie était méme considérée comme rarissime aprés la premiére année (144,145).
Comme dans d’autres rapports de cas groupés chez des transplantés rénaux {32,91), dans
notre étude, les délais entre la pneumocystose et ia greffe sont parfois trés longs
(extréme = 18 ans). Pour 11 patients, la pneumocystose a eu lieu plus d’un an apres la greffe,

a une période ol 'immunocdépression est théoriguement mains forte et le risque plus faible,

Le traitement par TMP-SMX a été assez mal toléré par les patients de I'étude. En
effet, 66 % des patients ont eu des complications sous traitement. Ce pourcentage élevé
d’'effets secondaires n'est pas une donnée rapportée chez les patients ViH+ traités pour

prneumocystose par les mémes molécules et aux mémes doses.
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Pour 13 patients, le diagnostic a été posé dans les premier jours d’hospitalisation
(£ 4 jours). Pour la patiente 7, le diagnostic n"a été posé qu’aprés 13 jours d’hospitalisation.
Au cours de cette hospitalisation, plusieurs infections opportunistes avaient également été
diagnostiquées, dues a son état d'immunodépression sévére. La contamination de [a
patiente en cours d’hospitalisation a été évoquée. Cette hypothése a été étudiée par
I'analyse du séjour de la patiente. Cette patiente était hospitalisée en chambre seule. Un cas
de pneumocystose était présent en méme temps, mais dans une chambre d’un autre secteur
du service. A priori, ces deux patients n‘ont pas eu de contact entre eux et les équipes
soignantes étaient différentes. De plus, un seul croisement avec un autre patient de la série
avait été répertorié. L’hypothése d’une contamination de |a patiente au cours de ce séjour

est peu probable mais ne peut étre totalement exclue,

C. Les facteurs de risques

Les principaux facteurs de risques décrits dans la littérature sont : un taux de £€D4 bas

et le traitement par immunosuppresseurs pour un épisode de rejet (139).

Tous les patients avaient des taux de CD4 bas. La plupart des patients étaient sous
immunosuppression forte du fait d’une seconde greffe ou pour le traitement d’un épisode
de rejet. Le traitement des épisodes de rejet apparait également comme un facteur de
risque majeur, du fait de I'importance de I'immunosuppression nécessaire a son traitement
et de la grande fragilité induite chez les patients. En contraste avec la littérature, peu

d’infections concomitantes a CMV ont été retrouvées chez ces patients,

Les patients étaient tous sous thérapeutique immunosuppressive. Paradoxalement,
cing d'entre eux n’étaient pas sous immunosuppression forte et sept ne recevaient pas de

corticostéroides, En théorie, ces patients ne paraissaient pas particuliérement a risque.

En ce qui concerne le mycophénolate mofetil (MMF), une étude avait suggéré un
effet protecteur de ce dernier vis-a-vis de Pneumocystis {134). Au total, d’autres études
navaient retrouvé aucun cas de pneumocystose sur les 991 patients recevant du MMF

contre 9 cas sur 442 patients recevant de l'azathioprine (2 %) (136,137). Dans notre étude,
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Veffet protecteur du MMF n’a pas été retrouve, puisque 80 % des patients recevaient du

MMF et ont tout de méme développé la pathologie.

Certains autres cofacteurs décrits par Radisic et al., comme la tuberculose et les
infections pulmonaires bactériennes (141), n‘ont pas été confirmés par d'autres études.
Peut-8tre gue dans ces cas d'association a une tuberculose ou a une autre infection
pulmonaire, la présence de Pneumocystis pourrait étre le reflet d’une colonisation sur des

terrains fragiles plutdt que d’une réelle pneumocystose.

Une prophylaxie contre la pneumocystose est recommandée durant fes 6 mois
suivant la greffe (128,129). Ces recommandations avaient été mises en place suite a une
augmentation des cas de pneumocystose chez les greffés d'organe durant les périodes
d'induction des traitements immunosuppresseurs {période ol I'immunosuppression est la
plus forte). Les 14 patients greffés de notre série avaient eu une prophylaxie durant les 6
mois suivant leur greffe. En revanche, il n'existe pas de recommandations pour la
réintroduction de fa prophylaxie primaire aprés la période des 6 mois. Au moment de
I'infection, aucun patient de la série n’était sous prophylaxie bien gu’ils aient un taux de CD4
bas. C'est pourquoi un meilleur suivi du taux de CD4 a été mis en place. Par la suite, la

plupart des patients de 'épisode ont été mis sous prophylaxie secondaire.

D. Les prélévements

Dans le service de néphrologie, les prélévements a visée diagnostique étaient le plus

souvent des LBA, qui sont les meilleurs prélévements pour le diagnostic (38).

L'examen direct est la technique de référence et a permis le diagnostic chez 5
patients. Pour 7 patients, le diagnostic n’a été posé que par la PCR, mais compte tenu de la
sensibilité de la technique, ces résultats ont du étre confirmés par la clinique. Pour 13
patients, P. jirovecii a été le seul agent étiologique retenu. Pour les 2 autres patients, la
clinique et Fimagerie évoguaient fortement une pneumocystose. Mais, pour le premier, une
pneumopathie interstitielle au sirolimus a également été suspectée et pour l'autre un

Staphylococcus aureus avait également était isolé du prélévement bactériologique.
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E. Génotypage

La technique de clonage est fréquemment utilisée dans les publications sur la
diversité génétique de Pneumocystis (105,106). Cette technigue améliore la sensibilité du
ségquencage et permet [a détection des infections mixtes. Les infections mixtes résulteraient
d’'une contamination simultanée par plusieurs génotypes (106). Dans le cadre de notre
investigation, le clonage n’a pas été utilisé. Les séquences obtenues par séquencage direct
des ITS étant interprétables, cette étape n'a donc pas €té nécessaire pour la détermination
des séquences. Le but du génotypage était de déterminer si un génotype prédominait chez
les patients de la série. Uhypothése d’infections,mixtes chez ces patients n’a pas été
explorée. De plus, il n'est pas inenvisageable que dans le cadre d’une épidémie, les patients

soient infectés avec un seul génotype.

Nous avons retrouvé le méme génotype (le génotype SYD1g) chez 13 des 15 patients
de néphrologie. Ce génotype differe du génotype Eg seulement par la déiétion d’une base, 1
T {thymine), en position 62-70 dans ITS-1, c’est a dire dans une succession de 10 T. Ces
différences au niveau de ce poly-T avaient été remarquées par Lee et al. (104), avec des
différences allant de 8 3 12 T, mais il n’avait pas considéré ces délétions suffisantes pour la
définition de nouveaux génotypes. En 2009, Van Hall et al. (105} ont défini cette séquence
avec cette délétion en tant que nouvel allele. I faut préciser qu’il existe d’autres poly-T ou
poly-A dans la séquence d’intérét qui ne présentent pas de telles variations. Les spécialistes
du génotypage de Pneumocystis sont encore partagés sur Fimportance a donner a la
délétion d’'un T a cette position, et en particulier si cette délétion peut étre utilisée pour
définir un nouveau génotype. Pour le moment, ce génotype a été décrit en Australie (105) et
en Inde (106} et dériverait de Eg considéré comme le génotype ancestral d’ol dériveraient

également les autres génotypes (105,146).

En ce qui nous concerne, e choix a été de différencier SYD1g de Eg. Il aurait aussi été
possible de le dénommer Eg avec la particularité de ne posséder que 9T en position 62-70

chez 13 des patients de la série.
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Le fait que ce génotype, n'ait pas encore été décrit en France, entraine une triple

réflexion :

- Soit le génotype a été importé par un des patients ; soit par le patient 0, soit
par un autre patient de la série ou encore par un patient porteur ne faisant
pas partie de la série. La population concernée par I'épidémie voyage peu, il
est donc peu probable qu’'un de ces patients ait rapporté ce génotype d’'un
voyage en Inde ou en Australie. Le cas considéré comme index n’a pas voyagé

dans un de ces pays avant de développer la pathologie.

- Soit ce génotype n'a pas été recherche en France compte tenu de sa
description récente ainsi que les divergences d’opinion concernant sa

différenciation et le manque de données a ce sujet.

- Soit il s’agit de I'évolution naturelle du type Eg vers le type SYDl1g par la

délétion d’un 7.

Le génotype Eg {proche de SYD1g) est le génotype le plus fréquemment décrit en
France dans les épisodes de cas groupés chez les greffés rénaux. Il serait intéressant de
déterminer si ces 2 génotypes ont des capacités de transmission singuliére qui feraient d’eux

des génotypes particulierement épidémiogeénes.,
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F. Hypothése de transmission

Les travaux effectués sur la spécificité d’hdte de Pneumocystis (13) et ceux ayant
abouti 3 la différenciation entre P. carinii et P. jiroveii (14,15), ont permis d’écarter
complétement 'hypothése d’un réservoir animal. L'hypothése de la réactivation d'une
infection latente semble, elle aussi, de plus en plus écartée par les données de la littérature

(76).

Les croisements des patients de la série, au niveau de la salle d'attente des
consultations des greffés et la salle de restauration au cours de la période de I'épidémie,
sont extrémement nombreux. La transmission a donc pu se faire au fil du temps d’un patient
porteur, en incubation ou atteint, vers un autre patient receptif. En effet, au cours de la
période d’'études les opportunités de transmission inter-humaine ont été fréquentes. En
revanche, il est difficile de déterminer si un patient a croisé un autre patient, durant la
période d’'incubation de sa pneumocystose ou durant le début de sa phase symptomatique,
car il nexiste pas de données précises sur {a periode d’'incubation de la pneumocystose. Le
probleme des porteurs asymptomatiques doit également étre évoqué. Certains patients,
fréquentant la salle de consultation des greffés et n"ayant pas développé la pathologie, ont
pu agir comme réservoir du pathogene et, peut-étre, &tre a l'origine de la contamination

d’un ou de plusieurs des cas.

Le patient O est le premier de la série 3 avoir développé la maladie. Ce patient est
potentiellement le cas index. Mais compte tenu des incertitudes sur la colonisation et la

periode d’incubation, il est impossible d’'étre catégorique sur la détermination du cas index.

Pour 10 patients les opportunités de contamination ont été nombreuses au niveau
des consultations des greffés, étayant ainsi I'hypothése de la transmission inter-humaine et
aussi de la variabilité de la durée d’incubation. A titre d’exemple, un patient a bien croisé un
autre patient de la série mais prés de 5 mois avant de développer la maladie. Ce qui ferait
une période d’incubation de 5 mois, cette durée parait longue & ¢Oté des 2 mois évoqués

chez les patients ViH+ {31).

Pour 3 patients, dont 2 atteints vers la fin de I'épidémie, cette conclusion est plus

difficile 3 démontrer :
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- Le patient 12 a été contaminé avec le méme génotype que les autres patients mais
nous n'avons retrouvé qu’un seul contact avec un des 15 patients, le 5 octobre 2007
(patiente 2), soit plus de 25 mois avant le début de sa maladie {le 5 novembre 2009). Ce
délai d’incubation parait extrémemaent long pour affirmer que cet unigue contact a pu étre 3
Vorigine de sa contamination. De plus, ce patient n'a été hospitalisé qu’une fois dans le
service de néphrologie au cours de la période de I'etude et pas en méme temps qu’un
patient malade. 1 n’a donc a priori pas eu de contact direct avec un autre patient de la série,

en dehors de celui cité ici.

La question du mode de contamination pour ce patient reste posée et on peut dénombrer 3

hypothéses:
— a partir de I'air de la salle de consultation ;

— par fintermédiaire d’un personne! soignant porteur. L'hypothése du
portage chez un personnel soignant ne peut pas &tre écartée car la

recherche de P. jirovecii chez le personnel n’a pas pu étre réalisée;

- par I'intermédiaire d’un patient porteur asymptomatique qui aurait croisé
un des patients de fa série. La recherche de portage chez les autres

transplantés rénaux n’a pas non plus était effectuée.

Ce méme type de réflexion peut é&tre réalisé pour la patiente 7. Cette patiente n'a eu
elle aussi qu’un seul contact connu avec un patient de la série. De plus, il s’agissait d’un
greffé récent (patient 6), sous prophylaxie a ce moment la. La transmission par ce patient
parait improbable. Le mode de contamination de cette patiente reste indéterminé et évoque

tes mémes hypothéses que pour le patient 12.

- Pour la patiente 13, nous n‘avons retrouvé qu’un seul contact avec un autre patient
en consultation de greffes. En revanche, elle a séjourné en hopital de jour en méme temps
que le patient 10, quelques semaines avant que la pneumocystose de ce dernier ne soit
diagnostiquée. Cette opportunité de contamination a pu étre suffisante, d’autant plus que le

patient croisé était probablement en période d’incubation.
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Les résultats du génotypage ont montré que 2 des patients de I'étude avait été

infectés avec des génotypes différents.

- La patiente 11 est {a seule, parmi les 14 transplantés rénaux infectés, a avoir été
contaminge par un génotype différent. Elle n"a eu qu’un contact au CHU avec un patient de
la série. Il est a noter que cette patiente avait déja présenté une pneumocystose quelgues
mois aprés sa greffe en 1995, A cette épogue, la PCR n’était pas encore effectuée au
laboratoire et 'ADN n'était pas extrait et eonservé. La comparaison des génotypes n’a donc
pas pu étre réalisée. Il peut donc s’agir soit d’une nouvelle infection non lié a I'épidémie soit

d’une réactivation, bien que cette théorie soit controversée.

- La patiente 14 est la seule personne non greffée infectée au cours de cet épisode.
Elle ne fréquentait logiguement pas la consultation des greffés et n'a donc pas partagé la
salle de restauration. Elle n’est pas non plus venue en consultation de néphrologie le méme
jour gu’un des cas et n‘a donc pas non plus partagée la salle d’attente avec un des cas de la
série. Elle n’est pas non plus venue a "hopital de jour en méme temps qu’un patient de la
série. En revanche, elle a été hospitalisée une fois dans le service de néphroiogie en méme
temps qu’'un cas de pneumocystose. Les deux femmes n’étaient pas hospitalisées dans le
méme secteur. Les équipes soignantes étaient donc a priori différentes. De plus, au moment
de son hospitalisation, la mise en isolement des patients était déja effective dans le service
de néphrologie. Cette patiente n’avait donc pas de lien avec les autres patients. Pour ce cas,
non relié genotypiquement aux autres, 'hypothése d'une contamination dans le cadre de

I'épidémie semble peu probable (cas communautaire 7).

Les recherches de Pneumocystis dans 'air ont permis de retrouver de "ADN mais
dans un rayon limité atour d’un patient atteint (70). En revanche, |'existence de sources

environnementales persistantes dans le temps n’a jamais été démontrée.

Dans notre étude, Fhypothese d’une niche environnementale ne peut pas étre
totalement exclue. En effet, les recherches de Pneumocystis dans I'air de la salle de d’attente
et la salle de restauration n’ont pas pu étre réalisées. Les données épidémiclogiques seules
ne permettent pas d’exclure ou de confirmer cette hypothése. Le fait que les patients aient
fréquenté trés souvent la salle de restauration, pourrait orienter vers une contamination a

partir de l'air de cette salle. Toutefois les croisements entre les cas de la série ont été
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nombreux, soit au moment de 'infection soit avant. Et, de ce fait, orientent plus fortement

vers une contamination inter-humaine.

Une autre hypothése de contamination est une exposition simultanée a une source
commune et une durée d’incubation trés variable d’un patient a 'autre. Cette hypothése est
envisageable mais peu probable. En effet, tous les patients ne sont pas venus en
consultations de greffés un méme jour, voire le méme mois, avant le début de
'épidémie. De plus, cing patients ont été transplantés au cours de la période d’étude et mis
sous prophylaxie durant les 6 premiers mois. Au début de I'épidémie, ils ne fréquentaient

donc pas la consultation des greffés.

Le génotype retrouvé chez 13 patients sur 15 (SYD1g) n’a pas encore été décrit en
France. A priori ce génotype n’est pas prépondérant dans la région. Mais les données sur la

diversité génétique de P. jirovecii en France et dans {a région sont peu nombreuses.

Une autre piste est également & envisager et n’a put &tre explorée. Ces patients se
croisent fréguemment et font parfois partie d’associations de patients. |l se peut que

certains aient créé des liens et se rencontrent en dehors de [a structure hospitaliere.
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Conclusion

La description de cas groupés de pneumocystose parmi les transplantés rénaux est de
plus en plus fréquente, La rédaction de recommandations naticnales concernant la stratégie
de prophylaxie chez ces patients parait indispensable. Rodriguez et Fishman recommandent
la mise sous prophylaxie durant les 6 premiers mois post-greffe, durant les périodes de
neutropénies profondes et durant les périodes d’intensification de I'immunosuppression

(ex : traitement du rejet humoral) (124).

Dans notre série, il semblerait que I'introduction de la prophylaxie chez les patients
les plus fragiles ait permis de stopper I'épidémie. Toutefois les conditions d’accueil des
patients dans le secteur des consultations n'ont pas changé. La promiscuité entre les
patients est toujours la méme. Ce mode d’accueil des patients est un choix du service qui
souhaite entretenir un lien entre les patients greffés. Une maodification paralt difficile a

mettre en place.

Cette étude renforce Phypothése de la transmission interhumaine. Le délais
d’incubation de 2 mois parait trés réducteur et ne repose pas sur des données précises. Il est
probable que la maladie soit précédée d'une période de colonisation qui se transforme en

infection au décours d’'une baisse des défenses immunitaires des patients.

La multiplication des cas groupés de pneumocystose en France et dans le monde
remet en cause I'épidémiologie du microorganisme. La transmission interhumaine parait de
plus en plus incontournable, méme si cette notion reste encore difficile a admettre par

certains cliniciens.

La contamination inter-patients au sein d'un établissement de santé renvoie
également 3 la nosocomialité. La transmission nosacomiale de Pneumocystis n'est que
rarement évoquée dans la littérature {71). Les établissements de santé doivent donc
envisager la mise en place de mesures spécifiques autour d’un cas afin de limiter la diffusion
de P. jirovecii, en particulier dans les services hébergeant des patients a risques. Les
recommandations concernant I'isolement des patients atteints existaient, mais n’étaient pas
toujours bien suivies du fait de la faible importance que représentait la transmission

interhumaine dans la biologie du parasite.
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Il pourrait étre intéressant d’envisager une recherche de portage de P. jirovecii chez
les transplantés rénaux. Cette recherche serait facilitée par la sensibilité des nouvelles
technigues et permettrait de détecter les patients colonisés. Il faudrait alors choisir I'attitude

a adopter vis-a-vis de ces patients ;
— mise sous prophylaxie ?
— décontamination des voies respiratoires par aérosols de pentamidine ?

— qguand arréter la prophylaxie mise en place ?

H existe peu d’études en France sur la répartition géographique des génotypes. Un
génotypage des ADN conservés au laboratoire de Parasitologie-Mycologie pourrait donner

une idée de la diversité genétigue de P. jirovecii dans notre région.

Des études plus importantes sur les spécificités des différents génotypes pourraient
peut-&tre permettre la mise en évidence des génotypes avec des capacités particuliéres en
terme de virulence, résistance au traitement, capacité de transmission et d’adapter les

mesures de prévention pour éviter ia contamination des personnes a risque,
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Questionnaire général

» Quel est le nombre de cas diagnostiqués dans votre centre entre janvier 2008 et février
20107 —

» Avez-vous noté une angmentation du nombre de cas par rapport aux années
précédentes 7 (nbre total de cas entre janvier 1998 et décembre 2007) _ _ _

» Méthode utilisée pour le diagnostic de Pneumocystose :

* Pourles PCR : quel est le géne amplifié : _ _ _ ?
* Pour les Examens directs : quelle est 1a technique utilisée :
() coloration laquelle : _ _ _ _?

()} immunofluorescence

»  Quelle est 1a durée de la prophylaxie anti-pneumocystis dans votre centre 7 _

» Reprenez-vous la prophylaxie systématiquement en cas de majoration du traitement
immunosuppresseur (traitement d’un rejet) ? : CJ Oui {_J Non

» Contrdlez-vous les sous-populations lymphocytaires ? (0 Oui (O Non
Si oui & quel rythme ? _ _ _ _

> Devant I’augmentation des cas de Pneumocystose , avez -vous adopté des mesures
d’isolement dans la salle d’attente de consultation ?
- Lesquelles 7 _ _ _ _

- Préconisez-vous par exemple le port du masque pour les patients dans la salle
dattente ? (5 Oui () Non

» Quelles sont les mesures d’isolement du patient présentant une pnetmonie A
Pneumocystis :

¢ chambreseule ?_
* Type de Masque patient ? _ __ _
¢ type de masque personnel soignant 7 _ _
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Pneumocystose

Initiales Patient :
Date de naissance : / /

Sexe: OOM (OF

Antécédents maladie bronchopulmonaire chronique : LJ Oui (_J Non

VIH: O Qui () Non

Datede greffe: __/__/__

n® greffe: _ _ _ _

induction: (J Oui AntiRI2 ATG ()
{3 Non

Traitement immunosuppresseur avant la pneumonie & Pneumocystis :

Traitement Immunosuppresseur

(] stéroides

Posologie des stéroides ¢

CsA

Tacrolimus

sirolimus

everolimus

MPA

O|0101C|0|0

Autre:

Date arrét des stéroides: _ _/_ _/

Prévention Pneumocystose post greffe immédiate

aérosol pentamidine (J Oui {J Non
triméthoprime-sulfametoxazole (JOui () Non

Date arrét prévention: _ _/ _ ./
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Initiales Patient : _

Episodes de rejet :

date de rejet

cellulaire

humoral

ttt

ttt par anti CD 20

Reprise prévention
pneumocystose

Durée ttt si reprise
prévention

Emmunologie

Sous population lymphocytaire quelques semaines ou mois avant I’infection :

e date du prélévement __/_ _/

e CD4 /mm’> CD19 /mm?

Sous population lymphocytaire au moment du diagnostic de I’infection
¢ date duprélevement __/_ _/

e CD4 ___ _/mm®> CDI19___ /mm®

Taux des gammaglobulines avant I'infection
¢ date du prélevement _ _/_ _/
o taux:_ _ . _gl
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Pneumocystose.

Initiales Patient : _

Date de diagnostic _ _/_ _/

Présentation clinique :

Toux (O Ouwi O Non
hyperthermie £J Oui (J Non
dyspnée (JOui (O Non
asthénie (JOui (T} Non
autre :

Biologie & ’admission :

CRP:___ _mgl

Leucocytes : _ _ _ _

LDH____ UM

Créatinine _ _ _ _umol/l clairance MDRD : _ _ _ _

Créatinine de référence _ _ _ _ umol/l clairance MDRD : _ _ _ _

Gazométrie (] air ambiant () sous O2

-pH: _ .. __

-Pa02: _ _ __ _mmHg

-PCO2:_ _ __mmHg

~Sat:____ %

Méthodes diagnostiques :

Examen :

LLBA {J Oui (I Non

expectoration induite () Oui {_ Non

technique biologique pour le diagnostic de Pneumocystose :
PCR (O positive () Négative () Non faite
Examen microscopique (kystes & I’examen direct) (J positive () Négative

Si LBA : résultat de la cytologie : _
autre recherche étiologique
grippe ( positive () Négative () Non faite
adénovirus (U positive =~ (J Négative (] Non faite
métapneumovirus (_l positive (0 Négative (J Non faite
VRS ([Jpositive (J Négative () Non faite

CMV (] positive (O Négative (I Non faite

Ag pneumococcique urinaire ([ positif () Négative () Non fait
Ag légionnelle urinaire () positif (] Négative (J Non fait
Antigénémie aspergillaire (] positive () Négative () Non faite
Sérologie aspergillaire () positive (3 Négative (O Non faite
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Pnenmocystose

Initiales Patient :

Imagerie

radiographie pulmonaire : (C normale
{_J syndrome interstitiel
{_J autre lésions
Scanner thoracique : (_J normal
(] syndrome interstitiel

localisation de Vinfiltrat : : _ _

localisation de 1’infiltrat :

{T autre lésions : _ _
(J Non fait

Evolution

Ventilation assistée : () Oui {_) Non
Durée (jours) : _ _

Durée oxygénodépendance (jours) _ _

Décés : I Oui (O Non

Traitement :

-Lequel 7 _ _ _

- Posologie: _ _ _ _

- Date de début / /

Date darrét __/

Corticothérapie associée :

() Oui {J Non

Posologie initiale et décroissance @ _ _ _ _
Prévention secondaire :

- Laquelle 7 _ _ _ .

- Posologie : _
- durée :

/
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