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Résumé

Le genre Pneumocystis désigne un groupe de champignons opportunistes présentant une
étroite spécificité d'hote. Il détermine lors d'immunodépression séveére une infection
pulmonaire grave, la pneumonie a Pneumocystis (PPC). La transmission de Pneumocystis par
voie aérienne d'un hote développant une PPC a un hote susceptible a ét¢ démontrée a 1'aide
des mod¢les murins. Les travaux menés chez la souris ont montré également que des sujets
immunocompétents colonisés par Pneumocystis murina peuvent transmettre le champignon a
des souris immunodéprimées qui développeront une PPC ultérieurement. Les individus
colonisés par Pneumocystis sp., ainsi que ceux développant une PPC, participeraient au
réservoir du champignon. La survenue de cas groupés de PPC en milieu hospitalier est en
faveur de la transmission interindividuelle de Pneumocystis jirovecii (P.jirovecii) chez
I’homme. La détection de 'ADN de P.jirovecii dans l'air exhalé par les patients développant
une PPC suggere que cette transmission se fait par voie aérienne.

La caractérisation des populations infectées par P.jirovecii et la caractérisation génotypique
du champignon au sein de son réservoir humain constituent la base de ce travail de recherche.
Nous avons montré que la prévalence de la colonisation par P.jirovecii est faible chez les
patients atteints de mucoviscidose et suivis dans notre CHU. La participation de ces patients
au réservoir de P.jirovecii a Brest serait donc marginale. Cette faible prévalence pourrait étre
le reflet d'une faible circulation du champignon dans les communautés humaines dans notre
région. Nous avons évalué le dosage du -1,3-D glucane sérique pour dépister les populations
infectées. Ce dosage couplé a la détection de P.jirovecii dans les prélévements respiratoires
par la microscopie et la PCR, permet de différencier les patients développant une PPC et les
patients présentant une colonisation pulmonaire par P.jirovecii. De plus, les premicres
données sur le B-1,3-D glucane au cours de la primo-infection chez le nourrisson ont été
obtenues.

En termes de caractérisation de P.jirovecii dans notre région, l'analyse du locus
dihydropteroate synthase (DHPS) a montré que: i) le lieu habituel de résidence plutot que le
lieu de diagnostic de I’infection a P.jirovecii serait un facteur prédictif d’infection par un
mutant, ii) P.jirovecii pourrait circuler en France d’une région a une autre via des voyageurs
infectés, iii) la prévalence de mutants potentiellement résistants chez les patients vivant
effectivement a Brest était de 0%. L'analyse des séquences des "internal transcribed spacers"
(ITS) 1 et 2 de P.jirovecii conforte I'hypotheése que les patients développant une PPC et les

patients colonisés sont infectés par des populations fongiques présentant des caractéristiques



identiques. Tous les patients, quelle que soit la présentation clinique de leur infection,
constitueraient un réservoir unique et commun de P.jirovecii. Les travaux de génotypage ont
constitu¢ l'étape préalable nécessaire a l'analyse de cas groupés d'infections a P.jirovecii
survenus chez des patients transplantés rénaux au CHU de Brest. Nous avons apporté des
données originales sur le role des patients colonisés en tant que source potentielle de
P.jirovecii dans un contexte d'acquisition et de transmission nosocomiales du champignon.
Par ailleurs, la concordance partielle ou compléte des génotypes ITS et DHPS dans les
couples "préléevements d'air—LBA" réalisés chez des patients développant une PPC est
compatible avec I’exhalation du champignon et sa diffusion aérienne dans 1’environnement
hospitalier. Ces données apportent des arguments pour l'application de mesures de prévention
des infections nosocomiales a P.jirovecii. Les précautions "gouttelettes" recommandées par la
Société¢ Francaise d'Hygiene Hospitaliere devraient étre appliquées a minima aux patients
développant une PPC. Nous proposons leur extension aux patients colonisés par le

champignon.

Mots clés : Pneumocystis jirovecii, réservoir, colonisation, PPC, 8-1,3-D glucane,

génotypage, ITS1 et 2, DHPS, infections nosocomiales, précautions "gouttelettes"



Summary

The genus Pneumocystis represents a group of opportunistic fungi that show strong host
specificity. It is the cause of severe pneumonia (Preumocystis Pneumonia [PCP]) in
immunocompromised subjects. Pneumocystis transmission from a host with PCP to another
susceptible host via the airborne route has been demonstrated in rodent models. Moreover, it
has been established that Pneumocystis murina can be transmitted from immunocompetent
mice, transiently colonized by the fungus, to immunocompromised susceptible mice that
subsequently develop PCP. Colonized subjects and those developing PCP may be part of the
fungus reservoir. Reports of PCP case cluster in hospital strongly suggest that Pneumocystis
Jjirovecii (P.jirovecii) transmission in humans may also occur. P.jirovecii DNA detection in
the air surrounding PCP patients is consistent with the transmission of P.jirovecii via the
airborne route.

Our goals were to characterize human populations infected with P.jirovecii and to
characterize P.jirovecii within its human reservoir. We showed that P.jirovecii was rarely
involved in pulmonary colonization in patients with cystic fibrosis monitored in the Brest
Hospital. Thus this patient population was not part of the human reservoir of the fungus in
our region (Brittany, Western France). This low prevalence of colonization may reflect a low
level of P.jirovecii circulation within human communities in Brittany. In order to improve the
identification of patients infected with P.jirovecii, we evaluated B-1,3-D glucan detection in
serum samples. We showed that serum B-1,3-D glucan levels combined with P.jirovecii
detection in pulmonary samples using microscopic examination and a PCR assay make it
possible to distinguish between PCP and pulmonary colonization. Moreover the first data on
3-1,3-D glucan levels during primary infection were obtained.

In order to characterize P.jirovecii in our region, we performed the typing of P.jirovecii
isolates from infected patients monitored at Brest hospital, using the dihydropteroate synthase
(DHPS) and the internal transcribed spacer (ITS) 1 and 2 locus analysis. DHPS typing
showed that i) the usual city of patient residence rather that the city in which the diagnosis of
P.jirovecii infection has been made is a predictor of mutants, ii) mutants can be imported
from one region to another through infected visitors, iii) the prevalence of mutants potentially
resistant to sulfonamides was 0% in patients who effectively lived in the Brest geographic
area. Results of ITS analysis in PCP patients and colonized patients are consistent with the

hypothesis that these 2 patient groups are infected with similar P.jirovecii populations. All



infected patients, whatever their clinical presentation, may be part of a common and unique
reservoir of the fungus.

We investigated an outbreak of P.jirovecii infections in 18 renal transplant recipients using
the same typing method combined with patient encounter analysis. The results provided
evidence of the role of colonized patients as potential sources of P.jirovecii. The same typing
method was applied to pairs of pulmonary samples and room air samples of PCP patients.
Full or partial matches of P.jirovecii types in pulmonary and air sample pairs were observed.
These results are consistent with P.jirovecii exhalation by PCP patients in their close
environment. These data support arguments for applying droplet precautions, at least to PCP
patients, to prevent P.jirovecii transmission, as recommended by the "Société frangaise
d'hygiene hospitaliere". We suggest extending droplet precautions to colonized patients to

achieve the prevention of P.jirovecii nosocomial infections.

Key words: Pneumocystis jirovecii, reservoir, colonization, PCP, B-1,3-D glucan, typing,

ITS1 and 2, DHPS, nosocomial infections, droplet precautions
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Introduction

Le genre Pneumocystis regroupe plusieurs espéces de micromycetes atypiques répandus chez
les mammiferes [63, 65, 77, 235, 236]. Cinq especes sont dénommées au sein de ce genre en
fonction de leur espece de mammifere hote, selon la nomenclature binomiale. Pneumocystis
carinii (P.carinii) et P.wakefieldiae sont les especes retrouvées chez le rat (Rattus norvegicus)
[44, 55, 208]. P.murina et P.oryctolagi sont les especes décrites chez la souris (Mus
musculus) et le lapin (Oryctolagus cuniculus) respectivement [51, 118, 208]. L’espece
spécifique de I’homme est dénommée Pneumocystis jirovecii (P.jirovecii) [72, 73, 182, 208,
234]. Le concept de spécificité d'hote repose essentiellement sur I'existence d'une
hétérogénéité génétique entre les especes de Pneumocystis isolées de mammiferes d'especes
différentes d'une part [77], et sur I'échec de tentatives d'infections croisées de Pneumocystis

sp. entre deux hotes d'especes différentes d'autre part [61, 75].

P.jirovecii se multiplie dans les alvéoles pulmonaires en contact étroit avec les pneumocytes
de type I mais reste extracellulaire [132]. Il est responsable chez les patients immunodéprimés
d’infections pulmonaires, plus rarement d'infections disséminées [103, 187, 275]. La
présentation clinique la plus grave de ces infections est la pneumonie a Prneumocystis (PPC)
dont I’évolution spontanée est fatale en 1’absence de traitement [103, 275]. La PPC reste la
premicre infection opportuniste classant les patients infectés par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) au stade de syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA) [22, 27, 69, 133]. En 2009, 32% des cas de SIDA déclarés aupres de I’Institut de
Veille Sanitaire (InVS) se rapportaient a une PPC [27]. Ce pourcentage reste stable depuis les
années 1980 malgré la baisse de I’incidence du SIDA liée a ’amélioration de la prise en
charge des patients infectés par le VIH dans les pays développés [133, 209]. La PPC touche
¢galement des individus non infectés par le VIH et dont ’'immunodépression est consécutive
a un déficit immunitaire congénital ou a un traitement immunosuppresseur [104, 169, 221,
240]. Les patients transplantés et les patients atteints de cancer, d’hémopathie maligne ou

d’une maladie de systéme peuvent ainsi développer une PPC [104, 169, 221, 240].

En I’absence de systéme de culture, le diagnostic des infections a P.jirovecii repose sur la
détection du champignon par microscopie et PCR dans des prélévements pulmonaires [214,
244, 274]. Des faibles charges fongiques non détectables par I’examen microscopique ont été
retrouvées a 1’aide de la PCR chez des individus présentant un diagnostic alternatif a la PPC
[129, 184, 274]. Ces individus présentant des infections peu séveres a P.jirovecii sont
colonisés par le champignon [129, 184]. La colonisation pulmonaire par P.jirovecii concerne

des patients présentant des affections pulmonaires aigués ou chroniques telles que les
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Introduction

bronchopneumopathies chroniques obstructives, associées ou non a des états
d'immunodépression modérée, des nourrissons non immunodéprimés développant une primo-
infection a P.jirovecii, des femmes enceintes, des personnes agées et des personnels
hospitaliers en contact direct ou non avec des patients développant une PPC [24, 25, 62, 80,
157, 183, 185, 201, 228, 246, 248, 250, 264-267]. Toutefois, 1’identification des populations
humaines colonisées par le champignon mérite d’étre poursuivie. D’autant qu’en I’état actuel
de nos connaissances, les patients colonisés pourraient représenter une source de P.jirovecii

pour les individus susceptibles au méme titre que les patients présentant une PPC [170, 185].

En effet, aucun biotope environnemental n’a pour le moment été identifi¢ méme si ’ADN de
Pneumocystis a été détecté par PCR dans des prélévements d’air de la campagne anglaise et
dans I’eau d’un étang du New Jersey [26, 271]. L’absence de réservoir environnemental
prouvé et I’étroite spécificité d’hote justifient de considérer les mammiféres comme leur
propre réservoir de champignons. Selon cette hypothése, le réservoir de P.jirovecii serait

représenté par les populations humaines infectées.

La transmission de Pneumocystis par voie aérienne d’un hoéte développant une PPC a un hote
susceptible a ét¢ démontrée a I’aide de modeles murins [102, 232]. De plus, il a été démontré
que des souris immunodéprimées présentant une PPC pouvaient transmettre P.murina a des
souris immunocompétentes. Ces souris transitoirement colonisées par P.murina sont ensuite
capables de transmettre le champignon a des souris immunodéprimées qui a leur tour
développent une PPC [31, 60]. Ces ¢études soulignent le rdle potentiel des individus
développant une PPC mais aussi celui des individus colonisés en tant que part constitutive du
réservoir de champignon et source de Pneumocystis sp. pour des individus susceptibles. En ce
sens, ’ADN de P.jirovecii a été¢ détecté dans des €chantillons d’air prélevés a proximité de
patients présentant une PPC suggérant que le champignon peut étre exhalé par ces patients
[14, 32, 195]. Ces données sont compatibles avec la transmission par voie aérienne de

P.jirovecii chez ’homme.

La survenue de cas groupés de PPC depuis 5 décennies a permis de poser 1’hypothése d'une
acquisition et d'une transmission interhumaine de P.jirovecii en milieu hospitalier [47, 181].
Plus précisément, les publications les plus récentes qui rapportent 1’analyse des rencontres
entre les patients concernés par ces cas groupés et 1’identification génotypique des souches de
P.jirovecii isolées chez ces patients, plaident en faveur de 1'acquisition et de la transmission

nosocomiale du champignon [74, 96, 202, 207, 218, 279]. Le role des patients développant
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une PPC est fortement suspecté alors que celui des patients colonisés par P.jirovecii dans ce

contexte de cas groupés reste a définir.

Les principaux loci analysés pour le génotypage de Pneumocystis sont ceux codant pour
I’ARN de la grande sous-unité du ribosome de la mitochondrie (mtLSUrRNA) [74, 87, 124,
128, 152, 202, 218, 272, 273], la dihydrofolate réductase (DHFR) [39, 67, 174, 212, 238], la
glycoprotéine majeure de surface (MSG) [138, 211, 216], I'intron du géne codant pour 'ARN
de la sous-unit¢ 26S du ribosome [74, 87, 202, 218], la Ptubuline [74, 87, 202, 218], les
« internal transcribed spacers » (ITS) 1 et 2 [18, 78, 98, 127, 131, 148, 185, 189, 213, 231,
249, 253, 254, 260] et la dihydroptéroate synthase (DHPS) [122, 147]. L’analyse du locus de
la DHPS occupe une place particuliére dans les techniques de génotypage. En effet, la DHPS
est ’enzyme cible des sulfamides, principales molécules utilisées dans le traitement des
infections a Pneumocystis [122, 145]. Deux mutations non synonymes ont €té principalement
décrites sur ce locus en positions 165 et 171 [122, 147]. Les facteurs de risque de développer
une infection par un mutant sont les antécédents de traitement par les sulfamides et le lieu de
résidence des patients [15, 99, 101, 115]. Ainsi, la forte prévalence de mutants chez des
patients sans antécédent de traitement par sulfamides a été expliquée par la possible
transmission du champignon de patients infectés traités a des patients susceptibles non traités,
soit directement, soit via une hypothétique source environnementale [15, 40, 88, 99, 101, 115,
176, 247, 259]. Pour ces raisons, I’analyse du locus de la DHPS peut servir de marqueur de

circulation de P.jirovecii au sein du réservoir humain [15, 88, 99, 101, 247].

Problématique
Le concept de réservoir humain de P.jirovecii est la base de notre travail de recherche. Nos
objectifs ont été de poursuivre le dépistage et la caractérisation des populations humaines

infectées et de caractériser le champignon chez ces populations.

La prévalence de la colonisation par P.jirovecii chez les patients atteints de mucoviscidose a
¢été évaluée en Allemagne a 7,4% et en Espagne a 21,6% [210, 227]. La forte prévalence de
P _jirovecii chez les patients mucoviscidosiques en Espagne a conduit a poser 1’hypothése que
ceux-ci pourraient représenter une part du réservoir humain du champignon. En revanche,
aucune donnée n'était disponible concernant la prévalence de P.jirovecii chez les patients
atteints de mucoviscidose en France et en particulier en Bretagne, région ou l'incidence de la
mucoviscidose est plus €élevée qu'au niveau national. En effet, des incidences de 1 cas pour

2630 naissances [219], voire 1 cas pour 1600 naissances dans des cantons du Finistére et du
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Introduction

Morbihan [219], ont été rapportées alors que 1'incidence moyenne nationale est de 1 cas pour
4366 naissances [84]. Nous avons ¢étudi¢ une population de patients suivis au centre de
ressources et de compétences pour la mucoviscidose (CRCM) de Roscoff dans le but de
déterminer la prévalence de la colonisation de P.jirovecii chez les patients mucoviscidosiques

dans le Finistére.

Par ailleurs, nous avons évalué une technique de diagnostic de I'infection a P.jirovecii
reposant sur le dosage sérique du P-1,3-D glucane. Plus précisément, nous avons évalué
I’intérét de ce dosage pour discriminer les patients développant diverses présentations

cliniques de l'infection a P.jirovecii.

Des variations géographiques de la prévalence des infections a P.jirovecii et des
caractéristiques génotypiques du champignon ont été rapportées [15, 25, 147, 160, 168, 170,
183, 241, 242, 261]. Afin de caractériser P.jirovecii dans notre région, nous avons analys¢ les
isolats fongiques provenant d’un groupe de 85 patients suivis au centre hospitalier régional
universitaire (CHRU) de Brest. L’analyse a ¢té focalisée sur le locus de la DHPS d’une part,

et sur le locus des ITS d’autre part.

Ce travail de caractérisation génotypique a constitu¢ 1I’étape préalable indispensable pour
explorer des cas groupés d’infections a P.jirovecii survenus chez des transplantés de rein dans
notre centre hospitalier. Nous avons analysé les rencontres entre patients concernés par ces
cas groupés et couplé cette analyse avec 1’identification des génotypes de P.jirovecii chez les

patients présentant une PPC mais également chez ceux colonisés par le champignon.

Au cours d'un autre travail, nous avons comparé les génotypes identifiés dans les
prélévements pulmonaires de patients développant une PPC avec les génotypes identifiés dans
des échantillons d'air prélevés dans l'air environnant ces patients, dans le but d'étayer
I'hypothése de la transmission aérienne de P.jirovecii en milieu hospitalier. Nous avons
postulé que D’identité des génotypes dans les couples échantillons d’air/ échantillons
pulmonaires serait compatible avec 1’exhalation et la diffusion environnementale du

champignon a partir de sujets infectés.

Ces travaux ont permis d'apporter des données originales supplémentaires sur 1’acquisition, la
circulation et la transmission de P.jirovecii et de discuter des mesures de prévention des

infections a P.jirovecii en milieu hospitalier.
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Les généralités sur P.jirovecii sont présentées sous la forme d'un chapitre publi¢ dans
I'ouvrage "Actualités en microbiologie clinique : Pneumocystis jirovecii. Le Gal S, Damiani
C, Totet A, Nevez G. 2011. Actualités en microbiologie clinique. Paris : éditions Eska.
Section XII chapitre 9, 18p".

Erratum
Page 2/18 (page 21 du manuscrit), partie 2. Classification : Taphrinomycotina
Page 16/18 (page 35 du manuscrit), Bibliographie :

Rabodonirina M., C. Pariset, and J. Fabry. 1997. Connaissances actuelles sur
I’épidémiologie de la pneumocystose et propositions pour une limitation du risque de
transmission nosocomiale. Hygi¢nes 5:260-2.
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S E C T I O N X 1

PNEUMOCYSTIS JIROVECII

N° 9

Soléne LE GAL, Céline DAMIANI, Anne TOTET, Gilles NEVEZ

Pneumocystis jirovecii est un champignon oppor-
tuniste transmissible, spécifique de 'homme, res-
ponsable, chez les sujets présentant une
immunodépression sévere, d’infections graves
essentiellement pulmonaires, plus rarement dissé-
minées, dont I'évolution spontanée est fatale
(Hughes, 2005). La pneumonie & Preumocystis
[acronyme : PPC, Stringer ef al. 2002] reste dans les
pays développés la plus fréquente des infections
opportunistes classant les patients infectés par le
VIH au stade de syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA). Dans ce contexte, on note 253 cas
de PPC inaugurales du SIDA sur les 1146 cas de
SIDA déclarés a I'institut de veille sanitaire (InVS)
en France en 2006 (Institut de veille sanitaire,
2006). La PPC concerne également les patients pré-
sentant d’autres déficits immunitaires en particulier
en rapport avec des traitements cytostatiques et
immunomodulateurs (Sepkowitz, 2002). Les cas
diagnostiqués dans ce contexte ne bénéficient pas
d’un systtme national de déclaration mais si 'on
projette les données fournies par le réseau
Pneumocystis de lassistance publique-hopitaux de
Paris, leur nombre pourrait sélever a2 40% du
nombre de cas déclarés a 'InVS (Magne et al.,
2007). Pour ces raisons, la PPC représente un pro-
bléme d’actualité en santé publique.

1. HISTORIQUE

Lhistoire moderne de Pneumocystis débute en
1909 lorsque Chagas décrit de fagon erronée des
stades kystiques de trypanosomes dans des pou-
mons de cobayes et d’un enfant développant une
trypanosomiase (Chagas, 1909 ; Chagas, 1911). A
la demande de Carini, les Delanoé réévaluent I'in-
terprétation de Chagas et identifient ces stades kys-
tiques comme ceux d’'un microorganisme sans lien
avec les trypanosomes et pour lequel ils proposent le
nom Pneumocystis carinii (Delanoé et Delanog,

1912).

Les premiers cas d’infection par Preumocystis
décrits chez '’homme en tant que tels sont rap-
portés en 1942 par van der Meer et Brug, deux
praticiens hollandais (van der Meer et Brug,
1942). Ces cas concernaient deux nourrissons et
un adulte. Toutefois, les cas de pneumonies dites
« plasmocytaires » mortelles sévissant chez les
nourrissons, décrites par Ammich dans les années
30 (Ammich, 1938) et le cas rapporté par Chagas
ont été a posteriori reconnus comme des PPC.
Dans les années 40 et 50, ces pneumonies ont sévi
sur le mode épidémique dans des communautés
de nourrissons et d’enfants dénutris (Vanek et
Jirovec, 1952). Puis la PPC est rapportée comme
une infection frappant sur un mode sporadique
des nourrissons prématurés (Gajdusek, 1957) et
des patients soumis & des traitements immuno-
suppresseurs (Hamperl, 1956). En 1981, Gottlieb
et collaborateurs a Los Angeles, et Masur et colla-
borateurs & New York publient leurs observations
de PPC survenues dans un contexte de lympho-
pénie sanguine respectivement chez 4 et
11 adultes homosexuels et/ou héroinomanes. Le
SIDA est alors défini sur la base de ces 15 obser-
vations (Gottlieb ez 2l., 1981; Masur ez al., 1981).
Durant les années 80 et jusquau milieu des
années 90, la PPC a écé étroitement liée A exten-
sion de la pandémie d’infection par le VIH. Pres
de 20000 et 1500 cas de PPC éraient déclarés
chaque année aux Etats Unis et en France respec-
tivement. La PPC représentait la plus fréquente
des infections opportunistes classant les patients
infectés par le VIH au stade de SIDA, soit 25-
30% des cas (Masur et al., 1989a ; Centers for
Disease Control and Prevention,1993 ; Réseau
national de santé publique, 1995 ; Réseau natio-
nal de santé publique, 1997). Ce pourcentage
reste stable malgré la diminution de l'incidence
du SIDA et de la PPC résultant de 'amélioration
de la prise en charge des patients infectés par le
VIH dans les pays développés a I'aide des théra-
pies antirétrovirales disponibles depuis 1995
(Institut de veille sanitaire, 2007).
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2. CLASSIFICATION

Le genre Preumocystis désigne des micromycetes
qui se positionnent dans I'embranchement des
Ascomycota, le  sous-embranchement  des
Taphrinamycotina, la classe des Pneumocystomycetes,
Vordre des Pneumocystidales et la famille des
Pneumocystidaceae (Edman er al., 1988 ; Stringer er
al., 1989 ; Ypma-Wong et al., 1992 ; Eriksson,
1994 ; Stringer er al, 1997). Cinq especes sont
actuellement dénommeées selon une nomenclature
binominale et en fonction de leur espéce de mam-
mifere hoéte. Il Sagit de Pcarinii et Pwakefieldiae
chez le rat, Rmurina chez la souris, Porycrolagi chez
le lapin et Pjirovecii chez '’homme (Redheacig et al.,
2006). En 2001, il avait été proposé de retenir I'ap-
pellation Pneumocystis jiroveci (Pjiroveci) déja pro-
posée en 1976 par Frenkel pour désigner 'espece
retrouvée chez 'homme (Frenkel, 1976 ; Frenkel,
1999 ; Stringer et al., 2001). Ce nom Rjiroveci qui
a été a lorigine publié sous une forme correcte avec
un seul 1’ selon le code international de nomencla-
ture zoologique mais incorrecte selon le code inter-
national de nomenclature botanique a été corrigé et
remplacé par Pjirovecii avec deux ‘I terminaux
(Stringer ez al., 2002 ; Nevez et al., 2006a ; Stringer
et al., 2009).

3. HABITAT

Pneumocystis se développe dans les alvéoles pul-
monaires en contact étroit avec les pneumocytes de
type I mais reste extracellulaire. Les organes des
mammiferes infectés et en particulier les alvéoles
pulmonaires sont les seuls lieux de multiplication
connus au sein desquels le champignon peut étre
visualisé. Bien que de I'ADN spécifique de
Preumocystis ait été détecté dans I'eau de bassin et
que de 'ADN spécifique de Rearinii et de Pjirove-
cii ait été détecté dans l'air dans un verger de
I'Oxfordshire (Wakefield, 1996 ; Casanova-Cardiel
et al., 1997) aucun biotope n'a été identifié dans le
milieu extérieur pour les especes du genre
Pneumocystis. En fait, les mammiferes hotes infectés
constituent pour l'instant les seuls réservoirs for-
mellement caractérisés. En méme temps, 'étroite
spécificité d’hote retrouvée chez les especes de
Pneumocystis justifie d’écarter les animaux comme
sources infectieuses potentielles de Pjirovecii et de
considérer l'infection chez 'homme comme une
anthroponose avec '’homme infecté comme source
essentielle de Pjirovecii.

4. IDENTIFICATION

Deux formes de Pneumocystis ont été principale-
ment identifides. I s'agit des formes trophiques et
des formes kystiques. Les kystes matures contien-

nent huit corps intra-kystiques qui donneront de
petites formes trophiques, de plus grandes formes
trophiques polymorphes, des prékystes précoces,
intermédiaires et tardifs, et de nouveaux kystes. Les
corps intra-kystiques et les petites formes tro-
phiques sont sphériques et ont une taille de 1 a
2 pm. Des corps intra-kystiques falciformes ou dits
« en banane » de plus grande taille, de 2 2 3 pm sont
plus rarement observés. Les plus grandes formes
trophiques apparaissent trés irrégulicres et ont une
taille de 4 & 8 pm. Les formes trophiques sont tres
adhérentes entre elles ainsi qu’a la surface de pneu-
mocytes de type I dans I'alvéole. Les prékystes sont
ovoides et présentent une taille de 3,5 2 6 pm. Les
kystes matures sont ovoides ou sphériques et pré-
sentent une taille de 4 4 7 pm, la taille moyenne
usuellement observée étant 5 pm. La paroi des pré-
kystes intermédiaires, tardifs et kystes matures appa-
rait comme une couche dense en microscopie
électronique et contient des f-1,3-D-glucanes (Dei-
Cas et al., 2005). Ces stades sont détectables par les
colorations & 'argent et au bleu de toluidine (cf.
infra, paragraphe 8.2).

Lhypothese d’un cycle décrivant une multiplica-
tion via une reproduction sexuée (Figure 1) a été
basée sur la mise en évidence en microscopie élec-

Figure 1. Cycle hypothétique de Pneumocystis
jirovecii dans I'alvéole pulmonaire.

Les kystes matures contiennent huit corps
intra-kystiques. Aprés libération et selon un
cycle hypothétique ces corps intra-kystiques
donnent de petites formes trophiques puis
de plus grandes formes trophiques poly-
morphes. La conjugaison de ces grandes
formes trophiques aboutit a la formation
des prékystes précoces, intermédiaires et
tardifs, et de nouveaux kystes. En considé-
rant P, jirovecii comme un ascomyceéte, les
kystes correspondent a des asques et les
corps intra-kystiques a des ascospores.
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tronique de complexes synaptonémaux (Matsumoto
et al., 1984). Les complexes synaptonémaux sont
caractéristiques de la prophase de la premiere méiose
chez les eucaryotes. Cette observation est en faveur
d’une reproduction résultant d’'une conjugaison des
formes trophiques pour former des kystes. Selon ce
cycle et en tenant compte du fait que Preumocystis
est un ascomycete, il est légitime de proposer une
nomenclature adaptée pour désigner les kystes
comme des asques et les corps intra-kystiques
comme des ascospores. Quoiqu'il en soit, ce cycle
hypothétique a I'avantage de situer dans un ordre
logique les différentes formes qui sont effectivement
détectées dans les prélevements pulmonaires lors de
la réalisation du diagnostic de routine au laboratoire.

La forme naturellement infectante n’est pas iden-
tifiée. Toutefois, il faut noter que les corps intra-kys-
tiques nouvellement libérés par les kystes matures et
qui évolueront en petites formes trophiques présen-
tent la méme taille (1 & 3 pm) que d’autres patho-
genes tels que Mycobacterium tuberculosis dont la
taille est compatible avec une diffusion jusquaux
alvéoles pulmonaires (Ng ez al., 1997).

5. ACQUISITION
ET TRANSMISSION

5.1. Acquisition et transmission par voie
aérienne

Lacquisition de Preumocystis par voie arienne a
été démontrée chez les modeles murins (Hughes,
1982, Walzer ez al., 1977a). La transmission par
voie aérienne de Pcarinii entre deux rats et de
Pmurina entre deux soutis a été également démon-
trée A 'aide de modeles (Hughes ez al., 1983, Soulez
et al., 1991). Pmurina est un microorganisme par-
ticulierement contagieux puisque sa transmission
peut survenir méme apres un contact d’un seul jour
entre souris immunodéprimées développant une
PPC et souris SCID susceptibles (Soulez er al.,
1991). Plus récemment, la transmission de
Pmurina par voie aérienne entre souris SCID déve-
loppant une PPC et souris immunocompétentes a
été démontrée. Ces souris immunocompétentes
sont transitoirement colonisées par le champignon
et sont capables de le transmettre & d’autres souris

SCID susceptibles qui vont alors développer une
PPC (Dumoulin ez al., 2000 ; Chabé ez /., 2004).

En raison de ces données expérimentales, du tro-
pisme de Rjirovecii pour le poumon humain, et des
observations cliniques, il est admis que 'acquisition
aérienne de Rjirovecii par inhalation survient égale-
ment chez 'homme. Toutefois, le processus d’inha-
lation et de circulation du champignon dans les
voies aériennes reste mal connu (Tasci ez /., 2003).

Le mécanisme de dispersion de Rjirovecii i par-
tir des poumons infectés pourrait étre son exhala-
tion par les malades au cours de la ventilation. En
effet de PADN de Pjirovecii a été détecté par PCR
dans le filtre d’'un systéme d’intubation d’un patient
développant une PPC (Sing ez al., 1999). LADN de
Pjirovecii a été également détecté par PCR dans des
échantillons d’air provenant des chambres de
patients développant une PPC avec concordance
partielle des génotypes de Rjirovecii identifiés dans
Pair avec ceux identifiés chez les patients (Bartlett ez
al., 1997 ; Olsson et al., 1998). De TARN de Pjiro-
vecii a été également détecté par RT-PCR dans des
échantillons d’air filtré provenant des chambres de
patients développant une PPC. Le champignon
serait donc « priori viable et par conséquent poten-
tiellement infectieux dans 'environnement aérien
des patients infectés (Latouche ez al., 2001 ; Maher
et al., 2001). De TADN de Rjirovecii a été détecté
dans des écouvillonnages nasaux du personnel soi-
gnant qui avait inhalé de lair exhalé par un patient
développant une PPC (Vargas er al, 2000).
Récemment, de TADN de Rjirovecii a été détecté et
quantifié¢ dans I'air exhalé par des patients dévelop-
pant une PPC. La charge fongique aérienne dimi-
nue quand la distance entre le patient et le lieu du
prélevement d’air augmente (Choukri ez 2/, 2010).
Ces observations sont compatibles avec la circula-
tion et la transmission aériennes de Pjirovecii chez
I'homme.

5.2. Acquisition et transmission
nosocomiales

Dans les années 50 et 60, Reisetbauer et collabo-
rateurs (Reitsetbauer ez 4/, 1956) ainsi que Harnak
(Harnak, 1960) isolaient lors de leur admission a
I’hopital les enfants suspects de développer une PPC
dans le but de prévenir les infections nosocomiales
A Pjirovecii. Depuis 40 ans, 'acquisition et la trans-
mission interhumaine de Rjirovecii en milieu hospi-
talier ont été évoquées dans un contexte de cas
groupés de PPC. Ces cas groupés ont été décrits
dans des services de pédiatrie, d’hématologie et
oncologie, dans des unités de réanimation et de
transplantation rénale, des services d’infectiologie
spécialisés pour la prise en charge des malades
sidéens (Nevez et al., 2008). Les premiers travaux de
génotypage de Pjirovecii effectués dans le cadre de
cas groupés n'ont pas permis de soutenir 'hypo-
thése de transmission interhumaine en raison de
'absence d’identité génotypique entre les isolats de
Pjirovecii provenant des patients supposés sources et
ceux retrouvés chez les patients nouvellement infec-
tés (Helweg-Larsen er al, 1998, Olsson et al.,
2001). En revanche, l'analyse des rencontres entre
patients concernés par les récents cas groupés de
PPC chez des transplantés rénaux combinée avec
Iidentification génotypique de Pjirovecii provenant
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de ces patients plaident en faveur d’une acquisition
et d’'une transmission nosocomiale du champignon
(Rabodonirina ez al., 2004 ; Hocker ez al., 2005; de
Boer et al, 2007 ; Schmodt ez al., 2008 ; Gianella
et al., 2010 ; Yazaki et al., 2009).

5.3. Acquisition et transmission
en milieu domestique

La transmission de Pjirovecii 3 domicile a été évo-
quée au sein de couples de patients cancéreux ou
sidéens ayant développé une PPC et aussi entre des
grands-parents et leur petit-fils, les premiers étant
colonisés par le champignon, le second ayant déve-
loppé une primo-infection & Pjirovecii, (Watanabe ez
al., 1965 ; Latouche er al, 1997a ; Rivero et al,
2008). La transmission interhumaine ne peut toute-
fois étre retenue en raison soit de 'absence de chro-
nologie cohérente dans la survenue des infections a
Pjirovecii chez le couple de patients (Watanabe ez 4L,
1965), soit de la non concordance des génotypes de
Pjirovecii identifiés chez les patients (Latouche ez 4/,
1997a), soit de la faible discrimination de la
méthode de génotypage retenue (Rivero er al,
2008). En revanche, 'observation de Miller et colla-
borateurs concernant un couple meére — enfant
infecté par le VIH développant de fagon contempo-
raine une PPC est en faveur d’une transmission
interhumaine du champignon (Miller ez 4/, 2002).

5.4. Acquisition et transmission
verticales

La transmission verticale par voie transplacen-
taire et sanguine serait possible chez le lapin (Cere
et al., 1997), discutée chez le rat et absente chez la
souris (Pifer et al, 1984; Ito et al., 1991 ; Chabe ez
al., 2004). Ce mode de transmission a été récem-
ment évoqué chez '’homme car de TADN de Rjiro-
vecii a été détecté par PCR dans un placenta et six
feetus avortés (Montes-Cano et al, 2009).
Toutefois, ces observations de pathologie humaine
ne permettent pas de déterminer que ce mode de
transmission entre la mere et lenfant est usuel,
encore moins que celui-ci revét une importance en
terme de fréquence d’acquisition du champignon
par les populations humaines.

6. PHYSIOPATHOLOGIE

6.1. Mécanismes de défense de I’héte

Dans lalvéole, les macrophages se lient 2
Pneumocystis, le phagocytent puis le dégradent
(Limper et al, 1997a). La liaison avec le macro-
phage se fait par I'intermédiaire de la glycoprotéine
majeure de surface (MSG) et du p-1,3-D-glucane

(Ezekowitz et al., 1991 ; Hoffman et al., 1993). La
MSG peut également se lier 4 la vitronectine, la
fibronectine et la protéine A du surfactant (SP-A)
qui agissent comme des opsonines facilitant 'adhé-
sion aux macrophages (Linke ez 4/, 2009). Le -
1,3-D-glucane, également lié 4 la vitronectine et la
fibronectine, active les macrophages qui produisent
le « tumor necrosis factor » (TNF)-a.. Le TNF-a
joue un role essentiel dans la clairance de I'infection
(Limper ez al., 1997b) en favorisant le recrutement
des polynucléaires neutrophiles, des lymphocytes et
des monocytes (Thomas et Limper, 2007; Lu et
Lee, 2008).

Les lymphocytes CD4* activés sécretent de I'in-
terféron y (IFN-y) et de I'interleukine 4 qui activent
respectivement les macrophages et les lymphocytes
B. D’autre part, 'IFN-y augmente la production
d’especes réactives de l'oxygene et de lazote, et
diminue lexpression des intégrines sur les cellules
épithéliales alvéolaires réduisant ainsi 'adhésion de
Pnreumocystis (Pottratz et al., 1997 ; Downing et al.,
1999). La baisse de production de 'TFN-y lors des
déficits en lymphocytes CD4* serait une des causes
de la récepuvité & Preumocystis (Garvy et al., 1997).

Les lymphocytes B, par leur production d’anti-
corps spécifiques, facilitent la phagocytose par les
macrophages alvéolaires (Taylor er al., 1992). Leur
role serait également d’activer les lymphocytes
CD4* (Lund ez al., 2003). Ceci explique la récepti-
vité pour Pneumocystis des patients présentant une
agammaglobulinémie ou une hypoglobulinémie
sans déficit de l'immunité cellulaire associé
(Saulsbury ez al, 1979 ; Rao et Gelfand, 1983 ;
Alibrahim et al., 1998).

6.2. Mécanismes d’échappement
de Pneumocystis

Pneumocystis peut limiter sa phagocytose par les
macrophages en sécrétant de la MSG libre qui va
entrer en compétition avec la MSG membranaire
(Pop et al., 2006). Le champignon sécrete des poly-
amines qui pourraient induire I'apoptose des
macrophages (Lu et Lee, 2008). La liaison étroite
avec les pneumocytes de type I conduit a terme 2 la
dégradation de ces cellules épithéliales. La modifi-
cation du surfactant au cours de la PPC (Prevost ez
al. ,1998; Atochina ez al., 2000) est a lorigine de
Paugmentation de la tension superficielle et de la
diminution de la compliance pulmonaire (Wright ez
al., 2001). La formation d’'un cedéme pulmonaire
est due & 'exsudation des protéines plasmatiques en
raison de 'augmentation de la perméabilité endo-
théliale. Ceci est favorisé par une sécrétion trop
importante de TNF-a.. Laugmentation de la SP-D
du surfactant entraine agrégation de Preumocystis
empéchant sa phagocytose par les macrophages
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alvéolaires (Yong er al., 2003). Ces phénomenes
associés 4 la multiplication du champignon dans
Ialvéole pulmonaire entrainent la modification des

échanges gazeux et I'hypoxie retrouvée au cours de
la PPC.

6.3. Ancien concept de portage
chronique et de réactivation

Longtemps, il a été admis que la PPC chez I'im-
munodéprimé résultait de la réactivation de formes
quiescentes, en particulier des kystes portés de fagon
chronique et initialement acquis durant enfance.
Ceci reposait d’une part, sur des enquétes de séro-
prévalence montrant que des séroconversions vis-a-
vis d’antigénes de Preumocystis sont observées chez
Penfant dés les premiéres années et que les anticorps
acquis persistent chez les adultes (Meuwissen ez /.,
1977; Pifer er al., 1978) et d’autre part, sur le fait
qu’il était admis que des kystes de Pjirovecii pouvait
étre détectés dans des prélevements pulmonaires
d’individus « sains », le champignon étant un
« saprophyte » des poumons humains. Ce postulat
reposait sur des observations et des enquétes des
années 50 et 70 fréquemment citées en références
(Walzer et al., 1977b). Ainsi, Sheldon a retrouvé le
champignon dans des prélévements pulmonaires
nécropsiques de trois nourrissons décédés de mort
subite et d’un enfant de 10 ans dont la mort était
due 2 une insuffisance rénale aigué. Labsence de
“pneumopathie interstitielle plasmocytaire”, seule
forme clinique et anatomopathologique connue a
I'époque et considérée comme nécessaire pour rete-
nir le diagnostic, a conduit 'auteur & évoquer des
infections “asymptomatiques” et la latence de Pjiro-
vecii (Sheldon, 1959). Sedaghatian et Singer ont
examiné 267 nécropsies d’enfants cancéreux et ont
retrouvé le champignon chez 15 patients (5,6%).
Ces résultats ont été interprétés comme la démons-
tration du saprophytisme de Pjirovecii (Sedaghatian
et Singer, 1972). Hamlin a examiné 655 nécropsies
et retrouvé des kystes de Pjirovecii chez 15/300
(5%) patients leucémiques ou atteints de lym-
phomes, chez 1/110 (0.9%) nourrissons prématurés
ou mort-nés et chez aucun des 245 autres patients
(Hamlin, 1968). Cette étude a été fréquemment et
de fagon erronée citée comme un argument en
faveur du saprophytisme et du concept de porteurs
sains alors que l'auteur lui-méme avait considéré
que ces rares cas de détection de Pjirovecii corres-
pondaient & de réelles PPC dont le diagnostic avait
été occulté. 1l apparaft évident aujourd’hui que les
concepts de saprophytisme et de porteurs sains,
dont la démonstration imposait la détection du
champignon chez des personnes immunocompé-
tentes et asymptomatiques, ne pouvaient étre réelle-
ment supportés par ces observations décrites dans
leur ensemble chez des patients symptomatiques
présentant des facteurs de risque d’infections par
Pjirovecii.

6.4. Nouveau concept d’acquisition
de novo et de colonisation occasionnelle

Depuis l'avenement des techniques de PCR,
I'hypothese de portage chronique de Pjirovecii chez
le sujet sain et de la survenue de PPC chez le patient
immunodéprimé comme résultant d’une réactiva-
tion & partir de ce portage a été réévaluée. En effet,
malgré l'udlisation de cette technique sensible, le
champignon n’a pas été détecté dans des préleve-
ments pulmonaires nécropsiques de patients  priori
immunocompétents et sans maladie pulmonaire
(Peters et al., 1992). Des génotypes de Rjirovecii dif-
férents ont été identifiés au cours d’épisodes récur-
rents de PPC (Keely et 4/, 1996 ; Tsolaki ez al.,
1996 ; Latouche ez al., 1997b). De plus, il a été éta-
bli chez les modeles animaux qu’apres un épisode de
PPC, lélimination du champignon pouvait étre
complete et que I'érat d'immunosuppression seul
pouvait étre insuffisant pour que survienne I'infec-
tion (Chen ez al., 1993 ; Vargas et al., 1995). Ces
données montrent que la PPC chez 'immunodé-
primé peut résulter de lacquisition de novo du
champignon.

De fagon contemporaine, alors que le portage
chronique était récusé, des populations colonisées
par Pjirovecii de fagon transitoire et casuelle ont été
identifiées. En effet, de faibles charges fongiques
non détectables par microscopie ont été détectées
par PCR dans des prélevements pulmonaires chez
des patients présentant des maladies pulmonaires
aigués ou chroniques associées ou non a des états
d’immunodépression, des nourrissons sans déficit
immunitaire mais naifs vis-3-vis du champignon et
développant une primo-infection & Preumocystis,
des femmes enceintes soumises 4 des modifications
physiologiques de 'immunité, des personnels des
hépitaux en contact ou non avec des patients déve-
loppant une PPC (Peterson et Cushion, 2005). En
somme, des contacts fréquents et récurrents avec
Pjirovecii conduisant 4 des colonisations pulmo-
naires transitoires ou casuelles, plutét qu'un portage
chronique depuis I'enfance, pourraient expliquer la
séroprévalence élevée dans les populations
humaines.

En revanche, des données récentes concernant la
présence de Pjirovecii chez les sujets sains apparais-
sent contradictoires. Le champignon n’a pas été
détecté par PCR dans les expectorations de
50 sujets présentant des valeurs normales des
épreuves fonctionnelles respiratoires et des lym-
phocytes CD4* sanguins (Nevez er al, 2006b).
Ponce et collaborateurs ont détecté le champignon
par PCR et immunofluorescence chez 34/55
(62%) patients décédés de mort violente (Ponce et
al., 2010). Ces résultats sont en opposition avec
ceux observés en Grande Bretagne (Peters ez al.,
1992). Ces pourcentages élevés (62%) ne sont pas

© ESKA mars 2011 - M.AJ. n° 4/2010

24

5/18

Section XII — Chapitre 9



Généralités sur Pneumocystis jirovecii

PNEUMOCYSTIS JIROVECI

compatibles avec les faibles pourcentages usuels
(15%) de détection de Pjirovecii par microscopie et
PCR dans les échantillons de lavage broncho-alvéo-
laire lors du diagnostic de routine (Nevez er i,

1999).

Quoiquil en soit, cest la réactivation de stades
quiescents portés de fagcon chronique depuis I'en-
fance qui est actuellement récusée. En fait, la PPC
pourrait résulter, soit de l'acquisition de novo de
Pjirovecis, soit de 'aggravation d’un état de coloni-
sation qui pourrait correspondre alors 4 une phase
d’incubation de 'infection.

7. PRESENTATIONS CLINIQUES

Les patients infectés par le VIH constituent la
population la plus représentative des sujets a risque
de développer une PPC. Le taux d’attaque était de
60 2 80 % en I'absence de prévention et de traite-
ment antiviral (Centers for Disease Control and
Prevention, 1993). Les patients immunodéprimés
non infectés par le VIH constituent une popula-
tion plus hétérogene avec des taux d’attaque
variables en fonction de la maladie sous jacente et
des traitements immunomodulateurs associés. Ces
taux peuvent s'élever respectivement a 15%, 40%,
12%, 2 %, et 1% lors de transplantation de rein, de
leucémie lymphoblastique, de maladie de Wegener,
de collagénoses autres, et de cancers solides
(Sepkovitz et al., 2002). Les enfants présentant des
déficits immunitaires combinés séveres et des
agammaglobulinémies sont également a risque
(Saulsbury ez al., 1979). Les taux d’attaques sem-
blent élevés mais ceux-ci ne sont pas clairement
renseignés pour ces maladies rares dont 'incidence
est de 0,5 a4 2 par million de naissances
(www.orpha.net).

La PPC est une pneumonie alvéolo-interstitielle
bilatérale se révélant au scanner thoracique par des
images en verre dépoli (Huang, 2005). Les patients
présentent une dyspnée rapidement progressive,
associée 3 une toux et une fievre. Cette triade est
retrouvée dans pres de 50% des cas alors que les
signes d’examen sont pauvres. Il existe souvent une
dissociation des signes fonctionnels et des signes
physiques. D’autres formes cliniques pulmonaires
sont décrites, telles que des pneumothorax, des
pneumonies en foyer ou systématisées, et méme des
miliaires lors de PPC granulomateuses (Hartel ez
al., 2010).

Les localisations extra pulmonaires sont excep-
tionnelles mais connues. Elles surviennent le plus
souvent lors de dissémination au cours de PPC mais
des localisations isolées extra pulmonaires ont été

décrites (Ng et al., 1997).

Les colonisations pulmonaires évoquées plus
haut pourraient se rapporter 4 des formes d’infec-
tions pulmonaires plus torpides, en particulier chez
des patients présentant des broncho-pneumopathies
chroniques obstructives (Morris ez al., 2008), des
sarcoidoses (Nevez ez al., 2002), des mucoviscidoses
(Le Gal et al, 2010). Celles-ci sont encore mal
caractérisées mais il est légitime de penser que le
champignon puisse étre un facteur aggravant la
symptomatologie respiratoire chez ces patients.

8. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

8.1. Les prélévements

Le diagnostic biologique des infections & Pjirove-
cii repose essentiellement sur la détection du cham-
pignon dans des prélevements pulmonaires plus
rarement dans d’autres échantillons biologiques lors
de localisations extra pulmonaires. Ce diagnostic a
été initialement posé par I'examen microscopique
de tissus pulmonaires post-mortem (Chagas, 1911 ;
Gajduzek, 1957) puis d’aspirations naso-pharyn-
gées ou trachéales en particulier chez les nourrissons
(Le Tan Vinh et al, 1963, Kucera et Valouzek,
1966) et d’expectorations (Fortuny ez al., 1970 ;
Smith et Wiggins, 1973). D’autres prélévements
tels que les biopsies pulmonaires trans-pariétales,
trans-bronchiques et les brosses bronchiques ont été
présentées comme des prélevements permettant la
détection microscopique du champignon (Jacobs ez
al., 1969 ; Repsher er al., 1972; Finley ez al., 1974 ).
Cependant, le lavage broncho-alvéolaire (LBA) pra-
tiqué au cours d’une fibroscopie broncho-pulmo-
naire est le prélévement essentiel pour le diagnostic
de PPC, en particulier chez les patients infectés par
le VIH (Ognibene er al., 1984 ; Hartman ez al.,
1985). A la fin des années 80, 'augmentation de
Iincidence du SIDA et des infections & Preumocystis
ainsi que la place prépondérante de Preumocystis
dans I'étiologie des pneumonies interstitielles chez
les sidéens ont conduit & proposer I'expectoration
induite comme alternative au LBA (Bigby er al,
1986). Celle-ci doit étre effectuée avec l'aide de
kinésithérapie respiratoire apres nébulisation d’'un
sérum hypertonique 4 3% pendant 20 minutes.
Lexamen d’une expectoration induite peut consti-
tuer une premicre approche mais lorsquelle est
négative, celle-ci doit étre suivie d'un LBA pour
confirmer l'absence de Preumocystis et élargir le
champ du diagnostic étiologique (Roux et Girard,
1990).

8.2. Les colorations

La cytocentrifugation des échantillons de LBA
avant coloration a été proposée pour améliorer le
confort et la rapidité de lecture des lames (Gill ez a/.,
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1988). La coloration au May Griinwald Giemsa est
une coloration panoptique largement utilisée en
biologie médicale. Elle colore en bleu les composés
basophiles tels que les cytoplasmes et en pourpre les
composés acidophiles tels que les noyaux. Les amas
de Pjirovecii constitués de formes trophiques et de
kystes agglomérés sont aisément détectables 4 faible
grossissement microscopique (20 x 10) (Figure 2).
o '

b 4

%

A T -
Figure 2. Amas de P jirovecii constitué de
formes trophiques et de kystes agglutinés

(May Grinwald Giemsa, x 200).

Les formes trophiques isolées ainsi que les corps
intra-kystiques peuvent &tre visualisés & plus fort
grossissement (100 x 10) (Figures 3, 4 et 5). La
coloration de Chalvardjian (Chalvardjian et Grawe,
1963) permet de détecter les kystes qui apparaissent
colorés en violet par le bleu d'ortho toluidine
(Figure 6). Les formes trophiques ne sont pas colo-
rées par cette technique. Les mémes stades sont
colorés par la coloration de Grocott dérivée de celle
de Gomori (Grocott, 1955) et sa variante d’exécu-
tion plus rapide décrite par Musto (Musto ez 4l.,
1982). Ces colorations sont moins utilisées aujour-
d’hui en raison de leur potentielle toxicité. La colo-
ration a lacide périodique (PAS), celle de
Papanicolaou et celle de Gram-Weigert permettent

i
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Figure 3. Formes végétatives isolées
(fleches) (May Griinwald Giemsa, x 1000)

respectivement de visualiser la paroi des kystes, les
noyaux des corps intra-kystiques, la paroi des kystes
et les noyaux des corps intra-kystiques (Marty et al.,

F

Figt];e 4. Kyste mature contenant huit corps
intra-kystiques (fleche) (May Griinwald
Giemsa, x 1000)

R 1
Figure 5. Corps intra-kystiques en forme de

“banane” (fleche) (May Griinwald Giemsa,
x 1000)

Figure 6. Amas de kystes dont la paroi est
colorée en violet (Chalvardjian, x 400)
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1981). Celles-ci ne sont cependant pas utilisées cou-
ramment pour le diagnostic biologique des infec-
tions A Pjirovecii. En revanche, la coloration par
I'hémalun éosine, qui reste une coloration de base
pour les examens en anatomie pathologie permet de
détecter les amas de Pjirovecii dont laspect en
coupe est dit classiquement en « rayon de miel »
(van der Meer et Brug, 1942). Le tableau I résume
les résultats obtenus en microscopie en fonction des
différentes colorations et des stades parasitaires
observés.

Au milieu des années 80, la production d’anti-
corps monoclonaux spécifiques de Preumocystis a
permis de développer des techniques d’'immuno-
détection, en particulier 'immunofluorescence,
qui sont applicables en routine. Ces techniques
sont plus sensibles que les colorations pratiquées
sur les LBA et les expectorations induites (Kovacs
et al., 1986 ; Kovacs et al, 1988 ; Linder et al.,
1986 ; Dournon ez al., 1989). Lutilisation d’anti-
corps spécifiques de kystes permet d’obtenir des
images de bonne qualité avec un bruit de fond
limité (Figure 7) contrairement a [utilisation
d’anticorps spécifiques a la fois des formes tro-
phiques et des kystes. En effet, les formes tro-
phiques isolées qui sont tres polymorphes doivent
étre rapidement distinguées du bruit de fond
avant que 'extinction de fluorescence n’en limite
I'observation. Cette observation rapide requiert
une grande expérience.

Les colorations par des dérivés du stilbéne révé-
lant les copolymeres de chitine-glucanes des cham-
pignons lors d’un examen microscopique en
fluorescence ultraviolette ont été présentées comme

Figure 7. Amas de kystes (Immuno-

fluorescence
kystes, x 250)

indirecte, anticorps anti

une alternative aux colorations classiques et aux
immunodétections. Ces colorations sont répandues
pour 'examen direct en mycologie mais sont en fait
peu utilisées pour la détection particuliere de Pjiro-
vecii (Stratton et al., 1991).

8.3. L’amplification ’ADN
de Pneumocystis par PCR

Depuis la publication princeps de Wakefield et
collaborateurs (Wakefield ez af, 1990) des tech-
niques de PCR manuelle en une étape, nichée, en
temps réel ou quantitative avec des sondes d’hy-
drolyse ou d’hybridation ont été développées pour
amplifier TADN de Rjirovecii. Les cibles retenues
sont les genes et loci codant pour PARN de la
grande sous unité du ribosome de la mitochondrie

Tableau |. Colorations utilisées en microscopie pour la détection des stades de Pneumocystis

Coloration

Formes trophiques

Kystes Corps intra-kystiques

+
May Griinwald Giemsa

Noyau pourpre
Cytoplasme bleu

+
- Noyau pourpre
Cytoplasme bleu

Chalvardjian -

+
Paroi colorée en violet

Musto -

+
Paroi colorée en brun noir

Periodic Acid Schiff (PAS) -

+
Paroi colorée en rouge

+

Hémalun Eosine Safran +/— -
Rose
. +/- + +
Gram-Weigert Rose Paroi colorée en violet Rose
. +
Papanicolaou +— _
Pourpre

Notes, +, coloré ; -, non coloré ; +/-, faible affinité pour la coloration
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(mtLSUrRNA) (Wakefield et al., 1990 ; Méliani ez
al., 2003 ; Alanio ez al., 2010), TARN de la petite
sous unité du ribosome de la mitochondrie
(Tsolaki er al., 1998), la « major surface glycopro-
tein » (MSG) (Kovacs et al., 1993 ; Larsen et al.,
2002), la thymidilate synthétase (TS) (Olsson ez
al., 1993), la dihydroptéroate synthétase (DHPS)
(Lane et al, 1997 ; Ndam ez al, 2003, Alvarez-
Martinez et al., 2006), la dihydrofolate réductase
(Schluger er al, 1992 ; Bandt er al, 2007), les
ARN ribosomiques 18 S (ARNr 18S) (Lu ez al,
1995), et 5 S (Kitada ez al., 1991 ; Palladino et al.,
2001), la tubuline (Edlind e£ a/, 1992 ; Brancart
et al., 2005), les « internal transcribed spacers »
(ITS) 1 et 2 de opéron nucléaire de PARN ribo-
somique (Lu ez al, 1994 ; Tsolaki ez al., 1996 ; Lee
et al., 1998), une protéine fonctionnelle du cycle
de division cellulaire (Cdc2) (Kaiser et al,
2001), la « heat shock protein (HSP) 70 (Hugget
et al., 2008), une sérine endoprotéase (Rohner et
al., 2009). La cible la plus fréquemment choisie
pour le diagnostic reste le géne de la mtLSUrRNA.
Les techniques de PCR amplifiant cette cible sont
décrites comme les plus sensibles et spécifiques
(Lundgren et Wakefield, 1998 ; Robberts er al.
2005). En revanche, des amorces décrites pour
Pamplification du gene de la TS, de TARNr 18 S,
des ITS 1 et 2 peuvent amplifier de TADN de
Candida et de Saccharomyces (Lu et al. 1995; Lu er
al. 1994).

La spécificité et la sensibilité d’'une méthode de
détection par PCR varient en fonction de la cible
amplifiée, de la technique, ainsi que de la qualité
des prélevements analysés. Une méta-analyse des
données publiées sur une période de dix ans permet
de retrouver des valeurs de sensibilité et de spécifi-
cité de la PCR de 99,1% et 92,6% sur des LBA et
de 87% et 96% sur des expectorations (Helweg-
Larsen, 2004). En somme, c’est une valeur prédic-
tive négative proche de 100% qui fait tout I'intérét
de la PCR sur LBA.

De maniere générale, la PCR permet de détecter
le champignon alors que celui-ci peut étre occulté
par les techniques microscopiques. Dans la mesure
ol il est admis que les infections & Pjirovecii résul-
tent de 'acquisition de novo du champignon et non
de la réactivation d’'un portage chronique de stades
quiescents, un résultat de PCR positif doit étre
priori interprété comme le refler d’une infection
évolutive. Toutefois, de faibles charges fongiques
peuvent étre détectées chez des patients présentant
un diagnostic alternatif & la PPC et une améliora-
tion clinique malgré 'absence de traitement spéci-
fique contre le champignon. Dans ce contexte, le
terme de colonisation pulmonaire par Pjirovecii est
souvent retenu & posteriori. La différenciation entre
PPC et colonisation basée sur la quantification de la
charge fongique présente dans les échantillons pul-

monaires 4 I'aide d’'une PCR quantitative a été pro-
posée (Larsen et al., 2002 ; Flori ez al., 2004 ; Bandt
et al., 2007 ; Hugget ez al., 2008 ; Fujisawa ez al.,
2009 ; Alanio et 4/, 2010). Bien qu’il semble exis-
ter un lien entre la charge fongique et la gravité de
Iinfection, il reste difficile d’établir une telle corré-
lation puisqu’il n'est pas possible de standardiser
échantillon pulmonaire initial faisant I'objet de la
PCR quantitative.

Un autre avantage de la PCR est de pouvoir
détecter de faibles charges fongiques chez des
patients développant des PPC granulomateuses
pour lesquelles le diagnostic mycologique direct
est généralement négatif (Wakefield er al,
1994a.)

Des trousses diagnostiques prétes a I'emploi
seront prochainement commercialisées et pourront
remplacer les techniques « faites maison » actuelle-
ment réalisées par les laboratoires spécialisés. Leur
utilisation permettra de limiter les variations inter-
laboratoires.

8.4. Culture de Pneumocystis

La culture de Pjirovecii ne peut étre réalisée en
routine dans le cadre du diagnostic. Rearinii peut
étre cultivé sur des cellules épithéliales de poumons
de rats pendant 7 4 10 jours (Aliouat ez al., 1995 ;
Atzori et al., 1998). Une équipe a obtenu expéri-
mentalement la culture continue de Pcarinii en
milieu liquide acellulaire mais ces résultats n’ont pu

étre reproduits (Merali ez al., 1999).

8.5. Diagnostic sérologique et diagnostic
biologique non spécifique

La détection des anticorps dirigés contre des
fractions de la MSG pourrait représenter une
approche pour le diagnostic sérologique de la PPC
mais celle-ci n’a pas été développée pour une pra-
tique de routine (Walzer ez a/., 2009). La détection
du f-1,3-D-glucane sérique pour le diagnostic des
infections fongiques invasives a trouvé des applica-
tions pour celui de la PPC (Desmet ez al., 2009 ;
Shimizu ez al., 2009). Cependant, ce test représente
une méthode de diagnostic de deuxieéme intention
car la mise en ceuvre du diagnostic mycologique
direct reste prioritaire.

La Pa0, est abaissée. Une valeur inférieure 2
70 mm Hg est un signe de gravité. Pres de 80% des
patients développant une PPC présentent une élé-
vation des lactates déshydrogénases sériques
(Huang, 2005). Toutefois, il est difficile d’utiliser
Iélévation de ces enzymes sériques comme mar-

queur diagnostique de la PPC (Huang, 2005).
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9. IDENTIFICATION
GENOTYPIQUE

Plusieurs approches ont été développées pour
aborder I'identification génotypique de Pjirovecii. 11
sagit de méthodes basées sur I'analyse d’un ou plu-
sieurs loci, avec ou sans séquencage (Hauser ez al.
1998 ; Beard ez al. 2004). Les loci les plus fréquem-
ment retenus sont ceux codant la mtLSUrRNA (Lee
et al., 1993 ; Wakefield ez al, 1994b; Latouche e#
al., 1997¢c ; Wakefield, 1998), les ITS1 et 2 (Tsolaki
et al, 1996 ; Lee et al., 1998 ; Nevez et al., 2003 ;
Totet et al., 2003), la DHPS (Lane ez al., 1997), la
MSG (Ma et al., 2002a ; Ripamonti ez 4l., 2009).

Le polymorphisme du locus de la mtLSUrRNA
est limité aux mutations sur les quatre positions
nucléotidiques 81, 85, 248, et 288, les positions 85
et 248 étant les plus fréquemment impliquées. Sept
types ont été effectivement identifiés A partir du
polymorphisme de ces positions (Wakefield, 1998 ;
Latouche ez al., 1997¢). Le polymorphisme des ITS1
et 2 est plus important. Un type ITS de Rjirovecii
résulte de I'association d’un allele ITS 1 et d’un alléle
ITS 2. Environ soixante types ont été décrits mais les
types Eg et Ne représentent pres de 50% des types
identifiés (Lee et al., 1998 ; Beard ez al., 2004).

Lanalyse du locus de la DHPS occupe une place
singuli¢re dans les techniques de génotypage
puisque la DHPS est 'enzyme cible des sulfamides
et des sulfones qui sont largement utilisés comme
traitements préventifs et curatifs des infections a
Pjirovecii. Le polymorphisme de ce locus est faible
mais deux principales mutations non synonymes
ont été détectées en positions 165 et 171 (Lane ez
al., 1997 ; Ma ez al., 1999). Lanalyse des séquences
incluant ces positions permet d’identifier de simples
mutants présentant une mutation sur une seule
position et des doubles mutants présentant les deux
mutations. Les facteurs de risques principaux pour
développer une infection par des mutants sont les
antécédents de traitement par sulfamides et le lieu
de résidence des patients (Kazanjian er al. 1998 ;
Beard er al. 2000; Huang ez al. 2000 ; Huang e al.
2001). Ces deux facteurs sont compatibles avec
'hypothese que le champlgnon est transmis des
patients infectés traités a des patients susceptibles
non traités, soit directement soit via une hypothé-
tique source environnementale commune. Pour ces
raisons, 'analyse du locus de la DHPS peut servir
de marqueur de circulation de Pjirovecii (Totet et

al., 2004a ; Hauser et al., 2010).

Une vingtaine de mutations non synonymes ont
été décrites sur le géne de la DHFR, I'enzyme cible
des pyrimidines (Costa ez al., 2006; Robberts et al.,
2005 ; Nahimana ez 4/, 2004 ; Takahashi et 4/,

2002). Seize de ces mutations ont été détectées chez

une méme cohorte de patients (Nahimana et al,
2004). Le facteur de risque pour développer une
infection par des mutants est représenté par les
antécédents de traitement par pyriméthamine plu-
tot que par triméthoprime (Nahimana ez a/., 2004 ;
Ma et al., 2002b).

Le cytochrome b est la cible de 'atovaquone qui
est un traitement de deuxieme intention. Neuf
mutations non synonymes ont été décrites sur le
gene du cytochrome b, dont sept concernent le site
de fixation de 'ubiquinone/coenzyme Q (Walker ez
al., 1998 ; Kazanjian ez al., 2001 ; Takahashi ez al,
2002 ; Esteves et al., 2010). Le facteur de risque
pour développer une infection par des mutants sur
ce gene est représenté par les antécédents de traite-
ment par atovaquone (Kazanjian ez /., 2001).

Le polymorphisme des geénes codant la TS et la
superoxide dismutase manganese dépendante ainsi
que celui du géne «arom » est limité. Il est rarement
exploité en pratique pour l'identification génoty-

ique de P .jirovecii (Latouche er al, 1997c¢ ;
Wakefield, 1998 ; Miller ez al., 2005 ; Esteves ¢t al.,
2010).

Des techniques de PCR-« restriction fragment
length polymorphism » (RFLP) sur les loci de la
DHPS et de la MSG ont été développées (Diop
Santos ez al, 1999 ; Ripamonti ez al., 2009). Les
avantages de ces techniques sont leur moindre cott
et leur rapidité puisquelles saffranchissent du
séquencage. Hauser et collaborateurs (Hauser e 4/,
1998) ont développé une technique de « single
strand conformation polymorphism » (SSCP) sur
les genes de la mcLSUrRNA, de 'ARN de la grande
sous unité du ribosome, la tubuline, et de I'TTS 1.
Cette technique multilocus est considérée comme la
technique la plus discriminante (Hauser ez al.,
2001 ; Beard ez al, 2004). Elle est en revanche
moins sensible que celle basée sur le séquencage des
ITS1 et 2 pour le génotypage de Rjirovecii prove-
nant de patients infectés par de faibles charges fon-
giques. Par ailleurs, les résultats de génotypage
obtenus a I'aide des techniques de PCR-RFLP sur la
MSG ou de SSCP par des équipes différentes sont
difficilement comparables, contrairement aux résul-
tats obtenus par séquengage.

Lapport du génotypage de Pjirovecii a I'épidé-
miologie de la pneumocystose est majeur. Il a été
montré que des épisodes récurrents de PPC pou-
vaient se rapporter & des génotypes différents et
donc résulter de réinfections a partir d’'une source
exogene plutdt que de réactivation a partir d’une
source endogene (Keely er al, 1996 ; Latouche ez
al., 1997b). Les co-infections par des génotypes dif-
férents sont fréquentes (Tsolaki ez al., 1996) et peu-
vent représenter jusqua 80% des infections

(Robberts ez al., 2004). Ceci indique que les infec-
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tions A Pjirovecii ne sont pas nécessairement clo-
nales mais résultent de I'acquisition et de la multi-
plication de plusieurs souches de Rjirovecii. Par
ailleurs, des génotypes différents peuvent étre com-
partimentés dans des territoires pulmonaires diffé-
rents (Helweg-Larsen er 2/, 2001). La PPC chez les
immunodéprimés, qu’ils soient infectés ou non
infectés par le VIH, la colonisation pulmonaire chez
les patients présentant un diagnostic alternatif 2 la
PPC, la primo-infection chez le nourrisson immu-
nocompétent, peuvent étre dues aux mémes géno-
types fongiques (Nevez er al., 2003 ; Totet et al.,
2003 ; Totet er al., 2004b). Ceci suggere que ces
diverses populations de patients aux présentations
cliniques variées constituent un méme réservoir
humain de Pjirovecii. Par ailleurs, les travaux de
génotypage combinés avec l'analyse des contages
entre patients dans un contexte de cas groupés de
PPC survenus dans les hopitaux ont permis de sou-
tenir hypothése d’acquisition et de transmission
nosocomiales de Rjirovecii (cf. paragraphe 5.2).

10. TRAITEMENT, SENSIBILITE
AUX ANTI-PNEUMOCYSTIQUES
ET PREVENTION

Le traitement de premitre intention d’une infec-
tion par Pjirovecii reste le Bactrim®, (7.e. I'association
sulfaméthoxazole (75 mg/kg/j) - triméthoprime (15
mg/kg/j), durant 21 jours. Par analogie avec d’autres
microorganismes tels que Plasmodium (Brooks et al.,
1994) mais aussi en raison de résultats de tests in
vitro (Iliades er al, 2004), il est admis que les
mutants DHPS présentent une moindre sensibilité
aux sulfamides. Toutefois, la présence de mutants
chez les patients développant une PPC ne semble
pas conduire en pratique a des échecs thérapeutiques
patents. Le traitement par Pentacarinat® (pentami-
dine) par voie intra veineuse (4mg/kg/j) durant 14
jours représente une alternative. La Wellvone® (ato-
vaquone) (1500mg/j) est réservée aux PPC moins
séveres si le Bactrim® ne peut étre utilisé. Les asso-
ciations Dalacine® (clindamycine) (1800mg/j) - pri-
maquine (15 mg/j) ou Disulone® (dapsone)
(100mg/j) — triméthoprime (20 mg/kg) présentées
aux Etats-Unis comme d’autres alternatives ne peu-
vent en pratique étre prescrites en France en raison
de I'absence de disponibilité du triméthoprime et de
la disponibilité de la primaquine restreinte & une
autorisation temporaire d’utilisation.

La chimioprophylaxie des infections & Pjirovecii
doit reposer en premitre intention sur le Bactrim®
Forte [(sulfaméthoxazole (800mg/kg/j) - trimétho-
prime (160 mg)], tous les deux jours] bien que la
présence de mutants DHPS chez les patients infec-
tés ait été corrélée aux échecs de prophylaxie par les

sulfamides (Kazanjian ez /., 1998). Les aérosols de
Pentacarinat® (pentamidine) avec une fréquence
mensuelle  représentent  une  alternative.
Lassociation Disulone® (dapsone) (50mg/j) -
Malocide® (pyriméthamine) (50 mg/semaine) est
une autre alternative, bien que la présence de
mutants DHER chez les patients infectés ait été cor-
rélée A des échecs de prophylaxie par pyrimétha-
mine (Nahimana et 4/, 2004 ; Ma et al,, 2002b).

Les données de I'autorisation de la mise sur le
marché (AMM) de la Wellvone® (atovaquone) ne
comprennent pas son utilisation pour la prophy-
laxie. De méme, les données de 'TAMM du
Cancidas® (caspofungine), de 'Ecalta® (anidulafun-
gine) et de la Mycamine® (micafungine) ne com-
prennent pas pour linstant leur utilisation pour la
prophylaxie ni pour le traitement de la PPC bien
que ces trois échinocandines soient actives sur Pjiro-
vecii en raison de leur action inhibitrice sur la syn-
these du B-1,3-D-glucane (Schmatz er al., 1991 ;
Bartlett ez al., 1996 ; Powles et al., 1998 ; Ito et al.,
2000 ; Hof et al., 2008).

Les patients infectés par le VIH doivent bénéfi-
cier d’une prophylaxie primaire ou secondaire s’ils
présentent une valeur des lymphocytes CD4* san-
guins inférieure 2 200 éléments par mm?, ou un
taux inférieur & 15%, ou que le rapport des lym-
phocytes CD4*/CD8* sanguins est inférieur a 0,2.
(Masur et al., 1989b, Yeni, 2010). Les criteres bio-
logiques sur lesquels repose la décision d’instaurer
une prophylaxie chez les patients immunodéprimés
non infectés par le VIH sont moins définis. Si I'on
Sappuie sur les lymphocytes CD4* sanguins, il
semble que dés 300 éléments par mm? une préven-
tion pourrait étre instaurée (Mansharamani ez al.,
2000). Les patients transplantés rénaux regoivent
une prophylaxie durant au moins quatre mois apres
la transplantation (European Expert Group on
Renal Transplantation, 2002).

La chimioprophylaxie reste 'approche primor-
diale pour la prévention des infections & Pjirovecis.
Toutefois, elle pourrait s'avérer insuffisante. Ainsi
les « centers for disease control and prevention » aux
Etats-Unis recommandent d’éviter le partage de la
chambre d’un patient développant une PPC avec
un autre patient immunodéprimé susceptible
(Siegel er al, 2007). Compte tenu des données
connues sur le mode de transmission des especes de
Pneumocystis et sur les cas groupés d’infections a
P.jirovecii dans les hopitaux, il est logique d’étendre
ces recommandations a la prévention de type
« gouttelettes » selon les propositions formulées par
Rabodonirina et collaborateurs et appliquées a Lyon
(Rabodonirina et al, 1997). Toutefois, il n’existe
pas de recommandations officielles nationales pour
la prévention des infections nosocomiales & Rjirove-
ciz en France.
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Dépistage et caractérisation des populations infectées par P.jirovecii

1. Détection de Pneumocystis jirovecii chez les patients atteints de mucoviscidose

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques graves dans la population
caucasienne. La transmission se fait sur le mode autosomique récessif. Son incidence peut
atteindre 1 cas pour 1600 naissances en Bretagne [219]. Ceci explique que le CRCM de
Roscoff et le CHRU de Brest suivent une cohorte d'environ 160 patients [17].

Des cas de colonisation par P.jirovecii ont été décrits chez les patients atteints de
mucoviscidose en Allemagne et en Espagne avec des prévalences de 7,4% et 21,6%
respectivement [210, 227]. En revanche, aucune donnée n’était disponible en France et en
particulier en Bretagne. Notre objectif a été de définir la prévalence de P.jirovecii chez les
patients atteints de mucoviscidose dans le Finistére. Pour cela nous avons analysé les
expectorations prélevées entre juillet 2005 et aott 2007 chez 76 patients suivis au CRCM de
Roscoff et au CHRU de Brest. Cent quarante-six prélévements ont été analysés par
amplification du geéne codant pour ’ARN de la grande sous-unité du ribosome de la
mitochondrie de P. jirovecii, au moyen d'une PCR nichée et d'une PCR en temps réel selon
des protocoles précédemment décrits [154, 248, 253, 274]. Le champignon a été détecté chez
un patient, uniquement par PCR en temps réel. La prévalence de la colonisation par P.
Jjirovecii est donc estimée a 1,3% dans le Finistére. Ces résultats indiquent que la colonisation
par P.jirovecii est peu fréquente chez les patients mucoviscidosiques dans le Finistére et qu'en
conséquence, ces patients sont peu impliqués en termes de réservoir humain de P.jirovecii
dans notre région. De plus, le champignon n'est pas impliqué en tant que cofacteur de

morbidité chez ces patients.

Ce travail est présenté dans l'article "Preumocystis jirovecii and cystic fibrosis in France.
Le Gal S, Héry-Arnaud G, Ramel S. Virmaux M, Damiani C, Totet A, Nevez G.
Scandinavian Journal of Infectious Diseases 2010; 42(3) : 225-7 ".
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Article 1

Pneumocystis jirovecii and cystic fibrosis in France
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2. Amélioration des techniques de diagnostic et de dépistage des populations infectées

VOIo MAachives e Endotoxine (LPS)
'

.
FacitwrC  Facteur C Activé 8-1.3-D-glucane

: .

b a
Facteur B Facteur B activé e e _
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\
.
Pro-enzyme de coagulation =~ N Enzyme de coagulation
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Figure 1. Voies d'activation du lysat d'amoebocytes de Limule (d'aprés Finkelman et
Obayashi et al. [71, 191]). Pour le dosage du 3-1,3-D glucane, la voie du facteur C est

inactivée.

Le B-1,3-D glucane est un composant majeur de la paroi fongique et en particulier de la paroi
du kyste de P.jirovecii [50, 149]. Des taux sériques de P-1,3-D glucane supérieurs a 80
pg/mL, détectés a l'aide du kit Fungitell® (Associates of Cape Cod, Inc.), ont été rapportés
chez les patients présentant des infections fongiques profondes, dont la PPC [42, 48, 53, 57,
71, 89, 144, 200, 276]. Le dosage du pB-1,3-D glucane est basé¢ sur une modification du
mécanisme du lysat d’amoebocytes de limule (Limulus Amebocyte Lysate, LAL) [71, 178,
191]. Le LAL est un extrait aqueux de cellules sanguines (amoebocytes) de la limule
(Limulus  polyphemus). Les granules des amoebocytes libérent en présence de
lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi cellulaire des bactéries gram négatif, des
facteurs de coagulation dont l'activation entraine la coagulation du sang de limule. Le -1,3-
D glucane permet également I'activation des facteurs du LAL (Figure 1) [71, 191]. La
réaction est une cascade constituée de deux voies d'activation enzymatique entrainant le
clivage d'une protéine, le coagulogéne. Le LPS active la voie du facteur C, tandis que le -
1,3-D glucane active la voie du facteur G. Quelle que soit la voie, le produit du clivage, la

coaguline, entraine une turbidité du milieu réactionnel, suivie de la formation d'un gel caillot.
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Cette propriété est mise a profit pour la lecture des résultats du test diagnostic basé¢ sur le
LAL (Tableau 1). Cette cascade enzymatique peut également entrainer le clivage de petites
molécules synthétiques chromogeénes [191]. Ces molécules sont constituées de la
paranitroaniline (pNA) et d'une portion peptidique qui comporte un site de clivage similaire
au coagulogéne. Le clivage protéolytique du substrat libére la pNA, un chromophore qui
absorbe a 405 nm. Cette propriété est ¢galement mise a profit pour la lecture des résultats du
test diagnostic bas¢ sur le LAL (Tableau 1). La voie du facteur C peut étre inactivée pour
rendre le test LAL spécifique du B-1,3-D glucane. La trousse Fungitell® est une des 4
trousses développées sur la base de ce test pour doser le $-1,3-D glucane. Elle est la seule
trousse disponible en Europe et aux Etats-Unis (Tableau 1). Elle fait appel a une technique

chromogénique.

Tableau 1. Trousses de dosage du pB-1,3-D glucane commercialisées (d'aprés Finkelman

[71D).

Nom de la . L. Seuil de
Fournisseur Principe de mesure e,
trousse positivite
Fungitell Associates of Cape Code, Dosage colori.métri‘que (lecture de la densité > 80 pg/mL
Inc optique a 405-490 nm)
Fungitec G- Seikagaku Biobusiness Dosage colorimétrique (lecture de la densité 2 20 pe/mL
MK Corporation optique a 402-492 nm) =<UPE
B glucan test Wako Pure Chemical Dosage turbidimétrique (lecture de la densité 11 pe/mL
u ) . >
g Industries, Ltd. optique a 660 nm) PE
Beta Glucan . Dosage colorimétrique (lecture de la densité
Maruha Nichiro Foods Inc. . = 11 pg/mL
Test aruha JIChIro Foods Me optique a 450-650 nm) =1l pgm

L'intérét du dosage du p-1,3-D glucane dans le cadre du diagnostic des infections a
P.jirovecii a été essentiellement évalué pour le diagnostic des PPC [48, 53, 54, 57, 110, 144,
177, 200, 276]. Les données concernant l'intérét de ce dosage chez les patients adultes
colonisés restent en revanche parcellaires. Une étude japonaise montre que le (-1,3-D

glucane peut étre un marqueur sérique utile pour discriminer PPC et colonisation [225].

En revanche aucune donnée n'est disponible sur l'intérét du dosage du p-1,3-D glucane pour
dépister les nourrissons immunocompétents qui développent une primo-infection a

P.jirovecii. La primo-infection survient dans les deux premiéres années de vie [186, 245,
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264] avec une fréquence maximale a 5 mois [245]. Elle peut se manifester par une
symptomatologie pulmonaire associée ou non a des infections virales et/ou bactériennes. Ces
infections sont le plus souvent résolutives en l'absence de traitement spécifique anti-

Pneumocystis [186, 245, 264].

Dans ce contexte, nous avons donc évalué l'intérét du dosage du p-1,3-D glucane sérique
pour discriminer PPC, colonisation et primo-infection. Pour cela, nous avons dosé¢
rétrospectivement le -1,3-D glucane avec le kit Fungitell®, dans le sérum de 6 patients
atteints de PPC, 8 patients colonisés, 14 nourrissons présentant une primo-infection a
P.jirovecii. Parallelement, 14 nourrissons pour lesquels la détection de P.jirovecii dans les
aspirations naso-pharyngées ¢était négative, ont été inclus en tant que controles négatifs. Les
taux de B-1,3-D glucane étaient inférieurs au seuil de 80 pg/mL chez 6 des 8 patients
colonisés et chez les nourrissons non infectés par P.jirovecii. Les taux de $-1,3-D glucane
¢taient supérieurs a 80 pg/mL chez 13 des 14 nourrissons présentant une primo-infection
(taux médian=217,6 pg/mL [56-394]) et chez les 6 patients atteints de PPC (taux
médian=1768,5 pg/mL [184-2710]). Les taux dans ces deux populations de patients étaient
significativement plus ¢€levés que chez les patients colonisés (p<0,05). Ces résultats montrent
que le dosage du B-1,3-D glucane peut étre un outil intéressant pour discriminer PPC et
colonisation. Ils apportent également les premieres données sur les taux de 3-1,3-D glucane

observés au cours de la primo-infection chez les nourrissons.

Ce travail est rapporté dans l'article " Serum (1-->3) B-D-Glucan levels in primary
infection and pulmonary colonization with Pneumocystis jirovecii. Damiani C, Le Gal S,
Lejeune D, Virmaux M, Nevez G, Totet A. Journal of Clinical Microbiology 2011; 49(5):
2000-2".
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Article 2
Serum (1-->3) p-D-Glucan levels in primary infection and pulmonary colonization with

Pneumocystis jirovecii
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This article describes positive (1—3)-B-p-glucan levels in serum from infants with primary Pneumocystis
infection and from immunosuppressed patients with Pneumocystis pneumonia (PCP) and negative levels in
serum from patients colonized by Pneumocystis jirovecii. Glucan detection is a complementary tool for the
diagnosis of the diverse clinical presentations of P. jirovecii infection.

Preumocystis jirovecii (the human-specific Pneumocystis spe-
cies) is an atypical fungus that has been recognized for a long
time as a cause of severe pneumonia (Preumocystis pneumonia
[PCP]) in immunocompromised individuals. More recently,
the use of PCR assays for P. jirovecii detection in pulmonary
samples has revealed that immunocompromised patients and
patients with lung diseases can be infected by only a small
number of microorganisms, which are usually not detected by
microscopy (13). The term colonization is frequently used in
this context. It has also been established that P. jirovecii can be
detected by PCR in nasopharyngeal aspirates (NPA) from
immunocompetent infants who develop primary Prneumocystis
infection contemporaneously with acute respiratory syndromes
(18, 19).

(1—3)-B-p-Glucan (BG) represents a major structural com-
ponent of the cell wall of most fungi and is abundant in Preu-
mocystis cysts (4). Previous studies have reported high levels of
BG in serum samples from patients with PCP (2, 3, 5-9, 11, 12,
14,15, 17, 20). In contrast, this marker has been investigated in
only one study concerning pulmonary colonization with P. ji-
rovecii (16) and has not yet been studied in primary Pneumo-
cystis infection. In this study, we retrospectively investigated
BG levels in serum samples from infants developing primary
Prneumocystis infection, adults colonized by P. jirovecii, and
adults developing PCP, who were followed up at Amiens Uni-
versity Hospital (France).

Fourteen immunocompetent term infants (mean age, 6
months [range, 1.7 to 15.7]; 9 boys and 5 girls) with primary
Pneumocystis infection were enrolled. They were hospitalized
between November 1999 and April 2001. NPA and serum
samples were initially collected from all infants to investigate
an acute respiratory syndrome. Serum samples were collected
over an interval ranging from 2 days before to 3 days after NPA
retrieval. No infants presented immunodeficiency and risk fac-
tors or clinical signs of invasive fungal infection. No infants had

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Parasi-
tologie-Mycologie, CHU, Centre Hospitalier Sud, 1 Avenue René
Laennec, 80054 Amiens, France. Phone: 33 3 22 45 59 75. Fax: 33 3 22
45 56 53. E-mail: totet.anne@chu-amiens.fr.

Y Published ahead of print on 23 March 2011.
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received antibiotics before sampling. P. jirovecii was detected
by a real-time PCR assay targeting the mitochondrial large
subunit rRNA (mtLSU rRNA) gene, as previously reported
(18). The diagnosis of primary Pneumocystis infection was
based on positive results of P. jirovecii detection and the low
mean age of the infants (6 months), compatible with first con-
tact with the fungus. Clinical improvement was obtained in all
infants in response to respiratory physiotherapy, despite the
absence of any specific treatment for the fungus. Eight patients
colonized by P. jirovecii (mean age, 50.8 years [range, 23 to 77];
5 men and 3 women) hospitalized between February 2008 and
June 2009 were enrolled. Bronchoalveolar lavage (BAL) and
serum samples were initially collected from patients to inves-
tigate pulmonary symptoms (abnormal chest X-ray, cough) or
fever. Serum samples were collected over an interval ranging
from 2 days before to 10 days after BAL fluid retrieval. None
of the patients presented clinical or laboratory signs of invasive
fungal infection. Detection of Aspergillus galactomannan and
Candida mannan antigens in serum samples using commer-
cially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kits (Platelia Candida Ag plus and Platelia Aspergillus Ag;
Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and blood cultures
(Bactec Mycosis; Becton, Dickinson and Company, Sparks,
MD) were negative. P. jirovecii was not detected in BAL spec-
imens by microscopic examination but was detected by a real-
time PCR assay directed at the mtLSU rRNA gene, as previ-
ously described (10). Alternative diagnoses of PCP were
bacterial pneumonia (six patients), pulmonary sarcoidosis (one
patient), and bronchial carcinoma (one patient). Clinical im-
provement was observed in all patients except for the patient
with bronchial carcinoma, despite the absence of any specific
treatment for the fungus. Patients with bacterial pneumonia
and pulmonary sarcoidosis were successfully treated by extend-
ed-spectrum beta-lactam antibiotics and corticosteroids, re-
spectively. The follow-up with no PCP occurrence ranged from
2 to 21 months. The patient with lung cancer died 6 weeks after
P. jirovecii detection in a context of terminal cancer with no
evidence of a contribution of P. jirovecii to death. A diagnosis
of PCP was therefore excluded by the physicians, and all eight
patients were considered to be colonized by P. jirovecii.
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Six patients diagnosed with PCP (mean age, 53 years [range,
31 to 69]; 5 men and 1 woman) hospitalized between August
2008 and April 2009 were enrolled and were used as positive
controls for BG detection. The diagnosis of PCP was based on
the criteria described by the Centers for Disease Control and
Prevention for HIV-infected patients (1). BAL and serum sam-
ples were initially collected from all patients to investigate
pulmonary symptoms. Serum samples were collected on the
same day as BAL fluid retrieval. None of the patients pre-
sented any clinical or laboratory signs of invasive fungal infec-
tion other than PCP. Serum samples were negative for Asper-
gillus galactomannan and Candida mannan antigens. Blood
cultures were also negative. None of the patients had received
antibiotics before sampling. The BAL specimens tested posi-
tive for P. jirovecii by microscopic examination with Giemsa
stain and an immunofluorescence assay (MonofluoKit Preu-
mocystis; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and by a real-
time PCR assay directed at the mtLSU rRNA gene. Underly-
ing conditions were HIV infection, bronchial carcinoma,
colonic adenocarcinoma, acute alcoholic hepatitis treated with
high-dose corticosteroids (one patient each), and kidney trans-
plantation (two patients). All patients received anti-Pneumo-
cystis treatment immediately after the diagnosis of PCP was
established. Clinical improvement was obtained after 3 weeks
of treatment in five patients. One patient died from stroke 4
days after PCP diagnosis.

Serum samples from the three populations were stored at
—80°C. BG levels in stored serum samples were determined
using the Fungitell test kit (Associates of Cape Cod, Inc., Cape
Cod, MA) according to the manufacturer’s instructions. A BG
level of =80 pg/ml was considered to be positive. The results of
BG detection in the three populations were compared using
Student’s test and Wilcoxon’s test. Statistical significance was
defined as a P value of <0.05.

The results of BG detection in infants ranged from 56 to 394
pg/ml, with a median value of 217.6 pg/ml. Thirteen of the 14
infants had a positive result, i.e., =80 pg/ml. The results in
colonized patients ranged from 45 to 84 pg/ml, with a median
value of 69.5 pg/ml. Six of the 8 colonized patients had a
negative result. BG levels in the remaining two patients were
82.7 and 84 pg/ml. Patients with PCP had positive BG results,
with high values ranging from 184 to 2,710 pg/ml and a median
value of 1,768.5 pg/ml.

BG levels in infants and colonized patients were significantly
lower than those in the PCP control group (P < 0.05). BG
levels in infants were significantly higher than those in colo-
nized adults (P < 0.05). Results are shown in Fig. 1.

This study reports high BG levels for patients with PCP.
Similar results have previously been reported (2, 3, 5-9, 11, 12,
14-17, 20). None of these patients presented any factors that
interfere with BG levels, especially antibiotics prior to sam-
pling or invasive fungal infection. These BG levels can then be
correlated with the presence of P. jirovecii cysts in the lungs,
which were effectively numerous and easily observed on mi-
croscopic examination of BAL samples.

Although the number of infants is limited, this is the first
study to report serum BG levels during primary Prneumocystis
infection. Positive serum BG levels were observed in 93%
(13/14) of infants, with a median value of 217.6 pg/ml. None of
these infants presented any factors that interfere with serum

49

NOTES 2001

il I L, I
E o

1053 | !
} e
3R] E— AR Pt s
£ J : :

Wl H
Firirm = L ] Fesus e
T Tl mEs FCE wobl pina

FIG. 1. Serum (1—3)-B-D-glucan levels in infants with primary
Pneumocystis infection, patients with Preumocystis colonization, pa-
tients with Pneumocystis pneumonia (PCP), and an infant control
group. Serum BG levels were significantly higher in the PCP control
group than in infants with primary infection (, Student’s test, P <
0.05) and colonized patients (f, Wilcoxon’s test, P < 0.05). Serum BG
levels were significantly higher in infants with primary infection than in
colonized patients (f, Student’s test, P < 0.05).

BG levels. Furthermore, BG was not detected in a control
group that consisted of 14 infants hospitalized for an acute
respiratory syndrome and negative for P. jirovecii detection
(results are shown in Fig. 1). These results are therefore con-
sistent with the presence of P. jirovecii cysts in the lungs of
infants with primary Pneumocystis infection, as was established
in adults with PCP. However, none of the infants presented BG
levels higher than 400 pg/ml, in contrast with adult patients
with PCP. The burden of P. jirovecii cysts in the lungs may be
limited during the course of primary infection. Indeed, al-
though infants are immune naive for P. jirovecii, they are not
immunocompromised and their immune response is suffi-
ciently effective to finally clear the fungus without the need for
specific treatment.

In contrast, 6/8 colonized patients had negative serum BG
levels, i.e., less than 80 pg/ml. The two remaining patients
presented positive BG results, but with values clearly lower
than 100 pg/ml, i.e., 82.7 and 84 pg/ml. These results may be
explained by the absence or rarity of P. jirovecii cysts in pul-
monary alveoli.

Taking into account the results of BG detection, Preumo-
cystis infection in immunocompetent infants appears to be a
clinical entity which may be closer to PCP than to pulmonary
colonization. Moreover, serum BG levels combined with PCR
assay may discriminate between PCP and pulmonary coloniza-
tion with P. jirovecii. A serum BG assay is a noninvasive test
which appears to be a complementary tool for the diagnosis of
the diverse presentations of P. jirovecii infection.

This study was supported by the Agence Francaise de la Sécurité
Sanitaire de ’Environnement et du Travail (conventions EST/2006/
1/41).

This study was approved by the Ethics Commission of Picardy,
France. The project was registered in France with the Direction Gé-
nérale de la Santé (no. 990440).
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En raison de I'impossibilité de cultiver et donc d'isoler P.jirovecii, les méthodes utilisées pour
caractériser ce champignon reposent sur I'amplification de séquences génomiques
spécifiques. Ces méthodes différent par le nombre de loci étudiés et le mode d'analyse de ces
loci. L'analyse des séquences nucléotidiques reste la méthode la plus fréquemment utilisée.
Les loci les plus fréquemment étudiés sont ceux codant pour la mtLSUrRNA [15, 46, 66, 67,
79, 119, 125, 160, 166, 260, 273], la DHPS [7, 15, 19, 23, 40, 41, 58, 67, 68, 91, 99, 115-117,
122, 123, 130, 136, 147, 151, 159, 173, 175, 179, 212, 230, 239, 259, 260, 269, 277], et les
séquences des ITS1 et 2 [18, 78, 93, 98, 125, 127, 131, 134, 151, 185, 189, 213, 231, 249,
253, 254, 259, 260]. Une variabilit¢ géographique des génotypes de P.jirovecii a été
rapportée sur ces loci [7, 15, 18, 19, 23, 41, 46, 58, 68, 78, 79, 91, 93, 98, 99, 115-117, 119,
122, 125, 127, 131, 134, 136, 147, 151, 159, 160, 166, 173, 179, 185, 189, 213, 231, 249,
253, 254, 259, 260, 269, 273, 277]. Toutefois, les données sur les caractéristiques
génotypiques de P.jirovecii en France restent limitées. Plus précisément, aucune donnée
concernant ces caractéristiques en Bretagne n'est disponible. Dans ce contexte, nous avons
génotypé¢ P.jirovecii a partir des isolats fongiques provenant de patients suivis au CHRU de

Brest. L'analyse a porté sur le locus de la DHPS d'une part, et sur les ITS 1 et 2 d'autre part.

1. Prévalence des mutants DHPS a Brest

FasA FasB FasC FasD = DHPS

Figure 2. Représentation des quatre domaines du polypeptide Fas d’aprés Volpe et al., 1993
[270].

Le geéne fas ("folic acid synthesis") code pour un polypeptide constitué¢ de 4 domaines, FasA,
FasB, FasC et FasD dont 3 présentent une activité enzymatique (Figure 2). Le domaine FasB
porte l'activité dihydronéoptérine aldolase, le domaine FasC l'activité 6-hydroxyméthyl-7,8-
dihydroptérine pyrophosphokinase et le domaine FasD l'activité dihydroptéroate synthase
(DHPS) [270]. Ces trois enzymes interviennent dans la synthése du tétrahydrofolate,

coenzyme nécessaire a la synthese des bases puriques notamment (Figure 3).
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7.8 dihydroptérine
l dihydronéoptérine aldolase
6-hydroxyméthyl-7 .8 dihydroptérine
G-hydroxymétlyyl
-7,8-dihydropterine
pyrophosphokinase
6-hydroxyméthyl-7.8 dihydroptérine pyrophosphate
acide para-aminobenzoique dihydroptéroate synthase (DHPS)
dihydropjéroate
dihydrofolate synthase
dihydrofolate

dihydrofolate réductase

tétrahydrofolate

Figure 3. Voie de synthése des folates.

Par ailleurs, la DHPS est l'enzyme cible des sulfamides, molécules utilisées dans la
prophylaxie et le traitement des infections a Pneumocystis [122, 145]. Les sulfamides sont
des analogues structuraux de I'acide para-aminobenzoique, substrat de la DHPS, qui agissent
comme des inhibiteurs compétitifs en se fixant sur l'enzyme au niveau du site de liaison de
l'acide para-aminobenzoique [10]. Dix mutations non synonymes ont ¢té décrites au niveau
de la séquence du locus DHPS [122, 147]. Deux de ces mutations ont été plus fréquemment
¢tudiées. Elles concernent les nucléotides des positions 165 et 171 du locus. La premicre
mutation est une transition d'une adénine en guanine en position 165 qui entraine la
substitution d'une thréonine par une alanine au niveau du codon 55 [122, 136]. La seconde
mutation est une transition d'une cytosine en thymidine en position 171 qui entraine a la
substitution d'une proline par une sérine au niveau du codon 57 [122, 136]. Ces mutations
concernent des acides aminés situé¢s dans une région hautement conservée dont la séquence
est proche de celles d'autres microorganismes, tels que Escherichia coli (E.coli) et
Plasmodium falciparum (P.falciparum) [45, 136, 251]. Cette région serait située au niveau du
site de liaison putatif de I'acide para-aminobenzoique et des sulfamides d'aprés la structure

cristalline de la DHPS d'E.coli [1]. Des mutations identifiées dans cette région conférent une
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résistance aux sulfamides chez E.coli et P.falciparum [21, 252, 268]. Par analogie, les
mutations au niveau des nucléotides 165 et 171 du locus DHPS de P.jirovecii pourraient
¢galement conférer une moindre sensibilit¢ du champignon a ces molécules. Elles ont été
associées a des échecs de prophylaxie par les sulfamides chez des patients développant une
PPC [10, 116, 153, 176, 269]. Les patients infectés par des souches mutantes présenteraient
également un risque relatif significativement plus ¢élevé d'échec de traitement de la PPC par
les sulfamides que les patients infectés par une souche sauvage [115, 259]. Toutefois, les
¢échecs thérapeutiques pourraient ne pas étre imputés au seul fait que les patients sont infectés
par une souche mutante, et le role d'autres facteurs, comme les affections sous-jacentes, les

facteurs de co-morbidité et la sévérité¢ de la PPC est discuté [100].

Si en théorie ces mutations sont susceptibles d'induire chez P.jirovecii une diminution de la
sensibilité aux sulfamides, en pratique cela reste difficile a prouver in vitro en raison de
I'impossibilit¢ de cultiver ce champignon. Les résultats obtenus avec les modéles
Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli suggérent que les souches de P.jirovecii
mutées au niveau des nucléotides 165 et 171 présentent une moindre sensibilité aux
sulfamides que les souches sauvages [105-107, 155, 171]. Toutefois les résultats obtenus a

l'aide de ces modeles sont difficiles a interpréter.

Il est désormais admis que les antécédents de traitement ou de prophylaxie par sulfamides
représentent un facteur de risque de développer une infection par une souche mutante de
P.jirovecii [10, 41, 91, 99, 115, 137, 159, 175, 176]. Le lieu de résidence a également été
défini comme un facteur de risque de développer une infection avec une souche mutante
indépendamment des antécédents d'exposition aux sulfamides [15, 99]. En effet, la
prévalence des mutants varie en fonction des régions [147] (Annexe 1). Elle est par exemple
de 81% a San Francisco [99], de 54% a Atlanta [99], de 20% a Copenhague [91], de 18,5% a
Paris [139], de 8% a Amiens [247] et de 0% a Stockholm [19]. La pression de sélection
exercée par les sulfamides, variable en fonction du lieu de résidence des patients, combinée
avec la transmission de P.jirovecii de patients infectés traités a patients susceptibles non
traités, pourrait expliquer ces différences de prévalence [15, 40, 58, 88, 99, 101, 115, 117,
159, 176, 259]. Les populations infectées joueraient donc un role majeur dans la circulation

du champignon [15, 88, 99, 101, 247].

En l'absence de données sur la prévalence des mutants DHPS dans I'ouest de la France, nous
avons déterminé la prévalence des mutants a Brest. L'analyse du locus DHPS a été effectuée

rétrospectivement sur les prélévements pulmonaires de 85 patients infectés par P.jirovecii et
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admis au CHRU de Brest entre octobre 2007 et février 2010. Cette analyse a été réalisée a
l'aide d'une technique de PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) [15, 59,
92, 122]. L'amplification du locus DHPS et l'analyse des profils de restriction ont été
possibles chez 66 patients. Un génotype sauvage a été identifié chez 64 patients. Des
génotypes mutants ont été identifiés chez deux patients, soit une prévalence de 3% (2/66). Par
ailleurs, 1'analyse des dossiers des patients a révélé que les deux patients infectés par des
souches mutantes résidaient habituellement en région parisienne, zone caractérisée par une
prévalence élevée de mutants comprise entre 18,5 et 40 % [59, 139]. Les diagnostics des
infections a P.jirovecii ont été posés chez ces deux patients au cours d'un séjour a Brest
inférieur a 1 mois. La période d'incubation des infections a P.jirovecii généralement admise
¢tant d'environ 2 mois [90, 207], nous pouvons poser 1'hypothése que ces patients se sont
infectés a Paris, leur lieu de résidence habituel. Les mutants détectés chez ces patients
auraient donc pu étre "importés" de Paris. Ces résultats constituent des arguments faisant de
la ville de résidence habituelle, plus que la ville ou le diagnostic a été effectué, un facteur de
risque d’acquisition de mutants. Ces résultats suggerent €¢galement que les infections par des
mutants potentiellement résistants aux sulfamides ne représentent pas un probléme de santé

publique au CHRU de Brest.

Ce travail est présenté dans l'article "Circulation of Pneumocystis jirovecii dihydropteroate
synthase mutants in France. Le Gal S, Damiani C, Perrot M, Rouill¢ A, Virmaux M,
Moalic E, Quinio D, Saliou P, Le Meur Y, Berthou C, Totet A, Nevez G. Diagnostic
Microbiology and Infectious Diseases 2012; 74:119-24".
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Data on the prevalence of Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) dihydropteroate synthase (DHPS) mutants in
France are still limited. In this study, mutant prevalence in the Brest region (western France) was determined.
Archival pulmonary specimens from 85 patients infected with P. jirovecii and admitted to our institution
(University Hospital, Brest) from October 2007 to February 2010 were retrospectively typed at the DHPS locus
using a polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism assay. Type identification was

K ds: . . . . . . .

ste/uwrzzci,sﬁs jirovecii successful in 66 of 85 patients. Sixty-four patients were infected with a wild type, whereas mutants were
DHPS found in 2 patients (2/66, 3%). Medical chart analysis revealed that these 2 patients usually lived in Paris.
Mutants Another patient usually lived on the French Riviera, whereas 63 patients were from the city of Brest. Thus, the

corrected prevalence of mutants in patients who effectively lived in our geographic area was 0% (0/63). Taking
into account that i) Paris is characterized by a high prevalence of mutants from 18.5% to 40%, ii) infection
diagnoses were performed in the 2 Parisians during their vacation <30 days, iii) infection incubation is
assumed to last about 2 months, the results provide evidence of mutant circulation from Paris to Brest through
infected vacationers. The study shows that the usual city of patient residence, rather than the city of infection
diagnosis, is a predictor of mutants and that P. jirovecii infections involving mutants do not represent a public
health issue in western France.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The transmissible fungus Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) is the
causative agent of severe pneumonia (Pneumocystis pneumonia
[PCP]) in immunocompromised patients (Walzer and Cushion,
2005). However, PCP represents only part of the clinical presentations
of the fungal infection, while mild infections such as pulmonary
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colonization in patients with diverse levels of deficiency and lung
diseases account for the main part (Morris et al., 2008; Nevez et al.,
1999). P. jirovecii is widespread within human communities, while no
exosaprophytic form of Pneumocystis sp. has been identified so far.
Since Pneumocystis organisms infecting each mammalian species are
host specific (Stringer et al., 2002), an animal reservoir for P. jirovecii is
excluded. For these reasons, P. jirovecii infection in humans is
considered to be an anthroponosis, with humans as potential
infectious sources of the fungus.

The dihydropteroate synthase (DHPS) is the enzymatic target of
sulfonamides, which are the main drugs used in PCP prophylaxis or
treatment. P. jirovecii organisms with mutations at the DHPS locus,
mainly at nucleotide positions 165 and 171, have been detected in
patients developing P. jirovecii infections (Lane et al., 1997) (reviewed
in Matos and Esteves, 2010; Totet et al., 2004). The first mutation
corresponds to a transition from A to G and an amino acid substitution
from threonine to alanine at codon 55. The second one corresponds to
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a transition from C to T and an amino acid substitution from proline to
serine at codon 57. These changes, which are located within the
putative sulfa-binding site, have been associated with failure of
sulfonamide prophylaxis (Armstrong et al., 2000; Kazanjian et al.,
1998; Mei et al., 1998; Nahimana et al., 2003; Visconti et al., 2001).

Prior exposure to sulfonamides has been identified as the main
factor for developing infection involving P. jirovecii DHPS mutants
(Crothers et al., 2005; Huang et al., 2000; Kazanjian et al., 2000; Ma
et al., 2002; Miller et al., 2003; Nahimana et al., 2003). In addition, the
city of patient residence has also been identified as a predictor of
mutants in patients with or without prior exposure to sulfonamides
(Beard et al., 2000, Huang et al., 2000). These factors support the
hypothesis that P. jirovecii is transmitted from infected treated
patients to susceptible untreated patients. For these reasons, analysis
of the DHPS locus may serve as a marker of P. jirovecii circulation
within human communities (Beard et al., 2000; Hauser et al., 2010;
Huang et al., 2000).

Geographical variations of mutant prevalence have been reported
worldwide (reviewed in Matos and Esteves, 2010; Totet et al., 2004).
In French cities, this prevalence varies from 18.5% to 40% in Paris
(Diop-Santos et al., 1999; Magne et al., 2011); from 33% to 36% in
Lyon, southeastern France (Hauser et al., 2010; Nahimana et al.,
2003); and 8% in Amiens, northern France (Totet et al., 2004). Data on
mutant prevalence in France are still limited, and no information on
this topic from our city, Brest, in western France is available. Brest is a
city of 160,000 people (in a metropolitan area of 303,000), located at
the western tip of France, in the Brittany region on the coasts of the
Atlantic Ocean and the English Channel, 660 km from Paris and
Amiens, and 900 km from Lyon. The region is characterized by a low
incidence of AIDS and AIDS-related PCP (Cazein et al., 2010), which
represent particular geographic features of P. jirovecii epidemiology.
In this context, to determine the frequency of mutants in our region,
archival P. jirovecii specimens from 85 patients admitted to Brest
University Hospital were typed using amplification of the DHPS
locus, followed by a restriction fragment length polymorphism
(RFLP) assay.

2. Materials and methods
2.1. Patients and specimens

Ninety-three archival P. jirovecii DNA specimens from 85 patients
were examined for DHPS type identification. The patients were
admitted to Brest University Hospital in the period from October 3,
2007, through February 10, 2010. The patients' median age was
63 years (range, 3-87 years). The male/female sex ratio was 53:32.
The BAL specimens had initially tested positive for P. jirovecii based on
microscopic examination using Wright-Giemsa and Toluidine blue O
stains and a real-time polymerase chain reaction (PCR) assay. After
DNA extraction using NucliSENS easyMag system (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France), the PCR assay was performed with specific probe and
primers of the gene encoding the mitochondrial large subunit rRNA
(mtLSUrRNA) as reported elsewhere (Meliani et al., 2003; Totet et al.,
2003). Risk factors for P. jirovecii infection were hematologic
malignancies (24 patients), transplantation (18 patients), cancers
(14 patients), immunosuppressive therapies (13 patients), chronic
bronchopulmonary diseases (7 patients), HIV infection (4 patients),
malnutrition (2 patients), congenital immunodeficiency, alcoholism,
and adrenocortical carcinoma (1 patient each). Forty-four patients
developed PCP, whereas 41 patients were colonized by the fungus.
The fungus was detected by both microscopic techniques and the PCR
assay in 22 patients who developed PCP, whereas it was detected by
only the PCR assay in the remaining 22 PCP patients and in 41
colonized patients. The 22 patients were considered to have
developed PCP despite the absence of microscopic detection of
P. jirovecii, because they presented clinical and radiological signs
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compatible with PCP, combined with improvement after specific
treatment and absence of alternative diagnoses of PCP. The 41 patients
were considered to be colonized since they presented alternative
diagnoses of PCP. These alternative diagnoses were bacterial pneu-
monia (23 patients), bronchial carcinoma (5 patients), drug-induced
pneumonia (4 patients), pulmonary aspergillosis (2 patient), and viral
pneumonia, sarcoidosis, tuberculosis, exacerbation of chronic bron-
chitis, Eisenmenger syndrome, pulmonary edema, pulmonary fibrosis
(1 patient each). Extracted DNA samples of the 93 BAL fluids were
stored at —80°C until they were typed.

A retrospective analysis of medical charts was performed to collect
data on the clinical outcome, the city of patient residence, and the past
history of P. jirovecii prophylaxis or treatment with sulfonamides in
the 3 months preceding Pneumocystis infection diagnoses.

2.2. P. jirovecii DHPS typing

The typing was performed using an original PCR-RFLP assay. First,
the DHPS locus was amplified using a nested-PCR assay. The first
round was performed using the primer pair F1 (5’-CCT GGT ATT AAA
CCA GTTTTG CC-3’) (Beard et al., 2000) and B45 (5'-CAATTT AAT AAA
TTT CTT TCC AAA TAG CAT C-3’) (Lane et al., 1997). The second-round
PCR was performed using the primer pair Ayum (5'-GCG CCT ACA CAT
ATT ATG GCC ATT TTA AAT C-3’) (Lane et al., 1997) and BN (5’-GGA
ACT TTC AAC TTG GCA ACC AC-3’) (Beard et al., 2000; Lane et al.,
1997). The same reagent conditions were used for the 2 rounds with
1 umol/L of each primer, 2 mmol/L MgCl, 15 mmol/L Tris-HCl,
50 mmol/L KCl, 200 pmol/L dNTPs (dNTP set, Eurogentec, Seraing,
Belgium), and 1 U of polymerase (HotGoldstar® DNA Polymerase,
Eurogentec) in a final volume of 50 pL. The second-round PCR was
performed with 2.5 pL of the first PCR products. The first-round PCR
was done with denaturation at 92 °C for 30 s, annealing at 52 °C for
30 s, and extension at 72 °C for 1 min for 35 cycles (Beard et al.,
2000). The second-round PCR was carried out for 35 cycles with
denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 55 °C for 30 s, and
extension at 72 °C for 1 min (Beard et al., 2000). The first and the
second PCR products were electrophoresed on 1.5% agarose gel
containing ethidium bromide to visualize the expected bands of 895
and 371 bp, respectively. To avoid contamination due to environ-
mental amplicons, extraction, reagent preparation, and amplification
procedures were performed in separate rooms with different sets of
micropipettes and using barrier tips. Extraction and reagent
preparations were performed in flow cabinets. To monitor for
possible contamination, negative controls (ultrapure distilled water)
were included in extraction and first- and second-round PCR
procedures. Second, the RFLP assay was performed with 2 restriction
enzymes, Accl and Haelll, according to the manufacturer's recom-
mendations (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). The PCR
products were divided into 2 parts. One part was digested with
Accl and the second part with Haelll, making it possible to detect
mutations at nucleotide positions 165 and 171, respectively (Diop-
Santos et al., 1999). The restriction profiles were visualized using gel
electrophoresis of each digested product on a 1.5% agarose gel with
ethidium bromide (Fig. 1). The mutations inhibit the restriction
enzyme activity. Thus, a wild type (W;es/W171) that has no
mutations at nucleotide positions 165 and 171 was shown, after
digestion with Accl, by 2 fragments of 229 and 142 bp, and after
digestion with Haelll, by 3 fragments of 221, 131, and 19 bp. A
mutant (M;65/W;7;) that has a mutation at nucleotide position 165
was shown, after digestion with Accl, by only 1 uncut fragment of
371 bp, and after digestion with Haelll, by the 3 fragments of 221,
131, and 19 bp. A mutant (Wig5/M;7;) that has a mutation at
nucleotide position 171 was shown, after digestion with Accl, by the
2 fragments of 229 and 142 bp, and after digestion with Haelll, by 2
fragments of 352 and 19 bp. A double mutant (M;g5/M;77) that has
mutations at 2 nucleotide positions, 165 and 171, was shown after
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Fig. 1. Identification of P. jirovecii dihydropteroate synthase (DHPS) types. Electrophoresis on 1.5% agarose gel of amplification products before and after digestion with Accl and
Haelll. Lanes 1, 8, and 15: molecular weight marker (123 Gibco BRL, CergyPontoise, France). The expected fragments are indicated, except for the 19-bp fragment which cannot be
visualized on lanes 4,7, 11, and 14. Lanes 2, 3, and 4: wild type (W165/W171); lanes 5, 6, and 7: mutant type with the mutation at nucleotide position 165 (M;¢5/W171); lanes 9, 10, and
11: mutant type with the mutation at nucleotide position 171 (W;g5/M171); lanes 12, 13, and 14: mixed infection with a wild type and a mutant type with the mutation at nucleotide
position 165 (W55M165/W171). These types were identified in control specimens which were provided by Dr P. Roux, Saint-Antoine Hospital, Paris.

digestion with Accl and Haelll, respectively, by the uncut fragment of
371 bp, and by the 2 fragments of 352 and 19 bp.

2.3. PCR-RFLP assay efficiency

The efficiency of the PCR-RFLP assay for discriminating wild types
and mutants was assessed. Four control specimens initially investi-
gated by another French team (Saint-Antoine Hospital, Paris) and
which harbored respectively a wild type (W;65/W171), a mutant
(M165/W171), @ mutant (W;65/M;71), and a mixed infection due to a
wild type (W165/W171) associated with a mutant (Mqg5/W171) were
tested by both PCR-RFLP assay and sequencing. DNA from these
4 specimens was amplified using the nested-PCR assay as described
above. A part of the PCR products was submitted to the RFLP assay
(Fig. 1). Another part was purified using Microcon® PCR columns
(Millipore, Bedford, MA, USA) and cloned into the plasmid pGEMT
(pGEMT easy Vector® System II kit, Promega, Madison, WI, USA). To
verify whether the transformation was related to correct recombi-
nant plasmids, each positive clone was subjected to a PCR assay
using T7P (5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA G-3’) and SP6 (5’-ATT TAG
GTG ACA CTA TAG AA-3’) universal primers specific for the T7P
and SP6 promoters flanking the cloning region, as described else-
where (Nevez et al., 2003). Recombinant plasmids were sequenced
from the 2 strands using the same universal primers with the
dideoxy chain termination method and an automatic sequencer
(BigDye Terminator Method, Applied Biosystems Sequencer 3700,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence alignment was
performed using the BioEdit software (version 7.0.0, Thomas Hall,
Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) with the Clustal W program. The
results of the 2 methods for identifying P. jirovecii DHPS types
were compared.
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3. Results

A full match between the results of DHPS type identification in
control specimens using the RFLP assay on the one hand, and those
obtained using sequencing on the other, was observed. Thus, the RFLP
assay appears to be a reliable method for distinguishing wild types
and mutants, and for detecting mixed infections.

Positive results of DHPS type identification were obtained in 66 of
the 85 patients (70 of 93 P. jirovecii specimens) (Table 1). Sixty-four
patients were infected with a wild type alone, whereas 2 patients
were infected with mutants. A mixed infection revealed by a complex
RFLP profile was detected in one of these 2 patients. Thus, the
prevalence of mutants among patients who were admitted to our

Table 1
Pneumocystis jirovecii dihydropteroate synthase types in patients who developed
Pneumocystis infections and were admitted to Brest University Hospital, France.

DHPS type Nucleotide at position No. of
(amino acid at position) patients
165 (55) 171 (57)

Wild type (Wie5/Wi71) A (Thr) C (Pro) 64

Mutant type (M;g5/W171) ® G (Ala) C (Pro) 0

Mutant type (Wgs/M71) ° A (Thr) T (Ser) 1

Double mutant type (Mygs5/Mq71) © G (Ala) T (Ser) 0

Mixed infection (W165M165/W171M171)  A/G (Thr/Ala) C/T (Pro/Ser) 1
Undetermined type ¢ 19

DHPS = Dihydropteroate synthase.
¢ Mutant type with a mutation at nucleotide position 165 (amino acid position 55).
b Mutant type with a mutation at nucleotide position 171 (amino acid position 57).
¢ Double mutant with both mutations at nucleotide positions 165 and 171.
d Absence of DHPS locus amplification despite initial detection by PCR at the
mtLSUIrRNA gene.
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hospital was assessed at 3% (2/66). Four of the 85 patients had past
histories of PCP prophylaxis using sulfonamides. These patients
harbored a wild type. Four other patients had a negative clinical
outcome and died after the PCP episode. They were infected with a
wild type. A mutant (W;g5/M;71) was detected in an 83-year-old
patient who suffered from sarcoidosis and who underwent long-term
corticosteroid treatment. The patient was colonized by P. jirovecii. A
mixed infection revealed by a complex restriction profile (W1g5sMigs/
W;71M;71) was detected in a 28-year-old woman who suffered from
adrenocortical carcinoma during pregnancy and who developed PCP
1 week after delivery. The 2 patients had no past history of P. jirovecii
prophylaxis or treatment with sulfonamides and their clinical
outcome was improved. Analysis of the medical charts of the
85 patients initially enrolled in this study showed that 82 patients
usually lived in the Brest region, 2 patients lived in Paris, and 1 patient
lived on the French Riviera. The 2 patients who lived in Paris were
those harboring mutants. The corrected prevalence of mutants in
patients who effectively lived in the Brest area and for whom
P. jirovecii DHPS types were identified is 0% (0/63).

4. Discussion

The 2 pairs of primers F1 and B45, and Ayym and BN specific for the
DHPS locus were previously designed by other teams (Beard et al.,
2000; Lane et al., 1997). However, they were used for the first time for
an RFLP procedure. The nested-PCR assay conducted with these
primers was more sensitive than the nested-PCR assay conducted
with the 2 pairs of primers Agum and Byywm, and Cprpv and Dpriv
(Demanche et al., 2001; Lane et al., 1997) that we used elsewhere
(Totet et al., 2004) (data not shown). Despite the increased sensitivity,
the amplification failed to give positive results in 23 specimens from
19 patients, although they had initially tested positive for P. jirovecii
using the PCR assay at the mtLSUrRNA gene. These discrepant results
were due to differences in sensitivity between the PCR assays, which
could be explained by the fact that the mtLSUrRNA gene is present in
several copies within the P. jirovecii genome (Choukri et al., 2010),
whereas the folic acid synthesis gene, encoding the DHPS, is thought
to be present in only 1 copy (Volpe et al., 1992). A PCR-RFLP procedure
was chosen for typing since this method is less time consuming than
the cloning-sequencing of PCR products. A day and a half is required
for the first procedure, whereas a minimum of 5 days is required for
the second one. The PCR-RFLP assay seemed to be equally efficient as
the sequencing procedure for type identification.

Colonized patients were enrolled in the study, since they represent
the major part of populations infected with P. jirovecii (Nevez et al.,
1999) and there is evidence of their involvement in the human
reservoir of the fungus (Le Gal et al., 2012).

In this study, it is noteworthy that i) the 2 patients infected with
mutants had no past history of prophylaxis or treatment with
sulfonamides and ii) the 4 patients who had a past history of
prophylaxis or treatment with sulfonamides and who developed
Pneumocystis infections harbored a wild type. These observations
seemed to be inconsistent with the correlations that were previously
established between mutants and i) past history of treatment with
sulfonamides (Crothers et al., 2005; Huang et al., 2000; Kazanjian
et al., 2000; Ma et al., 2002; Miller et al., 2003; Nahimana et al., 2003)
and ii) failure of sulfonamide prophylaxis (Armstrong et al., 2000;
Kazanjian et al., 1998; Mei et al., 1998; Nahimana et al., 2003; Visconti
et al., 2001). The apparent absence of correlations in the present
study, unlike in studies reported elsewhere, may be essentially due to
the low number of patients infected with mutants, 2 (3%) of 66 in this
study, and the high number of patients infected with mutants in other
studies, 57 of 158 in Lyon (Nahimana et al., 2003) and 175 of 197 in
San Francisco (Crothers et al., 2005) for example. Conversely,
correlations established in these cities may be due in part to the
high prevalence of mutants circulating in these areas.

The first patient infected with a mutant had no aggravation despite
the absence of specific treatment for the fungus. This clinical outcome
was explained by the fact that the patient presented pulmonary
colonization, which is a mild P. jirovecii infection, and no profound
immunosuppression. The clinical improvement of the second patient
who developed PCP can be explained by a relative improvement of
her immune status beyond pregnancy, combined with the efficiency of
the specific treatment on the part of P. jirovecii organisms that may
have corresponded to the putative wild type within the mixed
infection. The 2 patients infected with mutants usually lived in Paris,
a city that is characterized by a high prevalence of mutants ranging
from 18.5% to 40% (Diop-Santos et al., 1999; Magne et al., 2011). Their
P. jirovecii infections were diagnosed during their vacations in
the course of a stay of less than 30 days in Brest. Taking into account
the median duration of the infection incubation of 2 months (Helweg-
Larsen, 2004; Rabodonirina et al, 2004), the above data strongly
suggest that the patients were infected in Paris, their usual city of
residence. In this case, mutants would have been imported from
Paris to Brest. The patients infected with mutants represent potential
infectious sources of P. jirovecii organisms for other susceptible patients.
This hypothesis is prompted by investigations of the circulation of
particular genotypes of Mycobacterium tuberculosis, another pulmonary
microorganism that is known to circulate from one region to another
through infected patients (Cohen-Bacrie et al., 2011).

DHPS type identification in 19 (23.5%) of the 85 patients initially
enrolled in the study is lacking. However, it would be improbable that
there was a high proportion of mutants within these 19 patients,
whereas the prevalence of mutants in 66 (66 [76.5%] of 85 patients
initially enrolled in the study) was only 2 (3%) of 66. Since these 2
patients did not usually live in Brest, the prevalence of mutants in
patients who effectively lived in our city was considered to be 0%. This
apparent absence of mutants shows that the occurrence of P. jirovecii
infections involving organisms potentially resistant to sulfonamides
in our geographic area is a rare event.

This prevalence is lower than that reported in Lyon (33-36%)
(Hauser et al., 2010; Nahimana et al., 2003), Paris (18.5-40%) (Diop-
Santos et al., 1999; Magne et al., 2011), Copenhagen (20%) (Helweg-
Larsen et al., 1999), Milan (9%) (Valerio et al., 2007), London (17-36%)
(Miller et al., 2003), Seville (22-35.5%) (Esteves et al., 2008; Montes-
Cano et al.,, 2004), Barcelona (5.5-33%) (Alvarez-Martinez et al.,
2010), Lisbon (7-27%) (Costa et al., 2003; Esteves et al., 2008), and
Zurich (10%) (Hauser et al., 2010) (Fig. 2). The differences in
prevalence between Brest and other French and European cities
may be explained by the different features of P. jirovecii epidemiology
in these cities. The city of Brest, at a distance from large French and
European urban centers, is characterized by a low incidence of AIDS
and AIDS-related PCP, in contrast to larger French or European cities in
which the incidence of these 2 conditions is 5 to 10 times higher
(Cazein et al., 2010; European Centre for Disease Prevention, Control/
WHO Regional Office for Europe, 2010). Consequently, use of
sulfonamides is widespread in these cities, favoring the emergence
of mutants and provoking a high risk for incidental acquisition of
these mutants, even in patients not directly exposed to sulfonamides.
Moreover, differences in population densities, 2870/km? in Brest
versus 21,064/km? in Paris, for example, may explain the differences
in the risk of encounters and, consequently, of transmission of
P. jirovecii between potentially infected and noninfected persons.
These hypotheses are consistent with the results of a recent study on
P. jirovecii mutants in Lausanne, Zurich, and Lyon, which suggests that
interhuman transmission plays a major role in geographical variation
in the prevalence of mutants (Hauser et al., 2010).

Nonetheless, the prevalence of mutants in Stockholm (0%) (Beser
etal, 2012), alarge European urban center, and in Amiens (8%) (Totet
etal., 2004), a city presenting demographic features similar to those of
Brest, seems to be contradictory and unclear. As nonindependent
factors, the low prevalence of HIV infection in Sweden (0.06%) (Beser
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Fig. 2. Prevalence of P. jirovecii dihydropteroate synthase (DHPS) mutants in the city of Brest and in other European cities: Amiens (Totet et al., 2004), Lyon (Hauser et al., 2010;
Nahimana et al., 2003), Paris (Diop-Santos et al., 1999; Magne et al., 2011), London (Miller et al., 2003), Zurich (Hauser et al., 2010), Lausanne (Hauser et al.,, 2010), Copenhagen
(Helweg-Larsen et al., 1999), Milan (Valerio et al., 2007), Seville (Esteves et al., 2008; Montes-Cano et al., 2004), Barcelona (Alvarez-Martinez et al., 2010), Lisbon (Costa et al., 2003;

Esteves et al.,, 2008), and Stockholm (Beser et al., 2012).

etal.,, 2012) and the proximity of Amiens to Paris (140 km) may partly
explain these rates.

In conclusion, the results of this study show that mutants can be
imported from a given region to another through infected visitors. The
concept that the city of patient residence is a predictor of mutants as
previously postulated in the USA may be applied in France and
Europe. Specifically, the usual city of patient residence rather than the
city in which the diagnosis of P. jirovecii infection has been made is a
predictor of mutants. Above all, the present study shows that
P. jirovecii infections due to mutants potentially resistant to
sulfonamides do not represent a public health issue in western France.
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2. Diversité des haplotypes ITS de Pneumocystis jirovecii

Fragment amplifié*

<€ >

18S ITS 1 5.8S ITS 2 26S

Figure 4. Position des ITS 1 et ITS 2 sur I'opéron ARN ribosomique nucléaire de

Pneumocystis jirovecii.

* Ce fragment est amplifié par PCR, étape préalable au clonage et au séquencgage en vue du typage.

Les séquences des ITS1 et 2 sont les loci les plus polymorphes utilisés pour le génotypage de
P jirovecii [16]. L’ITS1 qui comprend 150 paires de bases (pb) est localisé¢ entre les génes
codant pour ’ARN de la sous-unit¢ 18S et I’ARN de la sous-unité 5.8S. L’ITS2 qui
comprend 170 pb est localisé entre les génes codant pour I’ARN de la sous-unité 5.8S et de
I’ARN de la sous-unité 26S (Figure 4). Ces séquences sont transcrites puis épissées lors de la
synthése de I’ARNr. Un haplotype de P.jirovecii est défini par la combinaison d'un all¢le
ITST et d'un allele ITS2. Les principaux travaux réalisés sur ces séquences sont ceux de
Tsolaki et al. [253, 254] et Lee et al. [127, 134]. Ces équipes ont chacune décrit des couples
d’amorces pour I'amplification ainsi qu’un score utilisé pour le typage. Les scores sont basés
sur l'¢tude des variations d'un nucléotide ou d'un groupe de nucléotides a des positions
définies, par comparaison avec une séquence de référence. Selon la nomenclature de Tsolaki
et al. [253, 254], I’allele ITS1 est désigné par une lettre majuscule associée a un indice
numérique, 1’alléle ITS2 par une lettre minuscule également associée a un indice numérique.
Le dernier score publi¢ par cette équipe décrit six alleles ITS1 (Az, Az, By, By, B3, C) et neuf
alleles ITS 2 (ay, ay, a3, a4, by, by, ¢y, ¢z, d) (Annexe 2).

Selon la nomenclature de Lee et al. [127], I'ITS1 est désigné par une lettre majuscule et
I’ITS2 par une lettre minuscule. Quinze alleles ITS1 (A, B, C, D, E,F, G,H, [, J, K, L, M, N,
O) et 13 alleles ITS2 (a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, m, n) ont été décrits par cette équipe
(Annexes 3 et 4). Il existe une correspondance incompléte entre les haplotypes identifiés a
I’aide des scores décrits par ces deux équipes. La nomenclature de Lee et al. a été privilégiée
car elle permet d'identifier en théorie 195 haplotypes ITS différents [127]. Cette

nomenclature a permis initialement d'identifier environ 75 haplotypes et plus d'une centaine
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d'haplotypes si l'on prend en compte les séquences ITS1 et ITS2 décrites dans les
publications ultérieures [78, 98, 131, 148, 189, 213, 231, 249, 260] (Annexes 2 et 3).

Les données actuellement disponibles a partir de I'analyse des isolats provenant d'un millier
de patients mettent en évidence une grande diversité des haplotypes ITS et une possible
variabilité géographique de ces haplotypes [18, 68, 78, 93, 98, 127, 131, 134, 148, 151, 161,
189, 213, 231, 253-255, 259, 260]. Néanmoins, les deux haplotypes les plus fréquemment
rapportés sont Eg et Ne. Ces haplotypes ont été respectivement identifiés dans environ 50%

et 15 a 20% de l'ensemble des échantillons de P.jirovecii typés.

La diversit¢ des haplotypes ITS a également été rapportée en France chez un total de 59
patients [125, 185, 249]. Les ¢tudes menées par Nevez et al. et Totet et al. ont apporté des
données originales sur la diversit¢ de P.jirovecii, non seulement chez les patients
immunodéprimés atteints de PPC, mais également chez 9 patients colonisés par le
champignon et 26 nourrissons développant une primo-infection a P.jirovecii [185, 249].
Cependant, les données frangaises restent limitées a un faible effectif de patients. Pour cette
raison, l'objectif principal de notre travail a ét¢ de déterminer la diversité des haplotypes ITS
de P.jirovecii chez les 81 patients non infectés par le VIH, suivis au CHRU de Brest entre
octobre 2007 et février 2010. Le typage des ITS a reposé sur l'analyse des séquences apres
amplification et clonage. Les conditions de réaction pour l'amplification ont été améliorées
pour éviter les phénomenes de recombinaison in vitro [20]. Les haplotypes ITS ont été
déterminés en utilisant une nomenclature actualisée a partir de celle de Lee et al. [127].
L'identification des haplotypes ITS a été possible pour 56/81 patients, soit 31 patients atteints
de PPC et 25 patients colonisés. Une grande diversité a ¢té¢ observée puisque 27 haplotypes
ont ¢ét¢ identifiés. Eg est 1'haplotype le plus fréquent puisqu'il a été¢ identifié chez 31/56
patients (55,3%). Les haplotypes Ec et Ai ont ét¢ identifiés chez 5 patients (8,9%). En
revanche, Ne n'a été identifié que chez 2 patients (3,6%), alors que cet haplotype est
habituellement le second en ordre de fréquence en Europe et aux Etats-Unis [18, 93, 185,
189]. Ces observations pourraient constituer des caractéristiques particulieres de P.jirovecii
dans notre région. Des infections mixtes ont ét¢ détectées chez 12 patients atteints de PPC et
6 patients colonisés (18/56 patients, 32,1%). Aucune différence significative n'a été observée
entre ces deux populations de patients, en termes de diversit¢ des haplotypes ITS, de
fréquences des haplotypes ITS et des infections mixtes. Ces résultats confortent I'hypothése
que les souches de P.jirovecii isolées chez les patients infectés, qu'ils développent une PPC

ou qu'ils soient colonisés, partagent des caractéristiques génotypiques communes. Les
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patients colonisés par P.jirovecii, comme les patients développant une PPC, participeraient a
un méme réservoir du champignon. Par ailleurs, le typage ITS reste une méthode sensible et
discriminante pour identifier P.jirovecii chez les patients colonisés qui présentent une faible

charge fongique.

Ces résultats sont présentés dans le manuscrit "Pneumocystis jirovecii Haplotypes at the
Internal Transcribed Spacers of the Nuclear rRNA operon in French HIV-negative
patients with Diverse Clinical Presentations of Preumocystis infections. Le Gal S, Rouillé
A, Guéguen P, Virmaux M, Berthou C, Guillerm G, Couturaud F, Le Meur Y, Damiani C,
Totet A, Nevez G." soumis a Medical Mycology.
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Article 4
Pneumocystis jirovecii Haplotypes at the Internal Transcribed Spacers of the Nuclear
rRNA Operon in French HIV-negative patients with Diverse Clinical Presentations of

Pneumocystis infections
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Abstract

Pneumocystis jirovecii (P.jirovecii) is a transmissible fungus and the causative agent of
pulmonary infections. P.jirovecii genomic diversity has been reported worldwide but data on
P.jirovecii genotypes in France are still limited. This study describes the typing of P.jirovecii
isolates from 81 HIV-negative patients monitored at Brest University Hospital, Brittany,
France. Forty patients developed Preumocystis pneumonia (PcP), and 41 patients were
colonized by the fungus. The isolates were assayed at the internal transcribed spacer (ITS)1
and ITS2 under improved amplification conditions to avoid in vitro ITS recombination.
P jirovecii ITS haplotypes were identified in 56/81 patients (31 PcP patients and 25 colonized
patients). A high diversity of P.jirovecii organisms was revealed by identification of 27
different haplotypes. Eg was the most frequent haplotype (31/56, 55.3%). The second most
frequent haplotypes were Ec and Ai (5/56, 8.9% each) whereas Ne, the usual second most
frequent haplotype in Europe and the USA, was observed in only 2/56 patients (3.6%). Mixed
infections were detected in 18/56 patients (32.1%) (12 PcP patients and 6 colonized patients).
No significant difference in haplotype diversity, frequency of peculiar haplotypes, and mixed
infection occurrence, between the two patient populations, was observed. The study,
conducted from the largest HIV-negative patient population investigated so far, shows that
ITS typing remains efficient for characterizing P.jirovecii organisms among human
populations in which the fungus circulates, whatever their clinical presentation of

Pneumocystis infections.
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Introduction

Pneumocystis jirovecii (P.jirovecii), the human specific Preumocystis species is a
transmissible fungus that causes severe pneumonia [Pneumocystis pneumonia (PcP)] in
human immunodeficiency virus (HIV)-infected patients [1-4]. Despite the decrease of PcP
incidence in HIV-infected patients due to the use of highly active antiretroviral treatment, PcP
remains the most frequent acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)-defining illness in
most developed countries [1]. PcP is also observed in non-HIV-infected patients who received
immunosuppressive therapy [5, 6]. However, PcP represents only part of the clinical
presentations of the fungal infection, while mild infections such as pulmonary colonization in
patients with diverse levels of deficiency and lung diseases account for the main part [6, 7].
Thus, P.jirovecii appears to be widespread within human communities. The host specificity of
P jirovecii for humans combined with the fact that the fungus does not synthetize aminoacids
[8] and that no exosaprophytic form of the fungus has been identified so far, plead in favor of
a strict human reservoir. This hypothesis is strengthened by recent evidence of P.jirovecii
transmission in humans, with patients harboring the fungus, whatever their clinical
presentation of the infection, behaving as potential infectious sources [3]. For these reasons,
P.jirovecii infections remain a public health issue and studies on characterization of both
infected populations and P.jirovecii organisms are still necessary.

Genomic identification of P.jirovecii usually needs a first step of DNA amplification since the
fungus remains uncultivable in vitro. After the amplification step, polymorphism of amplified
products can be assessed using sequencing. The internal transcribed spacers (ITS) 1 and 2 of
the nuclear rRNA operon are informative loci that have frequently been chosen to identify
P jirovecii haplotypes. The ITS1 sequence is located on the nuclear rRNA operon between the
genes of the 18S rRNA and the 5.8S rRNA, and ITS2 is located between the genes of the 5.8S

rRNA and the 26S rRNA. These noncoding loci are spliced during rRNA synthesis.

70



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

P.jirovecii ITS typing has been reported in patients from North America — first by Lu et al.
(15 patients) [9] and second by Lee et al. (44 out of 207 total patients) [10] — and from Great
Britain (54 patients) [11-13]. Other studies described P.jirovecii ITS genotyping in patients
from The Netherlands (10 patients) [14], Denmark (130 patients) [15], Portugal (94 patients)
[16, 17], Spain (13 patients) [17], Italy (207 patients) [18], Sweden (64 patients) [19], the
USA again (60 patients) [20], South Africa (19 patients) [21], Australia (60 patients) [22],
Japan (80 patients) [23, 24], Thailand (28 patients) [25], India (43 patients) [26], and China
(12 patients) [27]. The high diversity of P.jirovecii ITS haplotypes, with about 105
haplotypes reported worldwide among a thousand patients to date, suggests possible
geographical variations. Nonetheless, the two most frequent haplotypes are Eg and Ne. They
have been respectively identified in about 50% and 15-20% of the P. jirovecii specimens
typed to date. The typing has mostly been performed with P.jirovecii isolates from HIV-
positive patients with PcP (about 80%), while there have been less data on P.jirovecii types in
HIV-negative patients. Moreover data on P.jirovecii types involved in colonized patients are
still scarce [28].

P.jirovecii genetic diversity based on ITS haplotype identification has also been reported in
patients from France (59 patients) [28-30]. Contrary to other studies that have focused on
P jirovecii diversity in immunosuppressed patients with PcP, studies by Nevez et al. and Totet
et al. have provided data on P.jirovecii diversity in colonized patients (9 patients) and in
immunocompetent infants with primary Prneumocystis infection (26 patients) [28, 30]. Be that
as it may, French data appear to be limited to an average low number of patients. For these
reasons, the main objective of the present study was to investigate P.jirovecii genomic
diversity through ITS haplotype identification in a larger population of 81 HIV-negative
patients developing PcP (40 patients) or colonized by the fungus (41 patients), and followed

up in Brest University Hospital, Brest, Brittany, France.
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Materials and methods

Patients and P.jirovecii specimens

Archival P.jirovecii isolates obtained from 81 patients monitored in Brest University Hospital
(89 specimens) were retrospectively analyzed for typing based on ITS1 and ITS2 sequence
analysis. These patients were diagnosed with P.jirovecii infections from October 18, 2007
through February 10, 2010. Demographic, clinical and biological characteristics of the
patients were extracted from the database of the Laboratory and Medical Information Systems
[Hexaflux Galaxie II (5.3.0) and Susie V4]. Risk factors for P.jirovecii infection were
hematological malignancies (24 patients), transplantation (18 patients), cancers (15 patients),
immunosuppressive therapies (13 patients), chronic bronchopulmonary diseases (7 patients),
malnutrition (two patients), congenital immunodeficiency, alcoholism (one patient each).
Biological diagnoses of P.jirovecii infection had been initially based on P.jirovecii detection
in bronchoalveolar lavage (BAL) specimens by microscopy using Wright-Giemsa and
Toluidine Blue O stains, and a real time PCR assay with specific primers and probe of the
gene encoding the mitochondrial large subunit rRNA. After DNA extraction procedure using
NucliSens easyMag system (bio-M¢érieux, Marcy ['Etoile, France), the PCR assay was
performed as reported elsewhere [31, 32]. Forty patients developed PcP and 41 patients were
colonized by the fungus. The fungus was detected by both microscopic examination and the
PCR assay in 18 patients who developed PcP, whereas it was only detected by the PCR assay,
in the absence of positive results of microscopic detection, in the 22 remaining patients with
PcP and in the 41 colonized patients. The 22 patients were considered to have developed PcP
despite the absence of microscopic detection of P.jirovecii, because they presented clinical
and radiological signs compatible with PcP, combined with improvement after specific
treatment and absence of alternative diagnoses of PcP. The 41 patients were considered to be

colonized since they presented alternative diagnoses of PcP. These alternative diagnoses were
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bacterial pneumonia (23 patients), bronchopulmonary tumor (five patients), drug induced
pneumonia (four patients), pulmonary aspergillosis (two patients), and viral pneumonia,
sarcoidosis, tuberculosis, exacerbation of chronic bronchitis, Eisenmenger's syndrome,
pulmonary edema and pulmonary fibrosis (one patient each). Patients’ characteristics are

detailed in Table 1.

P jirovecii ITS typing

To amplify the ITS1 and ITS2 sequences, a nested PCR assay was performed with two pairs
of primers specific for P.jirovecii, N18SF (5’-GGT CTT CGG ACT GGC AGC-3’), N26SRX
(5’-TTA CTA AGG GAA TCC TTG TTA-3’) (first PCR round) and ITSF3 (5’-CTG CGG
AAG GAT CAT TAG AAA-3’) and ITS2R3 (5’-GAT TTG AGA TTA AAA TTC TTG-3’)
(second PCR round) described by Tsolaki et al. [11, 12]. The two rounds were performed
under the same reagent conditions. The primers were used (1 uM each) in a reaction mixture

(50 pL) containing 3 mM MgCl, 15 mM Tris HCI, 50 mM KCI, 200 uM dNTPs (dNTP set,

Eurogentec, Seraing, Belgium) and 1 U of polymerase (HotGoldstar® DNA Polymerase
Eurogentec, Seraing, Belgium). The second PCR round was performed with 1.5 pL of the
first PCR products. The first PCR round consisted of 40 cycles with denaturation at 94°C for
1.5 min, annealing at 55°C for 1.5 min and extension at 72°C for 2 min [28]. The second PCR
round was performed with denaturation at 94°C for 1.5 min, annealing at 55°C for 1.5 min
and extension at 72°C for 5 min, for 35 cycles. This PCR procedure includes increased
elongation durations as well as a high concentration of primers (1 uM), as suggested by Beser
et al. [33]. The second PCR products were electrophoresed on 1.5% agarose gel containing
ethidium bromide to visualize the expected band (517 bp). To avoid contamination due to
potential environmental amplicons, extraction, reagent preparation and amplification

procedures were performed in separate rooms with different sets of micropipettes and using
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barrier tips. Extraction and reagent preparations were performed in flow cabinets. To monitor
for possible contamination, negative controls (ultra-pure distilled water) were included in
extraction and first and second PCR round procedures.

The second round PCR products were purified using Microcon® PCR columns (Millipore,
Bedford, MA, USA) and cloned into the plasmid pGEMT (pGEMT easy Vector® System II kit
Promega Corporation, Madison, WI, USA) as described elsewhere [28]. In order to verify
whether the transformation was related to correct recombinant plasmids, each positive clone
was subjected to a PCR assay using T7P (5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA G-3’) and SP6
(5’-ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA-3’) universal primers specific for the T7P and SP6
promoters flanking the cloning region [28]. Recombinant plasmids were sequenced from the
two strands using the same universal primers with the dideoxy chain termination method and
an automatic sequencer (BigDyeTerminators Method, Applied Biosystems Sequencer 3730xl,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence alignment was performed using the
BioEdit software (Version 7.0.0, Thomas Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) with
the Clustal® W program.

ITS1 and ITS2 alleles were identified based on sequence analysis using the score previously
described by Lee et al. [10]. P.jirovecii ITS haplotypes are defined by combination of the
alleles of the two loci. The nomenclature by Lee et al. designates ITS1 alleles with an
uppercase letter (from A to O) and ITS2 alleles with a lowercase letter (from a to n). We
extended this score with the new scoring positions described by Helweg-Larsen [34] and by
Siripattanapipong et al. [25]. Sequences and potential new alleles identified in this study were
examined taking into account the following restrictive criteria. The sequences were
considered to reflect new ITS1 or ITS2 alleles if new changes were observed at scoring
positions in: i) two different P.jirovecii specimens, ii) only one specimen but observed and

reported elsewhere by another team.
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Typability index (7)) and discriminative power (D) of the typing method were evaluated using
the following equations: 7' = N#/N (N, is the number of isolates assigned a type and N the
number of isolates tested) and D = 1 — ((1 /(X (X - 1)) 2 n; (n; — 1)) (X 1s the number of
unrelated strains tested and n; the number of strains belonging to the jth type) [35, 36]. The
discriminatory power was based on the results of P.jirovecii haplotype identification among
the single infections (i.e. except mixed infections) and on the 28 specimens not
epidemiologically linked. Indeed, 11 specimens related to a cluster of P.jirovecii infections
were ruled out [3].

The reproducibility of the sequencing was assessed by subsequently sequencing three
randomized clones in two independent experiments.

The in vivo stability of P.jirovecii ITS typing was assessed by analyzing the results observed
in three patients (P1, P2, P3) who underwent two subsequent BALs, with an interval of four,

three, and three weeks respectively, within the same PcP episode.

Statistical Analysis

Frequencies of P. jirovecii ITS haplotypes (major haplotype, peculiar haplotype) and of
mixed infections (more than one haplotype in the same specimen) in PcP patients and
colonized patients were compared using the Fisher exact test and % test. Differences were

considered significant at P<0.05.

Nucleotide sequence accession numbers

The nucleotide sequences of the new ITS2 allele, and of the two ITS1 and the eight ITS2
sequences with changes at scoring positions have been deposited in GenBank under accession
numbers KC407706, KC407698, KC407699, KC407700, KC407701, KC407702, KC407703,

KC407704, KC407705, KC407707, KC407708.
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Results

The consensus nucleotide sequences of ITS1 and ITS2 are shown in Fig. 1. The ITS2
sequence length has been changed from 192 to 196 bp, taking into account new scoring
positions described by Helweg-Larsen [34] and Siripattanapipong et al. [25]. Insertions of
new bases include TA between positions 60 and 61, and AT between positions 72 and 73. The
nucleotides of the revised sequence have been renumbered and new position numbers are
used hereafter. Positive results of P.jirovecii typing were obtained in 56 of the 81 patients (59
of the 89 samples), precisely in 31 of the 40 PcP patients, and in 25 of the 41 colonized
patients. A total of 217 clones were sequenced and aligned (data not shown). Taking into
account our restrictive criteria, we identified 13 ITS1 alleles, and 11 ITS2 alleles, of which
one was newly described (Tables 2a and 2b).

Thirteen ITS1 alleles (alleles A, B, D, E, F, G, H, I, J, K, L, N, IV) previously reported were
identified [10, 21]. Two other ITS1 sequences with changes at scoring positions were
identified in one patient each. The first sequence, designated BES-ITS1-1 (GenBank
accession number KC407698), differed from allele E previously reported by Lee et al. [10] by
deletion of a T residue at position 117. The second sequence, BES-ITS1-2 (GenBank
accession number KC407699), differs from allele N previously reported by Lee et al. [10] by
having a G residue at position 15. Taking into account our restrictive criteria, these sequences
that were identified in only one clone each did not represent new ITS1 alleles.

Eleven ITS2 alleles were identified, of which nine were previously described by Lee et al.
(alleles b, ¢, e, f, g, h, 1, m, p)[10], one was previously described by Siripattanapipong et al.
(allele r) [25], and one was a newly described allele that we designated as x. Allele x was
identified in four clones from one patient. It differed from allele e previously reported by Lee
et al. [10] by having AT residues at positions 75-76 (GenBank accession number KC407706).

This allele has also been described by Helweg-Larsen [34] who considered that these changes
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represented new scoring positions. These changes defined the new allele as based on the
nomenclature described by Tsolaki et al. [14]. It is noteworthy that Totet et al. identified a
similar sequence in 3 clones while they did not consider it to be a new allele at that time [30].

Interestingly, eight other ITS2 sequences with base changes at scoring positions were
observed in one patient each. The first sequence, designated BES-ITS2-1, was observed in the
first P.jirovecii specimen from one patient. It differed from allele h previously reported by
Lee et al. [10] by an insertion of CAAAATA residues at positions 181-187 (GenBank
accession number KC407700). The second sequence, BES-ITS2-2, was observed in the
second specimen from the same patient. It differed from allele m previously reported by Lee
et al. [10] by deletions of AT residues at positions 174-175 and of CAAAATA residues at
positions 181-187 (GenBank accession number KC407701). The third sequence, BES-ITS2-
3, differed from allele f previously reported by Lee et al. [10] by having a C residue at
position 175 (GenBank accession number KC407702). The fourth sequence, BES-ITS2-4,
differed from allele g previously reported by Lee et al. [10] by having a G residue at position
64 (GenBank accession number KC407703). The fifth sequence, BES-ITS2-5, differed from
allele g previously reported by Lee et al. [10] by having a G residue at positions 64 and 74
(GenBank accession number KC407704). The sixth sequence, BES-ITS2-6, differed from
allele g previously reported by Lee et al. [10] by having a T residue at position 177 (GenBank
accession number KC407705). The seventh sequence, BES-ITS2-y was identified in three
clones from one patient. It differed from allele g previously reported [10] by having two A
residues at positions 48-49 and a T residue at position 173 (Genbank accession number
KC407707). The eighth sequence, BES-ITS2-z was identified in three clones from one
patient. It differed from allele h previously reported by Lee et al. [10] by having an A residue
at position 48, a deletion of AT residues at positions 174-175 and an insertion of CAA

residues at positions 181-183 (Genbank accession number KC407708). These eight 1TS2
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sequences were not considered to be new ITS2 alleles based on our restrictive criteria, since
they were found in only one patient each and were not previously reported.

A total of 27 P.jirovecii ITS haplotypes resulting from the combination of the two ITS1 and
ITS2 alleles were identified. Twenty-six haplotypes result from the combination of ITS1 and
ITS2 alleles previously described whereas one haplotype resulted from the combination of a
previously described ITS1 allele with a new ITS2 allele (Nx).

More than one haplotype was detected in 18 patients (12 PcP patients and six colonized
patients, 32.1%) suggesting the occurrence of mixed infections. The most frequent haplotype
was Eg (31/56 patients, 55.3%). The second most frequent haplotypes were Ec and A1 (five
patients each, 8.9%). The other haplotypes were Ir (four patients, 7.1%), Jf, Bi, IVg (three
patients each, 5.3%), Gg, Kf, Ne, Ef, Ig (two patients each, 3.6%). The 15 remaining
haplotypes were identified in one patient each (1.8%) (Table 3).

A high diversity of ITS haplotypes was observed in patients with PcP (20 different
haplotypes) and in colonized patients (14 different haplotypes) (Bi, Eb, Ec, Ef, Eg, Fg, Ig, If,
Ir, Th, Jf, Kf, Lg, and Ne). Thirteen haplotypes were detected only in PcP patients (A1, Di, Eh,
Ei, Em, Ep, Gg, Hg, Jg, Ng, Nh, Nx, and IVg). Seven haplotypes were detected only in
colonized patients (Eb, Fg, If, Ir, Ih, Kf, and Lg). Seven ITS haplotypes were identified in
both populations (Bi1, Ec, Ef, Eg, Ig, Jf, and Ne) (Table 3).

The typability of the method was 0.66 since haplotypes were identified in 59/89 specimens.
This index increased to 1 if its calculation was based on the 19 specimens (18 patients) related
to positive microscopic detection of P.jirovecii. The discriminatory power of the typing
method was 0.82. The results of the first and second experiments of ITS sequencing of the
three randomized clones showed 100% concordance of nucleotides at scoring positions. The
results of P.jirovecii ITS typing in subsequent BAL specimens from three patients in the

course of the same episode showed complete or partial concordance of haplotypes.
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Haplotypes Ec and Em in the first BAL specimen of patient P1 were also identified in the
second BAL specimen of the same patient. Haplotype Eg in the first BAL specimen of patient
P2 was also identified in the second BAL specimens of the same patient. Haplotype Eg (2
clones), which was associated with haplotypes Ng, Eh, and IVg (1 clone each) in the first
BAL specimen of patient P3, was identified (5 clones) in the second BAL specimen of the
same patient, whereas the other haplotypes were not detected. These results are consistent
with an in vivo stability of P.jirovecii ITS haplotypes.

Eg was the most frequent haplotype in both PcP and colonized patients with no significant
difference (20/31 patients vs. 11/25 patients; p=0.1, % test). No difference was observed in
the occurrence of mixed infections in the two populations (12 in PcP patients vs. 6 in
colonized patients; p=0.22, %> test). Likewise, no difference of peculiar type frequencies in

the two populations was observed.

Discussion

Positive results for P.jirovecii ITS haplotype identification were obtained in 56 of the 81
patients. Thus, the amplification of ITS loci failed to give positive results in 25 patients,
whereas they had initially tested positive for P.jirovecii using the PCR assay at the
mtLSUrRNA gene. The higher sensitivity of this PCR assay is due to the presence of several
copies of the mtLSUrRNA gene within the P.jirovecii genome [37], whereas ITS1 and ITS2
loci are present in only one copy [38, 39]. This difference of sensitivity between the two PCR
assays has previously been reported [28, 30].

Occurrence of in vitro recombination during the PCR process has been suggested for DNA of
microorganisms including P.jirovecii [33, 40, 41]. This issue has been observed especially
during P.jirovecii ITS sequence amplification [33]. Beser et al. showed that recombination

between ITS1 and ITS2 (or intra ITS1 and intra ITS2) occurred with a frequency of up to
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37.2% in specimens harboring multiple haplotypes (mixed infections) when a standard PCR
protocol was followed [33]. This frequency can be dramatically decreased to 2.8% when a
modified PCR protocol is used [33]. In the present study, a recombination between ITS1 and
ITS2 in one specimen can be hypothesized. In this specimen, four haplotypes, Eg (1 clone), Jf
(1 clone), Ef (1 clone), and Jg (1 clone) were identified. The haplotypes Ef and Jg might result
from the recombination of ITS1 alleles, E and J, and ITS2 alleles, f and g, generated from the
original haplotypes Eg and Jf. In another specimen, an intra-ITS2 recombinant in one
specimen can also be hypothesized. Indeed, in this specimen we identified: i) 2 haplotypes Ec
(2 clones) and Em (2 clones) resulting from the combination of ITS1 allele E and ITS2 alleles
¢ and m; ii) and another putative haplotype E BES-ITS2-1 resulting from the combination of
ITSI allele E with ITS2 sequence BES-ITS2-1 that differed from allele h previously reported
[10] by having an insertion of CAAAATA residues at positions 181-187. In fact, this
sequence, BES-ITS2-1, that we did not consider to be a new ITS2 allele, might be an intra-
ITS2 recombinant between ITS2 alleles ¢ and m (see nucleotides of ITS2 alleles ¢ and m,
table 2b). Thus, we observed putative recombination in only three clones (corresponding to
Ef, Jg, and E BES-ITS2-1) out of the 81 clones related to mixed infections (3.7%). This low
rate can be explained by the PCR procedure including increased elongation durations to 2 min
and 5 min (first and second PCR rounds respectively) as well as a high concentration of
primers (1 uM), which are part of the guidelines recommended by Beser et al. [33].

Apparent mixed infections related to multiple haplotypes found in a single specimen may
result from two different co-infecting P.jirovecii strains, as well as from the presence of
heterozygote diploid organisms. A meiotic process, rather than in vitro artifacts during the
PCR procedure, may also explain recombination between ITS1 and ITS2. This explanation

remains a hypothesis.
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We observed variations in lengths of thymine and adenine homopolymeric tracts in ITS1 and
ITS2 sequences from 53 patients (146 clones) (data not shown). Such variations were initially
described by Tsolaki et al. who showed that they were due to PCR-induced errors and must be
ruled out in defining the scoring positions [11]. For these reasons, we considered that the
ITS1 sequence of allele E, harboring 9 T instead of 10 T at positions 62-71 (data not shown)
did not reflect a new allele, contrary to the conclusions of van Hal et al. who renamed it allele
SYDI1 [22]. Other sporadic changes not located at scoring positions and detected in ITS1 and
ITS2 from 44 patients (83 clones) may also be due to PCR-induced errors. Indeed, although
the rate of PCR-induced errors due to our Taq polymerase has not been evaluated, this rate is
usually estimated at 2x10~ errors per base pair [42].

The two ITS1 sequences and six ITS2 sequences with base changes at scoring positions,
designated BES-ITS1-1, BES-ITS1-2, BES-ITS2-1 to BES-ITS2-6, BES-ITS2-y and BES-
ITS2-z, but identified in only one patient each, and never described elsewhere, were ruled out
as putative new alleles. Nonetheless, they have been named and deposited, in order to provide
arguments for future definition of putative new alleles by other teams.

To our knowledge, the typability index and the discriminatory power of a typing method of
P.jirovecii isolates based on DNA sequencing has not been assessed until the present report
whereas the PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) method, which does not
require sequencing, is the only P.jirovecii typing method for which this index and
discriminatory power have been calculated [43, 44]. The typability indexes of 0.66 and 1 are
higher than the index value of SSCP (0.64) and show that the method based on ITS
sequencing is efficient for typing low fungal burdens detected by PCR assay or high fungal
burdens detected by microscopic examination. The discriminatory power of 0.82 remains
lower than the 0.93 index value of the PCR-SSCP. PCR-SSCP, which incorporates

information from several loci, is more discriminative than a unilocus method. An alternative
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would be a method based on the sequencing of several loci in addition to ITSs. Such typing
approaches have been proposed by other teams through multilocus sequence typing (MLST)
methods [45].

The ITS sequencing reproducibility was verified, since the results of the first and second
experiments of ITS sequencing of the three randomized clones showed 100% concordance of
nucleotides at scoring positions. However, the evaluation of ITS typing reproducibility was
not achieved. Indeed, the reproducibility is the ability of a typing system to assign the same
type to a “strain” tested during independent assays. P.jirovecii strain isolation is not possible
since it remains an uncultivable microorganism. Moreover, it remains unknown whether a
patient harbors a single genetic strain. For these reasons, consensus guidelines for evaluation
of typing systems by the European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
cannot be strictly followed [35]. It has been suggested that the reproducibility of the ITS
typing may be decreased by intrinsic instability of the ITS regions which may generate
changes from a single P.jirovecii ITS haplotype [15]. Our results are consistent with in vivo
stability of P.jirovecii ITS haplotypes. Conversely, the in vitro stability cannot be assessed
since P.jirovecii strain isolation is not possible. However, in the fungal kingdom, the mean
DNA substitution rate at ITS regions has been estimated at 1.4+1.3 10” substitutions per site
per year [46]. Change at this rate would not present a problem for P. jirovecii ITS genotyping
in epidemiological studies.

Twenty-seven different haplotypes were identified in 56 HIV-negative patients showing a
diversity of P.jirovecii organisms, which appeared to be close to that reported by other teams,
whatever the HIV status of the patients studied. Likewise, the frequency of mixed infections,
32.1%, was close to that reported elsewhere (Table 4).

The most frequent haplotype in our geographic region was Eg (55.3%). Similarly, this was the

most frequent haplotype previously observed in Picardy, Northern France [28, 30] and
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worldwide [10, 12, 16, 18-22, 26] except in Thailand and Japan [23-25], where Ir and Eb were
the most frequent haplotypes respectively (Table 4). The second most frequent haplotype
differs, depending on the country or the geographic area. In the present study, the second most
frequent haplotypes were Ec and Ai (five patients each, 8.9%) whereas interestingly, Ne was
observed in only 2 patients (3.6%). These results provided additional data on peculiar
characteristics of P.jirovecii organisms and infections in our geographic area. Indeed,
Brittany, a region of 3,175,100 people, located at the western tip of France on the Atlantic
Ocean and English Channel is characterized by a low incidence of AIDS-related PcP [47] and
a low prevalence of P.jirovecii dihydropteroate synthase (DHPS) mutants [48].

There are shared features of haplotypes in both colonized and PcP patients not infected with
HIV, monitored in the same geographic area during the same period. These results strengthen
the hypothesis that all infected patients harbor a common population of P.jirovecii organisms.
P.jirovecii 1TS haplotype identification makes it possible to investigate the circulation and
transmission of the fungus within infected patient populations. Using this typing method, we
recently provided evidence of the role of HIV-negative colonized patients as potential
infectious sources of P.jirovecii [3]. Using the same typing method applied on pairs of
pulmonary and air samples from PcP patients, we also provided arguments showing that
P jirovecii organisms could be exhaled by infected patients in their close environment [49].
Finally, the ITS typing system remains a reliable method for identification of P.jirovecii in
diverse populations of infected patients, in which the fungus circulates, whatever their clinical

presentation and their HIV-status.
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Table 1 Characteristics of 81 HIV-negative patients from Brest University Hospital, France, from whom Preumocystis jirovecii

specimens were obtained and examined for typing at the internal transcribed spacer (ITS) 1 and ITS2.

PcP Patients Patients colonized by P.jirovecii
Number of patients 40 41
Median age (range) 61 years (3-86) 65 years (34-87)
Sex ratio (Male/Female) 25/15 24/17
Number of BAL specimens 47 42
Period of collection (day-mo-yr) 22-10-07 to 10-02-10 18-10-07 to 17-12-09

Method with positive results of Microscopy® (18/40 patients) and
PCR assay™® (41/41 patients)
P.jirovecii detection PCR assay” (40/40 patients)

* Wright Giemsa and Toluidine Blue O stains
® Real-time polymerase chain reaction assay at the mitochondrial large subunit rRNA gene [30, 31]

“None of the patients were positive for P jirovecii detection using microscopic examination
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ITS1 consensus sequence

10 20 30 40 50 60 70
GAAAATTCAG CTITTAAACAC TTTTCCCTAG TGTITTAGCA TTITTTCAAAC ATATCTGTGA ATTTTTTTTT
80 90 100 110 120 130 140

TGTTTGGCGA GGAGCTGGCT TTTTTGCTTG CCTCGCCAAA GGTGTTTATT TTTAAAATTT TAAATTGAAT

150 160

TTCAGTTTTA GAATTTTTTA A

ITS2 consensus sequence

10 20 30 40 50 60 70

TTAAGTTCCT TTTTTCAAGC AGAAAAAAGG GGATTGGGCT TTGCAAAAAT ATAATAATTA TAGAAATAAA

80 90 100 110 120 130 140
ATATATTTAT TATGCATGCT AGTCTGAAAT TCAAAAGTAG CTTTTTTTCT TTGCCCTAGT GTCGTAAAAA
150 160 170 180 190

TTCGCTGGGA AAGAAGGAAA AAAGCTTTTA TATATAGATA CAAAATACAA GAATTT

Fig. 1 Consensus sequences of ITS1 and ITS2. The number of nucleotides has been changed from the
previously reported 192 bp [10] to 196 bp for ITS2. Nucleotide positions in bold and underlined are used

as scoring positions to classify ITS1 and 2 alleles.
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Table 2a Pneumocystis jirovecii internal transcribed spacer (ITS)1 alleles identified in the present study, according to an updated nomenclature

derived from that which was initially described by Lee et al. [10].

Nucleotide positions (bp)

ITS1 allele Authors (Study reference) GenBank accession number
6 12 15 21 23-24 28 34 42 53-54 80-81 115-118

A cTAT _ T T T __ _ TTTA Lee et al. [10] AF013806
B c _ AT _ T T T __ _ TTTA Lee et al. [10] AF013807
D cTAT _ T T T __ AG TTTA Lee etal. [10] AF013809
E T _ AT _ T T T __ AG TTTA Lee et al. [10] AF013810
F T _ AT _ T T T __ AG . Lee et al. [10] AF013811
G T _ AT _ T T T __ _ TTTA Lee et al. [10] AF013812
H T _ AT _ C T T __ AG TTTA Lee etal. [10] AF013813
I T _ AT TT C T T __ AG TTTA Lee et al. [10] AF013814
J T _ ¢ T _ C T T AT AG TTTA Lee et al. [10] AF013815
K T _ ¢ T _ C T T __ AG TTTA Lee et al. [10] AF013816
L T _ AT _ T C T __ AG TTTA Lee et al. [10] AF013817
N T _ A A _ T T T __ AG TTTA Lee et al. [10] AF013819
v T _ AT _ T T T __ GG TTTA Robberts et al. [21] AY328046
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Table 2b Pneumocystis jirovecii internal transcribed spacer (ITS) 2 alleles identified in the present study, according to an updated nomenclature,

derived from that which was initially described by Lee et al. [10].

Nucleotide positions (bp)

ITS2 alleles Authors (Study reference) GenBank accession number
48-49  52-57  61-62° 64-68 70-76 80 126 164 170-175 177  181-187

b __ TAA___ _ AA_TA AATAT__ G AT_AT G Lee et al. [10] AF013822
c __ TAA___ _ AA_TA AATAT_ _ C G AT_AT G Lee et al. [10] AF013823
e __ TAA___ _ AA_TA AATAT__ _ G AT G Lee et al. [10] AF013825
f __ TAA___ _ AATA AATAT_ T _ G AT A Lee et al. [10] AF013826
g __ TAA___ _ AA_TA AATAA__ _ G AT A Lee et al. [10] AF013827
h __ TAA___ _ AA_TA AATAT__ _ G AT A Lee et al. [10] AF013828
i _ _ AATAA__ _ G AT A Lee et al. [10] AF013829
m __ TAATAA __  AA_TA AATAA__ _ G AT A CAAAATA Lee et al. [10] AF013833
p (FR004) __ TAA___ _ AA_TA AATAA__ _ G AT_AT G Lee et al. [10] AF013836
r A_  TAA___ TA AA_TA AATAT _ _ _ G A Siripattanapipong et al. [25] AY550105
X b _ TAA___ __ AA_TA AATATAT _ _ G AT G This study KC407706

* The nomenclature by Lee et al. [10] has been extended with new scoring positions, 61-62, and 75-76.

® Allele x is newly described and designated in the present study.
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Table 3 Occurrence of Pneumocystis jirovecii Internal Transcribed Spacer haplotypes in
patients with Pneumocystis Pneumonia or pulmonary colonization monitored at Brest

University Hospital, France.

No. of patients (No. clones)

Haplotypes

PcP Colonization
Eg 20 (81) 11 (30)
Ai 5(8) 0
Ec 2(6) 3(10)
Ir 0 4(11)
Bi 2(4) 1(3)
IVg 303 0
It 1) 2(6)
Gg 2(8) 0
Ig, Ef 1(1) 1(1)
Ne 1(3) 1(3)
Kf 0 2 (6)
Nx, Em 1(4) 0
Nh 1(2) 0
Ei, Eh, Hg, Jg, Ng, Di, Ep 1(1) 0
Ih, Fg 0 1(3)
If, Eb, Lg 0 L)
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Table 4 Main investigations of Pneumocystis jirovecii internal transcribed spacer haplotypes reported over the past two decades.

Clinical Total no. of No. of patients or
inica
Authors No. of patients or Procedure of the typing  Most frequent haplotypes specimens harboring
Country Patients’ characteristics presentation of
(Study reference) specimens method haplotypes identified in more than one
P.jirovecii infection
the study haplotypes (%)
. . 12 patients (24 . . .
Tsolaki et al. [11] United Kingdom ) HIV-infected adults PcP Cloning and sequencing Ne, Ed, Eg 10 8/24 (33%)
specimens)
. 16 patients (36 . . .
Latouche et al. [29] France (Paris) HIV-infected adults PcP Direct sequencing Ne, Eg 9 0/36
specimens)
207 patients: 123
Denmark, USA, Ivory (Denmark), 44 (USA),
Coast, Italy, France 10 (Ivory Coast) 9 . .
Direct sequencing
Lee et al. [10] Sweden, The (Italy), 6 (France), 5 NP PcP ) Eg, Ne, Eb 59 52/207 (25%)
Cloning and sequencing
Netherlands, Portugal, (Sweden), 4 (The
Thailand Netherlands), 4
(Portugal), 2 (Thailand)
Immunocompromised adults (4 Pep
c
Tsolaki et al. [14] The Netherlands 6 patients patients) and non HIV-infected Cloning and sequencing Ne 9 4/6 (67%)
infants (2 patients)
. . 12 patients (35 . Direct sequencing
Tsolaki et al. [12] United Kingdom ) HIV-infected adults PcP ) Eg, Ne, Eb 15 3/12 (25%)
specimens) Cloning and sequencing
. . 30 patients (43 .
Miller et al. [13] United Kingdom HIV-infected adults PcP NP Ne, Eg 21 11/43 (25.6%)
specimens)
Hosoya et al. [23] Japan 24 patients HIV-infected adults (16 patients) PcP Cloning and sequencing Eb, Eg, Ne 30 16/24 (67%)
Immunocompromised non HIV-
infected adults (8 patients)
Helweg-Larsen et al. 130 patients (162 Direct sequencing
Denmark HIV-infected adults PcP Eg, Ne, Eb 49 37/162 (23%)
[15] specimens) Cloning and sequencing
Nimri et al. [20] USA 60 patients HIV-infected adults PcP Cloning and sequencing Eg, Ne 36 36/60 (60%)
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Nevez et al. [28]

Totet et al. [30]

Matos et al. [16]

Robberts et al. [21]

Siripattanapipong et
al. [25]

Valerio et al. [18]

Esteves et al. [17]

van Hal et al. [22]

Gupta et al. [26]

Beser et al. [19]

Matsumura et al.
[24]
Li et al. [27]

France (Amiens)

France (Amiens)

Portugal

South Africa

Thailand

Italy

Spain
Portugal

Australia

India

Sweden

Japan

China

17 patients

26 patients
42 patients (43
specimens)
19 patients (20

specimens)

28 patients

207 patients

53 patients (Spain)

52 patients (55

specimens) (Portugal)

60 patients (68

specimens)

43 patients

64 patients

56 patients

12 patients

HIV-infected adults (11 patients)
Immunocompromised non HIV-

infected adults (6 patients)

Immunocompetent infants
Immunocompromised adults (35

patients) and children (7 patients)

NP

HIV-infected adults

HIV-infected adults

HIV-infected adults (67 patients)
Immunocompromised non HIV-
infected infants (4 patients)
Adults with diverse pulmonary
disorders (34 patients)
HIV-infected adults (53 patients)
Immunocompromised non HIV-
infected adults (7 patients)
HIV-infected adults (19 patients)
Immunocompromised non HIV-
infected adults (24 patients)
HIV-infected patients (14)
Immunocompromised non HIV-
infected patients (50)
Immunocompromised non-HIV
infected patients

HIV-infected adults

PcP (11 patients)
Colonization (6

patients)

Primary infection

PcP

PcP

PcP

PcP

NP

PcP

PcP

PcP

PcP

PcP

Cloning and sequencing

Cloning and sequencing
Direct sequencing

Cloning and sequencing

Cloning and sequencing

Cloning and sequencing

Direct sequencing

Direct sequencing
Cloning and sequencing

on 15% specimens

Direct sequencing

Direct sequencing

Cloning and sequencing

on 13 specimens

Cloning and sequencing

Cloning and sequencing

Cloning and sequencing

Eg, Ne

Eg, Bi, Ne

Eg, Eb, Ne

Eg, Gg, Eu

Ir, Eb, Eg

Eg, Bi, Kf

Bi, Eg (Spain)
Eg, Cg, Gg
(Portugal)

Eg, Isyd2, Ec

Eg, Ea, Ec

Eg, Ne, Bi, Eb

Eb, Eg, Bi

Eg, Eb, Bi

33

23

46

22

21

8/17 (47%)
[6/11 (54%), 2/6 (33%)]

3/26 (11%)

2/43 (5%)

15/19 (79%)

15/28 (54%)

NP

1/13 patients with positive
typing results (8%)
(Spain)

3/55 (5%) (Portugal)

NP

3/13 cloned specimens

(23%)

32/64 (50%)

5/31 (16%)

2/12 (17%)

Footnote:

NP, not provided; HIV, Human Immunodefiency Virus; PcP, Pneumocystis Pneumonia
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1. Cas groupés d'infections a P.jirovecii chez des transplantés de reins au CHRU de

Brest et role potentiel des patients colonisés en tant que source infectieuse

Le travail de caractérisation génotypique présenté précédemment a permis d'améliorer les
méthodes de génotypage de P.jirovecii sur les loci DHPS et ITS. Cette étape préalable était
indispensable pour permettre I'exploration des cas groupés d'infections a P.jirovecii survenus
chez des patients transplantés de rein au CHRU de Brest. Dix-huit cas d'infections a
P.jirovecii ont été¢ diagnostiqués entre mai 2008 et avril 2010, alors qu'aucun cas de PPC
n'avait été diagnostiqué chez des patients transplantés de rein par notre laboratoire hospitalier
depuis 2002.

L’¢étude de ces cas groupés a reposé sur I’analyse du locus de la DHPS et des séquences ITS 1
et 2 chez les 18 patients transplantés. Douze patients présentaient une PPC et 6 patients
¢taient colonisés par P.jirovecii. Nous avons réalisé en parallele le génotypage de P.jirovecii
sur ces mémes loci chez un groupe contrdle constitué de 22 patients hospitalis€s sur un autre
site du CHRU et ayant développé une infection a P.jirovecii sur la méme période. Les
résultats de l'identification des génotypes DHPS et ITS de P.jirovecii, ainsi que la fréquence
de I'haplotype ITS majoritaire chez les patients transplantés ont €té comparés, d'une part, a
ceux du groupe contrdle et, d'autre part, a ceux d'une plus large population de 69 patients
représentative des patients infectés par P.jirovecii dans notre région (cette population est
désignée comme le groupe 3 dans la suite du manuscrit; elle chevauche la population étudiée
dans le chapitre 2 "Caractérisation de P.jirovecii dans les populations infectées").

Nous avons établi une carte de transmission prenant en compte l'analyse des rencontres entre
les patients et les résultats du génotypage de P.jirovecii. Tous les patients infectés ont été
considérés comme des patients "source" potentiels. Un patient "source" a ét¢ défini comme un
patient pour lequel le diagnostic d’infection a Prneumocystis a reposé sur la mise en évidence
du champignon dans un LBA et qui, au cours de cette infection, a rencontré au moins une fois
un patient considéré comme susceptible. Un patient susceptible a été défini comme un patient
qui a rencontré au moins une fois un patient "source" et qui a développé par la suite une
infection a P.jirovecii prouvée par le diagnostic biologique. Nous avons considéré que la
transmission de P.jirovecii a pu avoir lieu si un patient "source" et un patient susceptible
¢taient présents au sein de 1’unité de transplantation rénale le méme jour et si ces patients
¢taient infectés avec le méme génotype de P.jirovecii.

Le génotypage DHPS a été possible pour 16 des 18 patients transplantés, 18 des 22 patients

du groupe contrdle et 52 des 69 patients du groupe 3. Un génotype sauvage a ¢été identifié
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chez tous les patients transplantés, chez tous les patients du groupe contrdle et chez 50
patients du groupe 3. Un génotype mutant a ¢té identifi¢é chez 2 patients du groupe 3. Le
génotypage ITS a été possible pour 14 patients transplantés, 15 patients contrdles et 48
patients du groupe 3. L'haplotype Eg est I'haplotype majeur dans les 3 groupes. Cependant sa
fréquence était plus ¢élevée dans le groupe des transplantés que dans le groupe controle (13/14
vs. 9/15; p=0,049, test exact de Fisher) et le groupe 3 (13/14 vs. 23/48; p=0,007, test exact de
Fisher). Cette fréquence plus ¢levée chez les transplantés constitue une caractéristique
spécifique de P.jirovecii dans ce groupe. Ces résultats sont en faveur d'une source identique
commune du champignon chez ces patients.

L'analyse des rencontres entre patients transplantés combinée avec les résultats du génotypage
a permis de retenir 14 rencontres compatibles avec la transmission de P.jirovecii. Dix patients
ont été¢ considérés comme des patients "source". Sept patients présentaient une PPC et 3
patients €taient colonisés par P.jirovecii. Ce travail apporte les premieres données sur le role
des patients transplantés colonisés comme sources potentielles de P.jirovecii dans un contexte
d'acquisition nosocomiale du champignon.

Les résultats de ce travail ont été publiés dans 'article "A cluster of Pneumocystis infections
among renal transplant recipients : molecular evidence of colonized patients as potential
infectious sources of Pneumocystis jirovecii. Le Gal S, Damiani C, Rouillé A, Grall A,
Tréguer L, Virmaux M, Moalic E, Quinio D, Moal MC, Berthou C, Saliou P, Le Meur Y,
Totet A, Nevez G. Clinical Infectious Diseases 2012; 54(7):e62-71".
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Article 5
A cluster of Pneumocystis infections among renal transplant recipients : molecular

evidence of colonized patients as potential infectious sources of Pneumocystis jirovecii
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MAJOR ARTICLE

A Cluster of Pneumocystis Infections Among
Renal Transplant Recipients: Molecular Evidence
of Colonized Patients as Potential Infectious
Sources of Pneumocystis jirovecii

Solene Le Gal,'2 Céline Damiani,”# Amélie Rouillé," Anne Grall,* Laetitia Tréguer,* Michele Virmaux,! Elodie Moalic,'?
Dorothée Quinio,'? Marie-Christine Moal,? Christian Berthou,2® Philippe Saliou,’ Yann Le Meur,2* Anne Totet,”# and
Gilles Nevez'3

TLUBEM EA 3882, IFR 148, and 2EA 2216, IFR 148, University of Brest, and 3Laboratory of Parasitology and Mycology, “Department of Nephrology and
Renal Transplantation Unit, SDepartment of Hematology, and ®Department of Public Health, Brest University Hospital, Brest, France; 7Department
of Parasitology and Mycology, Amiens University Hospital, and 8University of Picardy-Jules Verne, EA 4285 UMI INERIS 01, Amiens, France

Background. Eighteen renal transplant recipients (RTRs) developed Pneumocystis jirovecii infections at the
renal transplantation unit of Brest University Hospital (Brest, Brittany, France) from May 2008 through April 2010,
whereas no cases of P. jirovecii infection had been diagnosed in this unit since 2002. This outbreak was investigated
by identifying P. jirovecii types and analyzing patient encounters.

Methods. The identification of P. jirovecii internal transcribed spacer (ITS) types was performed on P. jirovecii
isolates from the 18 RTRs (12 patients with Pneumocystis pneumonia [PCP], 6 colonized patients), 22 unlinked
control patients (18 patients with PCP, 4 colonized patients), and 69 patients (34 patients with PCP, 35 colonized
patients) with contemporaneously diagnosed P. jirovecii infections in the Brest geographic area. A transmission map
was drawn up. Its analysis was combined with the results of P. jirovecii typing.

Results.  P. jirovecii ITS type identification was successful in 14 of 18 RTRs, 15 of 22 control patients, and 48 of
the 69 patients. Type Eg was the most frequent type in the 3 patient groups. However, its frequency was significantly
higher in the first patient group than in the 2 other groups (P < .05 and P < .01, respectively). Fourteen encounters
between RTRs who harbored an identical type were observed. Ten patients were considered as possible index
patients, of whom 3 were colonized by the fungus, and 7 presented PCP.

Conclusions. The results provide to our knowledge the first data on the role of colonized patients as potential
sources of P. jirovecii in a context of nosocomial acquisition of the fungus.

Pneumocystis jirovecii is an opportunistic fungus that
causes severe pneumonia in immunocompromised
patients. Pneumocystis pneumonia (PCP) remains the
most frequent AIDS-defining illness in developed
countries in human immunodeficiency virus (HIV)—
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infected patients. In France, 32% of AIDS cases, which
were registered with the Institut de Veille Sanitaire
in 2009, were related to PCP [1]. PCP is also observed
in non-HIV-infected patients who receive immuno-
suppressive therapy particularly for organ transplanta-
tion [2]. In the absence of prophylaxis, PCP occurs
in 2%-24 % of renal transplant recipients (RTRs), with
a mortality rate of up to 49% [2]. These data show
that PCP remains a public health issue and needs meas-
ures to prevent it in immunocompromised individuals.
Currently, PCP is considered to result from de novo
acquisition of the fungus rather than from reactivation
of latent forms of P. jirovecii present in the lungs [3—6].
Because Pneumocystis organisms infecting each mam-
malian species are host specific [7], an animal reservoir

€62 o CID 2012:54 (1 April) e Le Gal et al
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for P. jirovecii is excluded and PCP in humans can be considered
as an anthroponosis.

No exosaprophytic form of Pneumocystis species has been
identified so far, whereas P. jirovecii seems to be widespread
within human communities. Indeed, P. jirovecii infections
cover a large spectrum of clinical presentations of which PCP
represents only a part, and mild infections such as pulmonary
colonization may be the main part [8]. The potential human
sources of P. jirovecii may be represented by all infected pa-
tients. Host-to-host transmission of Prneumocystis species via
the airborne route has been demonstrated in models [9, 10]
and was suspected in humans through the occurrence of
clusters of PCP cases in hospitals [11-19].

Studies of PCP case clusters among RTRs—in the course
of which analysis of patient encounters were combined with
P. jirovecii genotype identification—support the hypothesis of
nosocomial acquisition and patient-to-patient transmission
of the fungus [12, 13, 15, 17-19]. However, the potential role
of colonized patients as P. jirovecii sources was not investigated.

We report herein a cluster of Pneumocystis infections in
18 RTRs, which occurred in Brest University Hospital, Brest,
France from May 2008 through April 2010. No cases of PCP had
been diagnosed among RTRs followed up in our institution
since 2002. PCP was diagnosed in 12 of the 18 patients, and 6
patients were colonized by P. jirovecii. To investigate the po-
tential nosocomial acquisition and transmission of P. jirovecii in
the course of this cluster, we identified P. jirovecii types based on
the analysis of 2 loci. Encounters between RTRs were ana-
lyzed, and a transmission map combined with the results of
P. jirovecii type identification was drawn up.

METHODS

Hospital Settings

Brest University Hospital is a 2100-bed healthcare facility,
located at 2 main sites 5 km apart, Cavale Blanche Hospital
and Morvan Hospital. The renal transplantation unit is located
at the first site. Specialized care is provided for 550 RTRs.
Because outpatient clinic and hospitalization department are
located on the same floor in the same building, outpatients
and inpatients may encounter each other.

Patients and P, jirovecii Isolates

Eighteen RTRs were involved in the cluster. The patients’
median age was 62 years (range, 44—77 years); the male-female
ratio was 11:7; the median posttransplantation period was
39.5 months (range, 13—183 months). None of the patients
were submitted to PCP prophylaxis at the time of P. jirovecii
infection diagnoses. Biological diagnoses of P. jirovecii in-
fection were based on P. jirovecii detection in bronchoalveolar
lavage (BAL) specimens by microscopy using Wright-Giemsa

and toluidine blue O stains, and a real-time polymerase chain
reaction (PCR) assay. The PCR assay was performed, after DNA
extraction procedure using NucliSens easyMag system (Bio-
Meérieux), with specific probe and primers of the gene encoding
the mitochondrial large subunit ribosomal RNA (rRNA), as
reported elsewhere [20]. The fungus was detected by both mi-
croscopy and the PCR assay in 7 patients who developed PCP.
It was detected only by PCR in 5 other patients with PCP and
6 colonized patients. In the colonized patients, improvement
was obtained despite the absence of specific treatment for
P. jirovecii, alternative diagnoses of PCP were available, and the
fungus was only detected by the PCR assay because of its low
apparent burden (Table 1).

Twenty-two other patients hospitalized at Morvan Hospital
and with contemporaneously diagnosed P. jirovecii infection
were also enrolled. They had no a priori encounters with RTRs
and represented a control group. Their median age was 58 years
(range, 3-79 years), and their male-female ratio was 13:9.
Biological diagnoses of P. jirovecii infection were performed as
described above. The fungus was detected by both microscopy
and PCR in 10 patients who developed PCP. It was detected
only by PCR in 8 other patients with PCP and 4 colonized
patients (Table 2).

The frequency of occurrence of the different P. jirovecii
genotypes in the Brest geographic area was determined by
analysis of P. jirovecii isolates from 69 patients with P. jirovecii
infections diagnosed contemporaneously in our laboratory
(from 3 October 2007 to 10 February 2010). The median age
of these patients was 63 years (range, 3—87 years); the male-
female ratio, 43:26. Risk factors for P. jirovecii infection in-
cluded hematological malignancies (24 patients), cancers
(14 patients), immunosuppressive therapy (13 patients), chronic
bronchopulmonary diseases (7 patients), HIV infection (4 pa-
tients), malnutrition (2 patients), and liver transplantation, heart
transplantation, congenital immunodeficiency, alcoholism,
and pregnancy (1 patient each). Thirty-four patients developed
PCP, whereas 35 patients were colonized by the fungus. Alter-
native diagnoses of PCP in these 35 patients were bacterial
pneumonia (20 patients), bronchial carcinoma (5 patients),
pulmonary aspergillosis (2 patients), drug-induced pneumo-
nia (2 patients), and sarcoidosis, tuberculosis, exacerbation
of chronic bronchitis, Eisenmenger syndrome, pulmonary
edema, and pulmonary fibrosis (1 patient each). Biological
diagnoses of P. jirovecii infection were performed as described
above. The fungus was detected by both microscopy and PCR
in 17 patients who developed PCP. It was detected only by
PCR in 17 other patients with PCP and 35 colonized patients.
This patient population is designated as the third patient group
in the subsequent sections.

DNA samples of BAL specimens from all patients were
stored at —80°C until typing.

Colonized Persons as P. jirovecii Sources ® CID 2012:54 (1 April) o €63
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Table 1.
P. jirovecii Type ldentification

Characteristics of 18 Renal Transplant Recipients Involved in a Cluster of Pneumocystis jirovecii Infections and Results of

Presentation of
P. jirovecii Infection

Patient Age, Posttransplant  Immunosuppressive Date of BAL (Alternative P. jirovecii ITS Type  P. jirovecii
Code Sex vy Period, mo Regimens Retrieval® Diagnosis of PCP) (No. of Clones)®  DHPS Type®
P1 M 69 84 Sirolimus, prednisone  20/05/08 Pulmonary colonization
(bacterial pneumonia)
P2 M 72 140 Sirolimus 15/11/08 PCP Gg (5) Wild
P3 M 67 50 Everolimus, ciclosporin, 27/01/09 PCP
prednisone
P4 M 45 23 Ciclosporin, MMF, 25/02/09 PCP Eg (5) Wild
prednisone
BS F 61 80 Tacrolimus, MMF, 25/02/09 PCP Eg (5) Wild
prednisone
P6 M 77 26 Belatacept, MMF, 27/02/09 PCP Eg (5) Wild
prednisone
P7 F 60 27 Sirolimus, MMF, 10/04/09 Pulmonary colonization  Eg (5) Wild
prednisone (drug induced
pneumonia)
P8 F 63 29 Belatacept, MMF, 16/05/09 Pulmonary colonization Wild o
prednisone (viral pneumonia) 2
=]
P9 M 54 15 Ciclosporin, MMF, 28/05/09 PCP Eg (5) Wild g
prednisone 2
P10 M 54 16 Ciclosporin, MMF, 28/05/09;17/06/09° PCP Eg (2),9 “N"®g (1), Wild; Wild® ;
prednisone Eh (1), IV'g (1); g
Eg (5)° =
P11 F 53 62 Ciclosporin, MMF, 03/06/09 PCP Eg (5) Wild "‘;
prednisone g
P12 M 62 69 Tacrolimus, MMF, 16/06/09 PCP Eg (3),9E"g;"9 (1)  Wild 2
prednisone g
P13 F 62 183 Ciclosporin, MMF, 06/07/09 Pulmonary colonization Wild %
prednisone (bacterial pneumonia) =
3
P14 M 48 69 Sirolimus, MMF, 08/07/09 Pulmonary colonization  Eg (4),% E"g,"" (1) Wild 2
prednisone (drug induced t,%
pneumonia) -
P15 M 65 25 Ciclosporin, MMF, 14/07/09 Pulmonary colonization Eg ()4 Lg (1) Wild ;5
prednisone (bacterial pneumonia) 2
P16 F 66 13 Tacrolimus, MMF, 23/10/09 PCP Eg (5) Wild 8
prednisone ‘:=>
P17 F 44 21 Tacrolimus, MMF, 01/03/10 PCP Eg (5) Wild e
prednisone Lv:
P18 M 77 71 Sirolimus, MMF, 11/03/10;21/04/10° PCP Eg (4); Eg (5)° Wild; Wild® S
prednisone S
LS}

Abbreviations: BAL, bronchoalveolar lavage; DHPS, dihydropteroate synthase; F, female; ITS, internal transcribed spacer; M, male; MMF, mycophenolate mofetil;

PCP, Pneumocystis pneumonia.
@ Dates are given as date/month/year.

® Ellipses indicate that P. jirovecii typing failed to give positive results.

c

d

e

f

g

g, differs from ITS2 allele g reported elsewhere by Lee et al [21] by the presence of G residues at positions 62 and 72.

Patients P10 and P18 underwent 2 consecutive BAL procedures, for which dates of retrieval and P. jirovecii type identification are separated by a semicolon.
Major type within mixed infections due to >1 type in patients P10, P12, P14, and P15.
"N differs from ITS1 allele N reported elsewhere by Lee et al [21] by the presence of a G residue at position 15.
IV is an ITS1 allele described elsewhere by Robberts et al [22] (Genbank access no. AY328046).

"'gq"" differs from ITS2 allele g reported elsewhere by Lee et al [21] by the presence of a G residue at position 62.

P. jirovecii Typing (RFLP) analysis. First, the DHPS locus was amplified using
a nested-PCR assay using primer pairs F1 [23] and B45 [24]

(first round) and Ahum [24] and BN [23, 24] (second round).

The P. jirovecii dihydropteroate synthase (DHPS) locus was
examined using PCR-restriction fragment length polymorphism

e64 o CID 2012:54 (1 April) e Le Gal et al
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Table 2. Characteristics of the 22 Control Patients and Results of Pneumocystis jirovecii Type ldentification

Presentation of
P. jirovecii Infection

Patient Age, Underlying Date of BAL (Alternative P. jirovecii ITS Type P. jirovecii
Code Sex y Conditions Retrieval® Diagnosis of PCP) (No. of Clones)? DHPS Type®
C1 M 62 Cancer 23/10/07 Pulmonary Colonization Wild
(bronchial carcinoma)
Cc2 F 41 Hematological 20/11/07 PCP Eg (4),° V¥ g (1) Wild
malignancy
C3 F 3 Congenital 21/12/07 PCP
immunodeficiency
Ca M 71 Hematological 05/02/08 PCP Wild
malignancy
C5 F 74  Hematological 07/02/08 PCP Gg (3) Wild
malignancy
Cé M 79  Cancer 20/02/08 Pulmonary colonization Ec (3) Wild
(bacterial pneumonia)
C7 F 56  Hematological 14/05/08 PCP Eg (3) Wild
malignancy
C8 M 57 Hematological 18/07/08 PCP
malignancy o
C9 F 38 Hematological 14/10/08 Pulmonary colonization Ec (5) Wild E
malignancy (bacterial pneumonia) %
e
C10 M 72 Immunosuppressive  15/06/09; 22/06/09° PCP ...; Ne (3)° Wild, Wild® &
treatment ;
C11 F 42 Liver transplantation ~ 29/06/09 PCP Eg (3) Wild 5
C12 F 65  Cancer 21/07/09 PCP Bi (2),° Ai (1) Wild _53
C13 M 75 Immunosuppressive  07/10/09 PCP Eg (3) Wild =
treatment a
]
C14 M 60  Hematological 13/10/09; 27/11/09° PCP U ...; Wild® £'=
malignancy 2
C15 M 73 Immunosuppressive  16/10/09 PCP g
treatment 2
C16 M 57 Cancer 23/10/09 Pulmonary colonization 2
(pulmonary aspergillosis) @
C17 M 26  Hematological 13/11/09; 01/12/09° PCP Eg (5); Eg (3)° Wild; Wild® g
malignancy Ui-;qn
C18 M 59  Hematological 20/11/09 PCP Eg (3) Wild i’
malignancy ;
C19 M 61 Cancer 27/11/09 PCP Eg (1), E"b"f (1) Wild =
C20 F 46 Cancer 14/12/09 pPCP Eg (3),° Jf (2) Wild %
C21 F 41 Hematological 02/02/10 PCP Eg (1), Ng (1), IV9g (1),  Wild L
malignancy ""E"9 (1), S
E"gs™" (1) S
C22 M 57  Hematological 10/02/10 PCP Ai (2), Di (2) Wild
malignancy

Abbreviations: BAL, bronchoalveolar lavage; DHPS, dihydropteroate synthase; F, female; ITS, internal transcribed spacer; M, male; PCP, Pneumocystis pneumonia.
@ Dates are given as date/month/year.

® Ellipses indicate that P. jirovecii typing failed to give positive results.

¢ Major type within mixed infections due to >1 type in control patients C2, C12, and C20.
IV is an ITS1 allele described elsewhere by Robberts et al [22] (GenBank access No. AY328046).
Patients C10, C14, and C17 underwent 2 consecutive BAL procedures, for which dates of retrieval and P. jiroveciitype identification are separated by a semicolon.

"p"" differs from ITS2 allele b reported elsewhere by Lee et al [21] by the presence of an A residue at position 72.

d
e

f

"'E" differs from ITS1 allele E reported elsewhere by Lee et al [21] by nucleotide deletion at position 117.
"gs" differs from ITS2 allele g reported elsewhere by Lee et al [21] by the presence of T residue at position 173.

Reagent and amplification conditions of the 2 rounds of PCR England Biolabs), which made possible the detection of mu-
were described elsewhere [23]. Second, the RFLP assay was tations at nucleotide positions 165 and 171 respectively, as
performed using restriction enzymes, Accl and Haelll (New described elsewhere [25].

Colonized Persons as P. jirovecii Sources  CID 2012:54 (1 April) e e65
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Table 3. Comparison of Characteristics and Results of Pneumocystis jirovecii Typing in 18 Renal Transplant Recipients, 22 Control
Patients, and 69 Patients With Contemporaneously Diagnosed P, jirovecii Infections in the Brest, France, Geographic Area

Renal Transplant Recipients

Control Patients Other Patient Population

Characteristics (n=18) (n = 22) (n = 69)
PCP, No. of patients; colonization, No. of patients 12;6 18; 4 34; 35
Age, median (range), years 62 (44-77) 58 (3-79) 63 (3-87)
Sex ratio, male-female 11:7 13:9 43:26
Period of BAL retrieval 20 May 2008 to 23 October 2007 to 3 October 2007 to
21 April 2010 10 February 2010 10 February 2010

Patients, No.
Positive results of DHPS typing 16 18 52

Infected with mutant types 0 0 2

Infected with wild types 16 18 50
Positive results of ITS typing 14 15 48

ITS types, total No. 8 13 31

Mixed infections, No. 6 17

Main ITS type Eg Eg

Patients infected with main ITS type, No. (%) 13 (92.8%)*° 9 (60%)? 23 (47.9%)°

Abbreviations: BAL, bronchoalveolar lavage; DHPS, dihydropteroate synthase; ITS, internal transcribed spacer; PCP, Pneumocystis pneumonia.

@ 13/14 versus 9/15 (Fisher exact test, P = .05).
® 13/14 versus 23/48 (42 test, Yates correction, P =< .01).

To amplify the internal transcribed spacer (ITS) 1 and 2 se-
quences, a nested-PCR assay was performed with 2 pairs of
primers specific for P. jirovecii, N18SF and N26SRX (first
round) and ITSF3 and ITS2R3 (second round) [4, 26]. The
2 rounds were performed under reagent and amplification
conditions described elsewhere [26, 27] but with the following
modifications. The second PCR round was done with de-
naturation at 94°C for 1.5 minutes, annealing at 55°C for
1.5 minutes, and extension at 72°C for 5 minutes, for 35 cycles.
The second round PCR products were purified (Microcon
PCR columns, Millipore) and cloned into the plasmid pGEMT
(pGEMT easy Vector System II kit; Promega) [27]. Recombi-
nant plasmids were sequenced from the 2 strands using T7P
and SP6 universal primers on an automatic sequencer (Big-
DyeTerminator Method, Applied Biosystems Sequencer 3700,
Applied Biosystems). Sequence alignment was performed with
BioEdit software, version 7.0.0, using the Clustal W program.
ITS1 and ITS2 alleles were identified using the score described
by Lee et al [21]. P. jirovecii ITS types are defined by a combi-
nation of the alleles of the 2 loci.

Transmission Map

A transmission map was drawn up to reveal encounters and
P. jirovecii transmission between patients. We assumed that
transmission took place via the airborne route. Dates of out-
patient visits and patient hospitalization were extracted from
the database of the Laboratory and Medical Information Sys-
tems (Hexaflux Galaxie II [5.3.0] and Susie V4). All infected

patients were regarded as possible index patients. A possible
index patient was defined as a patient for whom a diagnosis
of Pneumocystis infection was confirmed by a positive result of
P. jirovecii detection in a BAL specimen, and who had, con-
temporaneously with the course of P. jirovecii infection, =1
encounter with a potential susceptible patient. A susceptible
patient was defined as a patient who had =1 encounter with
an index patient and who later developed P. jirovecii infection,
as revealed by a positive result of P. jirovecii detection in
BAL specimen. We considered that encounters and trans-
mission conditions were combined if index patients and
susceptible patients visited the outpatient clinic or the hospi-
talization department at the same day and harbored identical
P. jirovecii types.

Statistical Analysis

P. jirovecii ITS type frequencies in RTRs, the control group,
and the third group were compared using Fisher exact test and
x* test with Yates’ correction. Differences were considered
significant at P < .05.

RESULTS

P. jirovecii Typing

Positive results of P. jirovecii DHPS type identification were
obtained in 16 of the 18 RTRs (Tables 1 and 3), in 18 of the
22 patients of the control group (Tables 2 and 3), and in 52 of
the 69 patients of the third group (Table 3). A wild type was
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identified in all 16 RTRs, in the 18 patients of the control
group, and in 50 of the 52 patients (96.2%) in the third group.
Mutant types were identified in the 2 remaining patients.
Thus, there were identical characteristics of P. jirovecii DHPS
genotypes in RTRs and in the patient control group.

Positive results of P. jirovecii ITS type identification were
obtained in 14 of the 18 RTRs of whom 11 developed PCP and
3 were colonized by the fungus. Eight ITS types—Eg, Eh, Gg,
IVg, Lg, “N”g, E“g,”, E“g,”—were identified. Type Eg, Eh, Gg,
and Lg result from the combination of ITS1 and ITS2 alleles
described elsewhere by Lee et al [21]. Type IVg results from
the combination of ITS1 allele IV described by Robberts et al
[22] with ITS2 allele g. Type “N”g results from the combination
of ITS2 allele g with a new ITS1 allele that we designated as “N”.
Type E“g,” results from the combination of ITS1 allele E with
a new ITS2 allele that we designated as “g;”. Type E“g,” results
from the combination of ITS1 allele E with a new ITS2 allele
that we designated as “g,” (sequence data of new ITS1 and 2
alleles are described in Table 1). More than 1 type was detected
in 4 of the 14 patients (28.6%), suggesting mixed infections.
Type Eg, which was detected in 13 of the 14 patients (92.8%),
was the most frequent type in RTRs.

Positive results of P. jirovecii ITS type identification were
obtained in 15 of the 22 control patients, of whom 13 developed
PCP and 2 were colonized by the fungus. Thirteen ITS types—
Eg, Gg, IVg, Ec, Ne, Aj, Bj, Jf, Di, Ng, “E”g, E“b”, E“g5”—were
identified. Type Eg, Gg, IVg, Ec, Ne, Ai, Bj, Jf, Di, Ng result from
the combination of ITS1 and ITS2 alleles described elsewhere by
Lee et al [21] and Robberts et al [22]. Type “E”g results from the
combination of ITS2 allele g with a new ITS1 allele that we
designated as “E”. Type E“b” results from the combination of
ITS1 allele E with a new ITS2 allele that we designated as “b”.
Type E“gs” results from the combination of ITS1 allele E and
a new ITS2 allele designated “g;” (sequence data of new ITS1
and 2 alleles are described in Table 2). More than 1 type was
detected in 6 of the 15 patients (40%), suggesting mixed in-
fections. Type Eg, which was detected in 9 of the 15 patients
(60%), was the most frequent type.

Positive results of P. jirovecii ITS type identification were
obtained in 48 of the 69 patients of the third group. Twenty-six
patients developed PCP, and 22 were colonized by the fungus.
Thirty-one ITS types were identified. Types Ai, Bi, Di, Eb, Ec,
Ed, Ef, Eg, Eh, Ei, Em, Gg, Hf, Hg, Ig, Ir, Jf, Kf, Ne, Ng, Nh, and
IVg resulted from the combination of ITS1 and ITS2 alleles
described elsewhere by Lee et al [21], Robberts et al [22], and
Siripattanapipong et al [28]. Nine ITS types result from the
combination of a new ITSI allele with a previously described
ITS2 allele, or a previously described ITSI allele with a new
ITS2 allele (complete list of types not shown; sequence data
available on request). More than 1 type was detected in 17 of
the 48 patients (35.4%), suggesting mixed infections. Type

Eg, which was detected in 23 of the 48 patients (47.9%), was the
most frequent type. Types Ir, Ec, and Ai were identified in 5 patients
each. Other types were detected in 1, 2, or 3 patients each.

Frequencies of mixed infection in the 3 patient groups did
not differ (4 of 14 RTRs vs 6 of 15 control patients [P = .4]; 4 of
14 RTRs vs 17 of 48 patients of the third group [P = .44]).
Conversely, the frequency of type Eg is higher in RTRs than in
the control group (13 of 14 vs 9 of 15; P = .049) or in the third
group (13 of 14 vs 23 of 48; P = .007) (Table 3).

Transmission Map

Taking into account the above definitions of index and sus-
ceptible patients, a total of 25 encounters involving 16 patients
were initially observed (Figure 1). The analysis of encounters
combined with the results of typing enable us to rule out 11 of
the 25 encounters as the cause of P. jirovecii transmission. Four
encounters involved patients from whom P. jirovecii ITS types
did not match. Indeed, P2 was infected with type Gg, whereas
the potential susceptible patients P4, P5, P6, and P12 were in-
fected with type Eg. Moreover, 7 encounters involved patients
from whom ITS typing failed to give positive results for at least
1 patient. Finally, 14 encounters occurred between patients
who developed Pneumocystis infections due to identical
P. jirovecii ITS and DHPS types (Figure 1, arrows). Ten pa-
tients were considered as index patients (patients P4, P5, P6,
P7, P9, P10, P12, P14, P15, and P16), 7 were considered as
susceptible patients (patients P7, P9, P11, P14, P15, P16, and
P18). Patients P7, P9, P14, P15, and P16 were considered as
either index patients or susceptible patients. Three of the
index patients were colonized by P. jirovecii (patients P7, P14,
and P15), whereas 7 presented PCP (patients P4, P5, P6, P9,
P10, P12, and P16).

DISCUSSION

The cluster of Pneumocystis infections occurred from May 2008
through April 2010, whereas no cases of PCP had been di-
agnosed in RTRs followed up in our institution since 2002.
The apparent increase in P. jirovecii infection incidence may
be partly due to recent use of PCR assay, which is more sen-
sitive than microscopic techniques for P. jirovecii detection.
Indeed, we started to use PCR assay for routine detection of
P. jirovecii in our laboratory in October 2007; the fungus was
detected with PCR in 11 of the 18 RTRs, whereas it was not
detected with microscopy. Nonetheless, we diagnosed no
Pneumocystis infection cases in RTRs using both PCR and
microscopic techniques from October 2007, when PCR assay
use was initiated, to May 2008, the date when the cluster
began. Moreover, we detected P. jirovecii in 7 patients using
conventional microscopic techniques that have not changed since
2002. Likewise, immunosuppressive and PCP chemoprophylaxis
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Figure 1. Cluster of Pneumocystis infection cases among renal transplant recipients, shown as map of Pneumocystis jirovecii transmission between

patients with Pneumocystis pneumonia (PCP) or patients colonized by the fungus. The y-axis presents patient codes; x-axis and horizontal lines, patient
histories; white circles, outpatient visits in the transplantation unit; black circles, outpatient visits in other units; white rectangles, hospitalization periods
in the transplantation unit; black rectangles, hospitalization periods in other units; and vertical bars, dates when P jirovecii infection was diagnosed.
Patients P10 and P18 underwent 2 consecutive bronchoalveolar lavage procedures, for which P jirovecii type identification are separated by
a semicolon. Results of P jirovecii internal transcribed spacer (ITS) type identification are indicated on the right side. Arrows denote the 14 encounters
compatible with Pneumocystis transmission. Arrows between patients P4 and P11, P5, and P11 (i), P4 and P15, P5 and P15, P6, and P15 (ii), and P9 and
P14, P10, and P14 (iii) are superimposed and indicate several encounters. Ten patients were considered as index patients (bold), of whom 7 (patients P4,
P5, P8, P9, P10, P12, and P16) presented with PCP and 3 (patients P7, P14, and P15) were colonized by P jirovecii (underlined).

regimens have not changed recently. No patients were sub-
mitted to chemoprophylaxis when P. jirovecii infections oc-
curred, because the posttransplantation period for all patients
was >13 months, whereas the duration of recommended
prophylaxis is limited to 4 or 6 months after transplantation
[29, 30]. For all the above reasons, we believed that we were
confronted with a genuine outbreak, revealed by the cluster in
the course of which patient-to-patient transmission of the
fungus may have occurred.

Amplifications of DHPS or ITS loci failed to give positive
results in 23 patients, although they had tested positive with
the PCR assay at the mtLSUrRNA gene. These sensitivity dif-
ferences in PCR assays are due to the presence of the
mtLSUrRNA gene in several copies within the P. jirovecii
genome [31], contrary to DHPS and ITS loci [32, 33]. DHPS
locus analysis was poorly informative because no RTRs were
infected with a mutant. ITS loci were chosen because there are
considered more informative than the mtLSUrRNA gene
[34, 35]. Type Eg, which was the most frequent type in pa-
tients living in our geographic region, is also the most fre-
quent type identified worldwide [21, 22, 26, 35-37]. However,

its higher frequency in RTRs involved in the cluster represents
a specific characteristic of P. jirovecii organisms infecting this
group. The higher frequency may be explained by the fact that
fungus acquisition in this group resulted from common
sources. Choukri and colleagues recently provided arguments
against environmental sources of P. jirovecii. They did not
detect P. jirovecii in air samples collected in the hospital far
from wards admitting patients with PCP or in the hospital
yard. Conversely, they detected P. jirovecii in the air sur-
rounding patients with PCP. The fungal burden in the air
decreased with distance from patients, suggesting the airborne
spread of the fungus within patients’ environment [31].
Several encounters were not taken into account in drawing
up the transmission map, because it is unknown whether pa-
tients can transmit the fungus during the P. jirovecii infection
incubation. An incubation duration of about 2 months has
been suggested, but it varies greatly [17, 36]. Following our
restrictive criteria of index patient definition and transmission
conditions, we finally considered 14 encounters involving
12 patients. Seven patients who encountered a proven index
patient and who later developed P. jirovecii infection,
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Table 4. Main Clusters of Pneumocystis Pneumonia in Hospitals Reported During the Past 5 Decades

Source (Year of Publication) Patients, No. Underlying Conditions of Patients Genotyping Method

Ruskin et al (1968)% 2 Connective tissue diseases NP

Brazinski et al (1969)° 2 Hematological malignancies NP

Perera et al (1970)% 19 Cancers NP

Yates et al (1975)7 2 Hematological malignancies NP

Singer et al (1975) 11 Hematological malignancies NP

Ruebush et al (1978) 10 Cancers NP

Goesch et al (1990)* 2 Hematological malignancies NP

Bensousan et al (1990)° 10 Renal transplantation NP

Chave et al (1991)? 5 Renal transplantation NP

Jacobs et al (1991)? 5 Hospitalization in ICU NP

Glotz et al (1992)° 8 Renal transplantation NP

Cheung et al (1994)° 3 Cancers NP

Hennequin et al (1995)% 7 Renal transplantation NP

Helweg-Larsen et al (1998)2P 8,6 Hematological malignancies; AIDS Analysis of ITS1 and ITS2 loci (12 patients®)

Olsson et al (2001)*® 10@8+7);7 Renal transplantation; hematological Analysis of mtLSUrRNA locus (17 patients®)
malignancies

Rabodonirina et al (2004)>9 [17] 10; 39 Renal transplantation; AIDS SSCP at 4 loci (9 patients®; 30 patients®)

Hocker et al (2005)9 [18] 4 Renal transplantation in pediatrics SSCP at 4 loci (4 patients®)

de Boer et al (2007)¢ [19] 22 Renal transplantation Analysis of ITS1 and ITS2 loci (16 patients®)

Schmoldt et al (2008) [12] 16 Renal transplantation MLST at 4 loci (14 patients®)

Arichi et al (2009) [14] 9 Renal transplantation NP

Yazaki et al (2009)¢ [13] 27 Renal transplantation Analysis of ITS1 and ITS2 loci (6 patients®)

Gianella et al (2010)° [15] 19 Renal transplantation MLST at 4 loci (7 patients®)

Struijk et al (2011) [16] 9 Renal transplantation NP

Abbreviations: ICU, intensive care unit; ITS, internal transcribed spacers; MLST, multilocus sequence typing; mtLSUrRNA, mitochondrial large-subunit rRNA; NP,

not performed; SSCP, single-strand conformation polymorphism;
@ Reviewed in reference [11].

b Investigation of 2 or 3 clusters.

¢ No. of patients with positive results of P. jirovecii typing.

9 Results of these studies are compatible with nosocomial acquisition of P. jirovecii through interhuman transmission.

whatever the postencounter period, were all considered to
be susceptible patients. The postencounter period in the
7 susceptible patients theoretically represented the incubation
duration, which varied from 1 to 4.5 months.

Three colonized patients were considered to be index
patients. The possible transmission of P. jirovecii from colo-
nized patients to susceptible patients who later develop PCP
or pulmonary colonization is prompted by experimental
Pneumocystitis murina infections. P. murina can be trans-
mitted from mice with severe combined immunodeficiency
(SCID) with corticosteroid-induced PCP to Balb/c mice, which
do not develop PCP but which are transiently colonized.
Colonized Balb/c mice can afterward transmit P. murina to
susceptible SCID mice [10].

We assumed that direct transmission of P. jirovecii from
index patients to susceptible patients has occurred. The hypo-
thetical P. jirovecii circulation via healthcare workers in contact
with infected patients, as discussed by Miller and colleagues
[38], was not investigated in this retrospective study.

Main clusters that have previously been reported were
most frequently observed in RTRs (Table 4). This apparent
higher risk for P. jirovecii infection outbreaks may be related
to the high number of RTRs worldwide, their immunosup-
pression status, and their compliance with regular follow-up
within hospital settings, combined with the consequent high
rate of encounters and potential transmission of the fungus.
We hypothesize that the causes of our PCP case cluster were
the absence of PCP prophylaxis and measures to prevent
P. jirovecii acquisition in the hospital combined with the oc-
currence of PCP during the late posttransplantation period.
Causes of this occurrence—as observed by many teams and
our own—were not the focus of the present study and are still
subject to debate [16, 39].

Be that as it may, the extension of the period of chemo-
prophylaxis beyond the 4 or 6 months recommended by
guidelines must be discussed [29, 30]. However, measures
to prevent P. jirovecii infections based only on chemotherapy
may not be enough to achieve prevention. Data on outbreaks
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in hospitals and Preumocystis transmission in animal models
currently seem sufficient to justify a policy of isolation [40].
This policy should be extended to patients in whom pulmonary
colonization with P. jirovecii is diagnosed.

Notes

Acknowledgments. The authors would like to thank Dr M. Perrot, and
P. Lecordier, C. Carrou, and D. Roué for their contributions.

Financial support. This study was supported by the Agence Frangaise
de la Sécurité Sanitaire de 'Environnement et du Travail (grant EST/2006/
1/41).

Potential conflicts of interest. All authors: No reported conflicts.

All authors have submitted the ICMJE Form for Disclosure of Potential
Conlflicts of Interest. Conflicts that the editors consider relevant to the
content of the manuscript have been disclosed.

References

1. Cazein F, Lot F, Pillonel J, et al. Surveillance de I'infection a VIH-sida
en France, 2009. Bull Epidemiol Hebd 2010; 45-46:467-72.

2. Gordon SM, LaRosa SP, Kalmadi S, et al. Should prophylaxis for
Pneumocystis carinii pneumonia in solid organ transplant recipients
ever be discontinued? Clin Infect Dis 1999; 28:240—-6.

3. Keely SP, Stringer JR. Sequences of Pneumocystis carinii f. sp. hominis
strains associated with recurrent pneumonia vary at multiple loci.
J Clin Microbiol 1997; 35:2745-7.

4. Tsolaki AG, Miller RF, Underwood AP, Banerji S, Wakefield AE.
Genetic diversity at the internal transcribed spacer regions of
the rRNA operon among isolates of Pneumocystis carinii from
AIDS patients with recurrent pneumonia. J Infect Dis 1996; 174:
141-56.

5. Chen W, Gigliotti F, Harmsen AG. Latency is not an inevitable
outcome of infection with Pneumocystis carinii. Infect Immun 1993;
61:5406-9.

6. Peters SE, Wakefield AE, Sinclair K, Millard PR, Hopkin JM. A search
for Pneumocystis carinii in post-mortem lungs by DNA amplification.
] Pathol 1992; 166:195-8.

7. Stringer JR, Beard CB, Miller RF, Wakefield AE. A new name
(Pneumocystis jiroveci) for Pneumocystis from humans. Emerg Infect
Dis 2002; 8:891-6.

8. Nevez G, Raccurt C, Jounieaux V, Dei-Cas E, Mazars E. Pneumocystosis
versus pulmonary Pneumocystis carinii colonization in HIV-negative
and HIV-positive patients. AIDS 1999; 13:535-6.

9. Hughes WT, Bartley DL, Smith BM. A natural source of infection due
to Pneumocystis carinii. ] Infect Dis 1983; 147:595.

10. Dumoulin A, Mazars E, Seguy N, et al. Transmission of Pneumocystis
carinii disease from immunocompetent contacts of infected hosts to
susceptible hosts. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2000; 19:671-8.

11. Nevez G, Chabé M, Rabodonirina M, et al. Nosocomial Pneumocystis
jirovecii infections. Parasite 2008; 15:359-65.

12. Schmoldt S, Schuhegger R, Wendler T, et al. Molecular evidence of
nosocomial Pneumocystis jirovecii transmission among 16 patients
after kidney transplantation. J Clin Microbiol 2008; 46:966—71.

13. Yazaki H, Goto N, Uchida K, Kobayashi T, Gatanaga H, Oka S.
Outbreak of Pneumocystis jiroveci pneumonia in renal transplant
recipients: P. jiroveci is contagious to the susceptible host. Trans-
plantation 2009; 88:380-5.

14. Arichi N, Kishikawa H, Mitsui Y, et al. Cluster outbreak of Pneumocystis
pneumonia among kidney transplant patients within a single center.
Transpl Proc 2009; 41:170-2.

15. Gianella S, Haeberli L, Joos B, et al. Molecular evidence of interhuman
transmission in an outbreak of Pneumocystis jirovecii pneumonia
among renal transplant recipients. Transpl Infect Dis 2010; 12:1-10.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Struijk GH, Gijsen AF, Yong SL, et al. Risk of Pneumocystis jiroveci
pneumonia in patients long after renal transplantation. Nephrol Dial
Transplant 2011; 26:3391-8.

Rabodonirina M, Vanhems P, Couray-Targe S, et al. Molecular evi-
dence of interhuman transmission of Preumocystis pneumonia among
renal transplant recipients hospitalized with HIV-infected patients.
Emerg Infect Dis 2004; 10:1766—73.

Hocker B, Wendt C, Nahimana A, Ténshoff B, Hauser P. Molecular
evidence of Pneumocystis transmission in pediatric transplant unit.
Emerg Infect Dis 2005; 11:330-2.

de Boer M, Bruijnesteijn van Coppenraet L, Gaasbeek A, et al. An
outbreak of Pneumocystis jiroveci pneumonia with 1 predominant ge-
notype among renal transplant recipients: interhuman transmission
or a common environmental source? Clin Infect Dis 2007; 44:1143-9.
Totet A, Meliani L, Lacube P, et al. Immunocompetent infants
as a human reservoir for Pneumocystis jirovecii: rapid screening by
non-invasive sampling and real-time PCR at the mitochondrial large
subunit rRNA gene. ] Eukaryot Microbiol 2003; 50:668—-9.

Lee CH, Helweg-Larsen J, Tang X, et al. Update on Pneumocystis carinii
f. sp. hominis typing based on nucleotide sequence variations in
internal transcribed spacer regions of rRNA genes. J Clin Microbiol
1998; 36:734—41.

Robberts FJ, Liebowitz LD, Chalkley L]. Genotyping and coalescent
phylogenetic analysis of Pneumocystis jiroveci from South Africa. J Clin
Microbiol 2004; 42:1505-10.

Beard CB, Carter JL, Keely SP, et al. Genetic variation in Pneumocystis
carinii isolates from different geographic regions: implications for
transmission. Emerg Infect Dis 2000; 6:265-72.

Lane BR, Ast JC, Hossler PA, et al. Dihydropteroate synthase poly-
morphisms in Preumocystis carinii. ] Infect Dis 1997; 175:482-5.
Diop Santos L, Lacube P, Latouche S, et al. Contribution of dihy-
dropteroate synthase gene typing for Pneumocystis carinii f.sp. hominis
epidemiology. J Eukaryot Microbiol 1999; 46:1335-4S.

Tsolaki AG, Miller RF, Wakefield AE. Oropharyngeal samples for geno-
typing and monitoring response to treatment in AIDS patients with
Pneumocystis carinii pneumonia. ] Med Microbiol 1999; 48:897-905.
Nevez G, Totet A, Jounieaux V, Schmit JL, Dei-Cas E, Raccurt C.
Pneumocystis jiroveci internal transcribed spacer types in patients col-
onized by the fungus and in patients with pneumocystosis from the
same French geographic region. J Clin Microbiol 2003; 41:181-6.
Siripattanapipong S, Worapong J, Mungthin M, Leelayoova S, Tan-ariya
P. Genotypic study of Pneumocystis jirovecii in human immunodeficiency
virus-positive patients in Thailand. J Clin Microbiol 2005; 43:2104-10.
EBPG Expert Group on Renal Transplantation. European best practice
guidelines for renal transplantation. Section IV: long-term manage-
ment of the transplant recipient. IV.7.1 Late infections. Pneumocystis
carinii pneumonia. Nephrol Dial Transplant 2002; 17(Suppl 4):36-9.
Kidney Disease: Improving Global outcomes (KDIGO) Transplant
Work Group. KDIGO clinical practice guideline for the care of kidney
transplant recipients. Am J Transplant 2009; 9:S1-155.

Choukri F, Menotti J, Sarfati C, et al. Quantification and spread of
Pneumocystis jirovecii in the surrounding air of patients with Pneu-
mocystis pneumonia. Clin Infect Dis 2010; 51:259-65.

Tang X, Bartlett MS, Smith JW, Lu JJ, Lee CH. Determination of
copy number of rRNA genes in Pneumocystis carinii f. sp. hominis.
J Clin Microbiol 1998; 36:2491—4.

Volpe F, Dyer M, Scaife JG, Darby G, Stammers DK, Delves CJ. The
multifunctional folic acid synthesis fas gene of Pneumocystis carinii
appears to encode dihydropteroate synthase and hydroxymethyldihy-
dropterin pyrophosphokinase. Gene 1992; 112:213-8.

Beser J, Hagblom P, Fernandez V. Frequent in vitro recombination in
internal transcribed spacers 1 and 2 during genotyping of Pneumocystis
jirovecii. ] Clin Microbiol 2007; 45:881—6.

Beard C, Roux P, Nevez G, et al. Strain typing methods and molecular
epidemiology of Pneumocystis pneumonia. Emerg Infect Dis 2004; 10:
1729-35.

e70 o CID 2012:54 (1 April) e Le Gal et al

109

2102 ‘0¢ 1sn3ny uo 3sang £q /310" s[euInolpioyxo pro//:dny woly papeojumo



Cas groupés d'infections a P.jirovecii en milieu hospitalier et infections nosocomiales

36.

37.

38.

Helweg-Larsen J. Pneumocystis jiroveci. Applied molecular microbiol-
ogy, epidemiology and diagnosis. Dan Med Bull 2004; 51:251-73.
Matos O, Lee CH, Jin S, et al. Pneumocystis jiroveci in Portuguese
immuncompromised patients: association of specific ITS genotypes
with treatment failure, bad clinical outcome and chilhood. Infect Genet
Evol 2003; 3:281-5.

Miller RF, Ambrose HE, Wakefield AE. Pneumocystis carinii f. sp.
hominis DNA in immunocompetent health care workers in contact

39.

40.

with patients with P. carinii pneumonia. J Clin Microbiol 2001;
39:3877-82.

McCaughan JA, Courtney AE. Pneumocystis jiroveci pneumonia in
renal transplantation: time to review our practice? Nephrol Dial
Transplant 2011; 21:5750-2.

Siegel JD, Rhinehart E, Jackson M, Chiarello L. 2007 guideline for
isolation precautions: preventing transmission of infectious agents
in health care settings. Am J Infect Control 2007; 35:565—164.

110

Colonized Persons as P. jirovecii Sources  CID 2012:54 (1 April) o e71

2102 ‘0¢ 1sn3ny uo 3sang £q /310" s[euInolpioyxo pro//:dny woly papeojumo



Cas groupés d'infections a P.jirovecii en milieu hospitalier et infections nosocomiales

2. Comparaison des génotypes de P.jirovecii identifiés chez des patients développant

une PPC et dans des échantillons d'air prélevés dans leur environnement proche

La transmission par voie aérienne de P.murina et de P.carinii a ét¢ démontrée a l'aide des
modeles murins [102, 232]. Pour cette raison, ce mode de transmission est suspecté pour
P.jirovecii chez 1'homme. De I'ADN de P.jirovecii a ¢été détecté par PCR dans des
prélevements d'air réalisés dans l'environnement de patients présentant une PPC [13, 195].
Récemment, Choukri et al. ont détect¢ et quantifié de I'ADN de P.jirovecii dans des
prélevements d'air réalisés a 1 métre (m), 3 m, 5 m et 8 m de distance de patients présentant
une PPC. La quantité d'ADN de P.jirovecii détectée dans ces prélévements d'air décroit de
facon inversement proportionnelle a la distance du prélévement par rapport au patient. Ces
résultats suggerent fortement que P.jirovecii est exhalé par les patients infectés et diffuse
dans l'air environnant ces patients. Toutefois, cette hypothése pourrait étre confortée par
l'identité des génotypes de P.jirovecii identifiés dans les prélévements pulmonaires et dans
les prélévements d'air.

Dans ce contexte, nous avons effectué le typage de P.jirovecii chez 15 patients développant
une PPC (15 LBA) et dans 15 prélévements d’air réalisés a une distance de 1 métre de ces
patients a l'aide d'un appareil d'impaction en milieu liquide, le Coriolis® w air sampler
(Bertin technologies). Le génotypage a reposé sur I’analyse des séquences des ITS 1 et 2 et
du locus de la DHPS. Les haplotypes ITS ont ¢été identifiés dans les 15 LBA et 7 des 15
¢chantillons d’air. Une concordance compléte a été observée pour 4 couples “ LBA/air ”. Une
concordance partielle a été¢ observée pour 2 couples. Aucune concordance n’a €té observée
pour le septiéme couple. La concordance complete pour 4 couples plaide en faveur de
l'origine pulmonaire de P.jirovecii détecté dans l'air.

Les génotypes DHPS ont été identifiés dans les 15 LBA et 6/15 échantillons d’air. Une
concordance compléte a €té observée pour les six couples “LBA/air”. Un génotype sauvage a
¢té identifié dans 4 couples et un mutant a été identifi¢ dans deux couples. Ceci suggere que
des organismes mutants et potentiellement résistants aux sulfamides peuvent circuler en
milieu hospitalier a partir de patients infectés source. Au total, ces résultats apportent des
données complémentaires sur 1’excrétion possible de P.jirovecii dans 1’air environnant a
partir des patients infectés et, en conséquence, sur la transmission aérienne potentielle du

champignon en milieu hospitalier. Ces résultats complétent ceux obtenus lors de 1'exploration
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des cas groupés survenus dans notre hopital. Ils sont en faveur de l'acquisition et de la
transmission de P.jirovecii en milieu hospitalier.

Les résultats de ce travail sont rapportés dans la lettre "Possible nosocomial transmission of
Pneumocystis jirovecii. Damiani C, Choukri F, Le Gal S, Menotti J, Sarfati C, Nevez G,
Derouin F, Totet A. Emerging Infectious Diseases 2012; 18:877-8".
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Article 6

Possible nosocomial transmission of Pneumocystis jirovecii
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Possible
Nosocomial
Transmission of
Pneumocystis
Jjirovecii

To the Editor: Diversity of
genotypes  among  Pneumocystis
jirovecii  (human-specific Pneumo-
cystis species) isolates mainly involves
internal transcribed spacer (ITS)
loci (I). Type Eg, one of the most
frequently detected ITS genotypes, has
been found worldwide (2). The locus
of dihydropteroate synthase (DHPS)
is also of interest because DHPS is the
target of sulfonamides, the main drugs
used to treat Pneumocystis pneumonia
(PCP). Studies of the DHPS locus
have found mutations at positions
165 and 171, which confer potentially
lower sensitivity to sulfonamides to
mutant P, jirovecii organisms (3).

Airborne transmission of
Pneumocystis ~ ssp. has  been
demonstrated among animals and
probably occurs among humans (4).
Reports of clusters of PCP cases in
hospitals (4,5) provide a rationale
for considering the possibility of
nosocomial P. jirovecii infections.

Moreover, we recently quantified P,
Jirovecii in the air surrounding patients
with PCP (6). Our findings suggested
that the fungus is exhaled from
infected patients and then spreads into
their surrounding air.

Because matches of P jirovecii
genotypes between pulmonary and
air samples would strengthen these
findings, we conducted DHPS and
ITS typing of P, jirovecii isolates from
PCP patients and from the air in their
close environment. We assayed P,
Jjirovecii DNA that we had previously
detected in pulmonary samples
(bronchoalveolar lavage and induced
sputum) from 15 PCP patients and in
15 air samples collected 1 meter from
each patient’s head (6).

ITS genotyping was based on
sequence analysis of ITS 1 and 2
regions after amplification with a
nested PCR, cloning, and sequencing,
as described (7). ITS alleles were
identified by using the typing system
by Lee et al. (2). DHPS genotyping
was based on a PCR restriction
fragment-length polymorphism assay
that enables detection of mutations at
positions 165 and 171, as described (8).

Amongthe 15 pulmonary samples,
ITS genotyping was successful for all
15; among these, 8 ITS genotypes

LETTERS

were identified (Table). Type Eg was
most frequently identified. Mixed
infections, which correspond to
detection of >1 genotype in a given
sample, were detected in 5 samples.
DHPS genotyping was successful for
all 15 pulmonary samples. A wild
genotype was identified in 9 samples, a
165 mutant genotype in 1 sample, and
a 171 mutant genotype in 2 samples.
Mixed infections were identified in the
3 remaining samples.

Among the 15 room air samples,
ITS genotyping was successful for 7;
among these, 4 ITS genotypes were
identified (Table). Type Eg was again
most frequently identified. A mixed
infection was detected in 1 of the 7
samples. These results enabled us to
compare ITS genotypes for 7 pairs
of pulmonary and air samples. A full
match was found for 4 (57.1%) pairs of
samples, and a partial match, defined
as at least 1 common genotype for
pulmonary and air samples in mixed
infections, was found for 2 (28.6%)
pairs. No matches were found for the
remaining pair of samples. DHPS
genotyping was successful for 6 of
the 15 air samples. A wild genotype
was identified in 4 samples, a 165
mutant genotype was identified in 1
sample, and a 171 mutant genotype

Table. Genotyping of Pneumocystis jirovecii in pairs of pulmonary and air samples from 15 patients with Pneumocystis pneumonia*

Patient no.t No. days between pulmonary __ITS genotype (no. sequenced clones)f DHPS genotype§
and air sampling Pulmonary sample Air sample Pulmonary sample Air sample
1 6 Gg, Fg (3)1 ND Wild ND
2 1 Ih (3) Eg (3) Wwild ND
4 0 Gg (3) Gg (3) Wild Wild
5 0 Eg (3) Ec, Eg (3)1 Wild Wild
6 0 Eg (3) Eg (3) Mutant 171# Mutant 171
7 1 Eg (3) ND Wild Wild
8 0 Eg (2) Eg (1) Wild ND
10 0 Eg (3) ND Mutant 171 ND
11 0 Be, Ec (31) Ec (3) Mutant 165** Mutant 165
13 2 Eg (3) ND Wild ND
15 0 Eg, Fg (3) ND Wild + mutant 171 ND
16 0 Eg (3) ND Wild Wild
17 1 le, Ih (2) ND Wild ND
18 1 BI (3) BI (3) Wild + mutant 165 ND
19 0 Eg, BI (31) ND Wild + mutant 165 ND

*ITS, internal transcribed spacers; DHPS, dihydropteroate synthase; ND, not determined.
tPatients are numbered as described in (6). Pulmonary samples were bronchoalveloar lavage specimens for patients 2, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 18, and 19 and
induced sputum specimens for patients 1, 5, 13, 15, 16, and 17.
1P. jirovecii ITS genotype identification using sequence analysis with a prior cloning step and applying the score by Lee et al. (2).
§P. jirovecii DHPS genotype identification using a PCR restriction fragment length polymorphism assay (8).

{IMajor ITS genotype, as identified in 2 of 3 clones.

#Mutant genotype with the mutation at position 171.

**Mutant genotype with the mutation at position 165.

Emerging Infectious Diseases * www.cdc.gov/eid ¢ Vol. 18, No. 5, May 2012

114

877



Cas groupés d'infections a P.jirovecii en milieu hospitalier et infections nosocomiales

LETTERS

was identified in 1 sample. These
results enabled us to compare DHPS
genotypes for 6 pairs of samples. A
full match was found for these 6 pairs.
DHPS and ITS genotype matches
were found for 4 pairs.

Several lines of evidence
suggest that P jirovecii is exhaled
by infected patients and transmitted
by the airborne route to susceptible
persons (4). In the study reported
here, ITS or DHPS genotype matches
between pairs of pulmonary and
air samples are consistent with the
possibility that P. jirovecii organisms
in the air originated from patients.
DHPS mutants were detected in 6
(40%) of the 15 pulmonary samples;
none of thel5 patients had received
sulfonamide treatment at the time of
PCP diagnosis. These results were
not unexpected because frequency of
finding DHPS mutants in PCP patients
in Paris who had no prior sulfonamide
treatment is high (&). The exhalation of
DHPS mutants from infected patients
can spread potentially sulfonamide-
resistant organisms.

Matches of P. jirovecii genotypes
in pairs of pulmonary and room air
samples argue in favor of P. jirovecii
exhalation by infected patients. The
exhalation of P. jirovecii organisms
emphasizes the risk for their
nosocomial transmission. Our data
provide additional arguments in favor
of the application of measures to
prevent the airborne transmission of P,
Jirovecii in hospitals.

This study was supported by the
Agence Frangaise de la Sécurité Sanitaire
de I’Environnement et du Travail (grant
no. EST/2006/1/41).
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Fatal Human
Co-infection with
Leptospira spp.
and Dengue Virus,
Puerto Rico, 2010

To the Editor: Leptospirosis,
caused by Leptospira spp. bacteria,
and dengue, caused by dengue viruses
(DENVs), are potentially fatal acute
febrile illnesses (AFI) endemic
to the tropics (/,2). Because their
clinical manifestations are similar (3),
leptospirosis may be misidentified as
dengue (4). We report a fatal case of
co-infection with Leptospira spp. and
DENV-1 in a man in Puerto Rico.

On May 23, 2010, a 42-year-old
unemployed male carpenter came to
an outpatient clinic in Puerto Rico
reporting a 4-day history of fever,
headache,  generalized myalgia,
anorexia, nausea, and vomiting. He was
being treated for chronic hypertension
and had beenreleased from jail 2 weeks
before illness onset. On evaluation,
he was febrile, hypertensive, and
tachycardic; laboratory results showed
thrombocytopenia and leukocytosis
with a predominance of neutrophils.
Viral syndrome was diagnosed, and
the patient was given acetaminophen,
solumedrol, and ketoprofen.

Thepatientreturned to the clinicon
May 25 with continued fever, myalgia,
worsening headache, and bilateral calf
pain; he was afebrile and tachycardic
and appeared acutely ill. He had no
rash, jaundice, icteric sclera, cardiac
murmurs, or organomegaly, and his
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Nous avons rapporté les premiéres données sur la prévalence de P.jirovecii chez les patients
mucoviscidosiques en France. Cette prévalence est de 1,3% chez les patients suivis a Brest.
Elle est significativement inférieure a la prévalence de 21,6% observée a Séville [210]. L’age
médian des patients brestois est plus élevé que celui des patients espagnols (18,5 ans vs. 15,8
ans). En raison de leur age, les premiers sont a priori a un stade plus avancé de leur maladie
que les seconds et en conséquence, sont plus susceptibles d'étre colonisés par P.aeruginosa.
La présence de la bactérie inhiberait celle du champignon et expliquerait cette différence de
prévalence. Cette hypotheése est cohérente avec les résultats observés lors d’une étude
multicentrique francaise portant sur un total de 104 patients suivis a Lille (58 patients),
Dunkerque (20 patients), Bordeaux (8 patients), et Angers (18 patients) et publié¢e
postérieurement a nos travaux. Cette étude au cours de laquelle une prévalence globale de
12,5% a été observée [94], a mis en évidence que les patients infectés par des souches
mucoides de P.aeruginosa €taient significativement moins colonisés par P.jirovecii que ceux
non infectés par la bactérie. A contrario, des résultats inverses ont été observés lors d’une
autre étude récente menée au Brésil et portant sur un nombre plus faible de 34 patients [199].
Quoiqu’il en soit, les informations sur les interactions microbiennes complexes qui
interviennent au niveau pulmonaire chez les patients mucoviscidosiques restent parcellaires
[56, 83] et justifieront de futurs travaux sur le microbiote pulmonaire basés éventuellement
sur des approches métagénomiques.

D’autres hypotheéses non mutuellement exclusives peuvent étre proposées pour expliquer la
faible prévalence de P.jirovecii chez les patients suivis a Brest par rapport a ceux suivis a
Séville. Les différences climatiques évidentes entre les deux villes pourraient jouer un réle.
Toutefois, les données actuellement disponibles sur I’impact des facteurs climatiques sur les
infections a P.jirovecii sont contradictoires et difficiles a interpréter [97, 135, 158, 229, 262,
263]. Les différences en termes d'épidémiologie de 1’infection par le VIH et des cas de PPC
s'y rapportant pourraient étre également impliquées. La Bretagne se caractérise par une faible
incidence du sida (8 cas pour un million d'habitants en 2007) et de la PPC (2,5 cas pour un
million d'habitants en 2007) par rapport a 1'Andalousie (27,6 cas de sida pour un million
d'habitants et 6 cas de PPC pour un million d'habitants en 2007) [29, 108]. Parallélement, la
densité des habitants est plus élevée a Séville qu'a Brest (5000/km” vs. 2900/km?). La
probabilité de rencontre entre individus infectés et non infectés est donc a priori plus grande
dans la premicre ville que dans la seconde. Cette hypothése est concordante avec les résultats
de I’¢tude brésilienne menée a Porto Alegre qui rapporte une prévalence de la colonisation par

P.jirovecii de 38% (13/34 patients) [199]. Dans cette ville, les prévalences de 1’infection a
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VIH, du SIDA et des cas de PPC qui s’y rapportent sont comme a Séville bien plus ¢levées
qu’a Brest [8, 142]. Selon 1’hypothése qu’une faible circulation de P.jirovecii caractériserait
notre région, nous devrions observer une faible fréquence de la colonisation par P.jirovecii
chez d'autres patients connus pour étre susceptibles, tels que les bronchopathes chroniques.
En I’absence de données disponibles actuellement, cette population de patients mériterait

d’étre explorée a Brest.

Nous avons évalué le dosage du B-1,3-D glucane sérique a l'aide du kit Fungitell® pour le
dépistage des patients infectés par P.jirovecii. L'augmentation du seuil de positivit¢ de 80 a
100 pg/mL permet la discrimination entre les patients développant une PPC et les patients
colonisés par le champignon. Ces résultats sont concordants avec ceux de Desmet et al qui
avaient retenu dés 2009, le seuil de 100 pg/mL pour augmenter la spécificité¢ du dosage du p-
1,3-D glucane pour le diagnostic de la PPC a I’aide du méme kit [57]. Nos résultats sont
partiellement en accord avec ceux publiés en 2009 par Shimizu et al. qui ont dos¢ les taux de
B-1,3-D glucane sérique a l'aide du kit commercialis¢ par Wako Pure Chemical Industries
[225]. Bien que le seuil de positivité de ce test soit de 11 pg/mL, Shimizu et al. ont montré
que les taux de B-1,3-D glucane étaient significativement plus ¢€levés chez les patients
développant une PPC que chez les patients colonisés (moyenne 32,8 pg/mL vs. 3,4 pg/mL;
p<0,05). Postérieurement a notre travail, Matsumura et al. ont évalué¢ le dosage du p-1,3-D
glucane sérique a l'aide du méme kit. Les taux de B-1,3-D glucane étaient significativement
plus élevés chez les patients développant une PPC que chez les patients colonisés (médianes
39,5 vs. 4,3 pg/mL ; p<0,001) [150].

Le dosage du B-1,3-D glucane pour le diagnostic des mycoses profondes dont la PPC a été
principalement évalué chez les patients adultes avec un nombre estimé de 8000 patients au
total [2-5, 43, 48, 49, 52, 53, 57, 64, 81, 82, 89, 95, 110-114, 121, 144, 150, 156, 162, 164,
167, 177, 188, 190, 191, 193, 196-198, 200, 203-205, 217, 220, 224, 243] alors que les
données disponibles en pédiatrie restent limitées a environ 250 enfants immunodéprimés non
infectés par P.jirovecii [12, 163-165, 172, 281]. Alors que la primo-infection a P.jirovecii
chez le nourrisson immunocompétent ¢€tait considérée comme essentiellement
asymptomatique, Nevez et al. [186] et Totet [245] ont montré que celle-ci pouvait se présenter
comme une infection pulmonaire symptomatique mais résolutive en 1'absence de traitement
par sulfamides. Nous avons montré que les nourrissons développant une primoinfection ont

des taux de B-1,3-D glucane significativement supérieurs a ceux observés chez les patients
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colonisés (médianes 217,6 pg/ml vs. 69,5 pg/ml, p<0,05). Ces résultats sont en accord avec le
fait que la primoinfection puisse étre symptomatique et physiopathologiquement plus proche
de la PPC que d’une colonisation pulmonaire, forme plus torpide de 1’infection.

Le dosage du B-1,3-D glucane sérique a 1’aide du kit Fungitell® est un test de seconde
intention pour le diagnostic de routine des infections a P.jirovecii. Celui-ci doit rester associé
a la détection du champignon dans les échantillons pulmonaires par I’examen microscopique
et la PCR. Dans le but d’affiner la discrimination de la PPC et de la colonisation, nous
développons a présent une nouvelle approche associant une PCR quantitative, pour évaluer la
charge fongique pulmonaire, avec le dosage du 3-1,3-D glucane sérique. Ceci apportera aux
cliniciens des arguments biologiques supplémentaires pour faire le choix entre les options
thérapeutiques adaptées a 1’'une et I’autre présentation clinique de 1’infection. Quoi qu’il en
soit, instaurer un traitement chez les patients colonisés et en définir les modalités, restent des

questions ouvertes.

Nous avons analysé le locus DHPS de P.jirovecii a 'aide d'une technique de PCR-RFLP
ciblant les positions nucléotidiques 165 et 171 dans le but de caractériser le champignon dans
notre région. Cette technique permet de détecter les infections mixtes sans passer par une
étape de séquengage et clonage [59, 92, 247]. Nous avons identifi¢ 2 patients infectés avec
des souches mutantes sur 66 patients. Ces patients ne présentaient pas d'antécédent de
traitement ou de prophylaxie par les sulfamides. Leur lieu de domicile habituel était la région
parisienne, les diagnostics d’infection a P.jirovecii ayant ét€ posés au cours d'un séjour de
moins d'un mois dans notre région. La période médiane d'incubation des infections a
P.jirovecii étant de 2 mois [90, 207], nous avons pos¢ I'hypothése que ces patients s’étaient
infectés en région parisienne, région caractérisée par une prévalence de mutants s'élevant a
18,5% [139]. Ainsi, le lieu habituel de résidence, plutdt que le lieu de diagnostic de I’infection
a P.jirovecii, serait un facteur prédictif de I’infection par un mutant. P.jirovecii pourrait
circuler en France d’une région a une autre via des voyageurs infectés. La prévalence des
mutants chez les patients vivant effectivement a Brest est de 0% et le risque de contracter une
souche potentiellement résistante dans cette ville est quasi nul. Il s’agit ici des trois points
principaux apportés par notre travail.

Deux hypothéses qui se complétent peuvent étre retenues pour expliquer ces différences de
prévalence des mutants en fonction de 1’origine géographique des patients (18,5% a Paris vs
0% a Brest). La pression de sélection par les sulfamides plus importante a Paris qu’a Brest

d’une part, et la circulation et la transmission de P.jirovecii dans les communautés humaines
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plus importantes a Paris qu’a Brest d’autre part, peuvent jouer un réle. Les files actives des
patients infectés par le VIH sont de 28000 a Paris et 800 dans le Finistere [33-38] et
l'incidence du SIDA est 11 fois plus €levée a Paris que dans le Finistére (66 vs. 6 pour un
million d'habitants) [108]. Dans ce contexte, les sulfamides sont utilisés plus fréquemment a
Paris que dans le Finistére pour la prophylaxie de la PPC, favorisant 1'émergence de mutants
et augmentant le risque d'acquisition de ces mutants par des patients non exposés aux
sulfamides. Ce rdle de la pression de sélection exercée par les sulfamides, utilisés chez les
patients infectés par le VIH aux Etats-Unis et en Europe, et chez d’autres populations, en
particulier en Afrique, a été déja largement discuté [7, 15, 58, 88, 99, 100, 115, 117, 137, 159,
176, 247]. Parallelement, le risque de rencontres entre patients infectés et susceptibles et par
conséquent de transmission de P.jirovecii, est augmenté dans les zones urbaines a forte
densité de population telles que Paris (21000 habitants/km?) par rapport a Brest (2900
habitants/km?). Nous avons émis précédemment cette hypothése pour expliquer la faible
prévalence de P.jirovecii chez les patients mucoviscidosiques dans le Finistére par rapport a
celle retrouvée chez cette méme catégorie de patients dans la région de Séville.

En somme, la faible prévalence de mutants observée a Brest pourrait étre plus largement le
reflet d'une faible prévalence en Bretagne. Pour étayer cette hypothése, nous menons
actuellement un second travail a 1'aide d'une méthode identique, chez des patients suivis au
CHU de Rennes. Logiquement, les résultats attendus mettront en évidence une faible

prévalence de mutants a Rennes.

Dans le but de caractériser P.jirovecii, nous avons €¢galement analysé les séquences des ITS 1
et 2 des échantillons provenant de 81 patients non infectés par le VIH suivis dans notre centre
hospitalier. Nous avons identifi¢ 27 haplotypes dont les trois plus fréquents sont Eg (30/56
patients, 55,3%) suivis de Ec et A1 (5/56 patients chaque, 8,9%). Eg est aussi I'haplotype le
plus fréquent dans le nord de la France [185, 249] et dans le monde [18, 68, 78, 93, 127, 131,
148, 189, 213, 255, 259, 260], excepté au Japon et en Thailande ou les haplotypes les plus
fréquents sont Eb et Ir respectivement [98, 151, 231]. Le second haplotype le plus fréquent
varie en fonction des pays et des régions, mais il s’agit souvent de Ne en Europe et aux Etats-
Unis [18, 93, 185, 189]. Dans notre région, Ne n’a été identifi¢ que chez deux patients (3,6%).
En revanche, nous avons identifi¢ 1’haplotype Ir chez quatre patients alors qu'a notre
connaissance, il n'a été décrit qu'en Asie [78, 131, 151, 231]. Ces résultats apportent des
données complémentaires sur d’éventuelles caractéristiques de P.jirovecii propres a notre

région, et plus généralement, sur 1’existence de particularités géographiques de P.jirovecii
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pouvant étre mises en €vidence par le typage des ITS. Ceci doit étre discuté car les résultats
du typage des ITS ont été obtenus par des méthodologies non strictement identiques. Par
exemple, des équipes ont pris en compte les variations de longueur des zones polyT et
identifient par conséquent un allele ITS1 nommé SYDI1 que nous récusons [78, 260]. Cette
démarche conduit a augmenter de fagon artéfactuelle le pouvoir discriminant de leur méthode
de typage. Nous avons suivi des régles strictes pour définir les nouveaux alleles ITS1 et ITS2,
ce qui explique que nous n'ayons pas retenu toutes les s€quences présentant des variations au
niveau des positions scorantes, BES-ITS1-2 par exemple, et les séquences présentant des
variations en dehors des positions scorantes. Au cours de ce travail, nous avons pris en
compte de nouvelles positions scorantes décrites par Helweg-Larsen [90] et Siripattanapipong
et al. [231] (ex: positions 61-62, Table 2b de l'article 4) postérieurement a l'article de Lee et
al. [127]. Pour cette raison, nous avons présenté en introduction de l'article 4 des tableaux
synthétiques de l'analyse de la bibliographie sur les alle¢les ITS1 et ITS2 (Annexes 3 et 4)
différents de ceux de l'article 4 (Table 2a et Table 2b) qui présentent les all¢les effectivement
identifiés au cours de notre travail selon nos critéres et les nouvelles positions scorantes.
Toutefois, il n'est pas envisageable d'imposer ces régles aux autres équipes, d'autant que les
variations observées en dehors des positions scorantes, lorsque celles-ci sont identifiées chez
plusieurs patients au cours d'une méme étude ou dans des études différentes, pourraient bien
représenter de réels alleles. L'allele R décrit par Siripattanapipong et al. [231] en est un
exemple (Annexe 3).

Le pouvoir discriminant de notre méthode de génotypage reste moyen et inférieur a celui de la
PCR-SSCP (0,82 vs. 0,93) [85, 86] qui integre I’analyse de la conformation des séquences de
4 loci. Notre méthode pourrait étre plus discriminante si elle intégrait les résultats du
séquengage de plusieurs loci. C'est pourquoi nous prévoyons de l'améliorer en ajoutant au
séquencgage des ITS 1 et 2 celui des génes codant pour mtLSUrRNA et le cytochrome b.
L’index de typabilité de notre méthode est de 1 si son calcul prend en compte les échantillons
pour lesquels P.jirovecii a été¢ détecté a 1’examen microscopique. De plus, la méthode a
permis de typer 40 des 70 échantillons pour lesquels le champignon n'a été détecté que par
PCR. Pour cette raison nous avons pu caractériser P.jirovecii chez les patients colonisés. En
effet, nous avons identifié les haplotypes P.jirovecii chez 56 patients non infectés par le VIH
dont 25 étaient colonisés et 31 présentaient une PPC. Nous n'avons pas observé de différence
entre les deux groupes de patients en termes de diversité et de fréquence des haplotypes et

des infections mixtes. Ces résultats ne sont pas originaux mais ils confirment que tous les
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patients, quelle que soit leur présentation clinique de I’infection a P.jirovecii, sont infectés par
une méme population fongique et qu’ils participent a un méme réservoir humain.

En résumé, en raison de sa sensibilité, la méthode de typage reposant sur l'analyse des ITS
reste une méthode efficiente pour caractériser P.jirovecii chez diverses populations, dont les
patients colonisés qui présentent une faible charge pulmonaire. Ce volet de notre travail
constituait une étape préalable indispensable a ’exploration de cas groupés d’infection a
P jirovecii impliquant des patients colonisés survenus dans notre CHU.

En effet, I’analyse des ITS1 et 2 a été plus informative que celle du locus DHPS puisque des
génotypes sauvages ont ¢té identifiés chez tous les patients. Toutefois, le choix de ce locus
reste pertinent car la transmission potentielle de mutants ne pouvait €tre a priori écartée.

La plus grande fréquence de I’haplotype ITS Eg chez les transplantés représente une
caractéristique particuliere de la population fongique dans ce groupe et est compatible avec
une source identique commune de P.jirovecii. Cette plus grande fréquence combinée avec
I’identité des types chez les patients "source" et les patients susceptibles est compatible avec
I’acquisition et la transmission nosocomiales de P.jirovecii. A notre connaissance, nous
apportons les premieres informations sur le role des patients colonisés dans la transmission de
P.jirovecii dans un contexte d’infection nosocomiale. Ces résultats observés en pathologie
humaine pour P.jirovecii concordent avec ceux obtenus expérimentalement pour P.murina
chez la souris [60]. Notre hypothése de transmission repose sur les résultats du typage, les
critéres stricts définissant les patients "source" et les patients susceptibles, ainsi que la
présence de ceux-ci dans le service le méme jour. En revanche, nous n’avons pas pu établir
précisément que des contacts directs et rapprochés entre patients avaient eu lieu. Le role du
personnel soignant en tant que source de P.jirovecii et relais de transmission entre patients n’a
pas non plus été étudié¢ puisque notre travail était rétrospectif.

Récemment, Choukri et al. ont détecté et quantifié par PCR I’ADN de P.jirovecii dans l'air
environnant les patients développant une PPC [32]. La quantit¢ amplifiée est inversement
proportionnelle a la distance de prélévement par rapport au patient [32]. Ces résultats sont
compatibles avec 1’exhalation de P.jirovecii par ces patients et sa diffusion dans leur
environnement aérien proche [32]. Nous avons effectué le typage de P.jirovecii provenant des
LBA de ces patients et des échantillons d’air correspondants. La concordance partielle ou
complete des génotypes ITS et DHPS dans les couples "prélévements d'air — LBA" a conforté
cette hypothése. Nous menons actuellement un travail similaire sur la diffusion aérienne de
P.jirovecii par les patients colonisés en milieu hospitalier dans le cadre du projet Pneumair

("Caractérisation de 1’excrétion et de la diffusion de Pneumocystis dans 1’air et quantification
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de DI’exposition des patients et des personnels soignants en milieu hospitalier", Anses,
2011/1/053).

En somme, le rdle des patients développant une PPC comme celui des patients colonisés en
tant que sources potentielles de P.jirovecii en milieu hospitalier, ne peut plus étre occulté et
des mesures de prévention des infections nosocomiales devraient étre précisées. Les "Centers
for Disease Control and Prevention" (CDC) recommandent d’éviter qu'un patient développant
une PPC ne partage sa chambre avec un patient immunodéprimé susceptible [226]. Cette
mesure "a minima " devrait étre étendue aux patients colonisés par le champignon. Toutefois,
les données concernant la transmission de Pneumocystis sp. chez le modele animal et chez
I’homme sont désormais suffisantes pour recommander des mesures de prévention
respiratoire de type précautions "gouttelettes" pour prévenir la transmission entre les patients
développant une PPC, les soignants et les patients susceptibles. Les précautions "gouttelettes"
visent a limiter la transmission d'agents infectieux par l'intermédiaire des sécrétions oro-
trachéo-bronchiques de taille supérieure a 5 wm qui sont projetées généralement sur des
distances inférieures a 1 m, restent peu de temps en suspension dans l'air, et se déposent sur
les muqueuses des patients contacts [222, 223, 226]. Les mesures a appliquer comprennent : i)
l'isolement du patient infecté en chambre individuelle, ii) le port d'un masque chirurgical pour
le personnel soignant et les visiteurs, #ii) la limitation des déplacements du patient, iv) le port
d'un masque chirurgical par le patient, s'il est amené a sortir de sa chambre [223, 226].
L'application des précautions "gouttelettes" dans le cadre de la PPC a été proposée par
Rabodonirina et al. et la société¢ francaise d'hygiene hospitaliere dés 1997 [206, 223]. Ces
recommandations sont encore peu appliquées et devraient étre généralisées. Celles-ci ont été
initialement proposées pour la prévention de la transmission de P.jirovecii a partir des
patients développant une PPC. Elles devraient désormais prendre en compte les patients
colonisés.

Au cours de 1’é¢tude de Choukri et al., de I'ADN de P.jirovecii a été détecté au-dela de la
distance de 1 m par rapport aux patients développant une PPC [32]. Ceci pourrait étre un
argument pour recommander les précautions "air" qui concernent des microorganismes dont
la transmission pourrait survenir méme en dehors de contacts rapprochés. Les précautions
respiratoires de type "air" ou "aérosol" visent a limiter la dissémination de particules de petite
taille, généralement inférieure a 5 um, ou de "droplet nuclei" (résidus de gouttelettes apres
évaporation) qui restent longtemps en suspension dans l'air, sont dispersées sur de longues
distances et peuvent étre inhalées a distance de la source [223, 226]. Les agents pathogenes

transmis selon ce mode, dont I'exemple type est Mycobacterium tuberculosis, demeurent
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infectieux a distance du patient lorsqu'ils sont en suspension dans l'air [223, 226]. Les
mesures a appliquer comprennent : i) l'isolement du patient infecté en chambre individuelle
maintenue si possible en pression négative ou au minimum maintenue porte fermée et aérée
10 minutes 3 a 4 fois par jour, ii) le port d'un appareil de protection respiratoire de type FFP
pour le personnel soignant et les visiteurs, a mettre avant d'entrer dans la chambre et a enlever
apres étre sorti de la chambre, iii) la limitation des déplacements du patient, iv) le port d'un
masque chirurgical par le patient, s'il est amené a sortir de sa chambre [223, 226].

La possibilité que Prneumocystis sp. puisse s’aérosoliser n’a pas ét¢ démontrée. De méme, le
stade inhal¢ dans des conditions naturelles d’acquisition ou de transmission n’a pas été
identifié. En conséquence, la taille de la particule transmise, que celle-ci provienne d’un
aérosol du champignon ou d'une gouttelette contenant celui-ci, n’est pas connue. Pour ces
raisons, la mise en place des précautions "air" plus contraignantes que les précautions
"gouttelettes" reste discutable.

L’infectiosité de P.jirovecii a distance des patients ne peut étre testée expérimentalement pour
des raisons techniques mais aussi ¢thiques évidentes. L’infectiosité des espéces de
Pneumocystis sp. a partir de 1’air ne peut non plus €tre testée expérimentalement en I’absence
de systéeme de culture performant. En revanche, la détection d’ARNm spécifiques de P.carinii
et P.jirovecii dans des prélévements d’air de I’environnement proche de sujets développant
une PCP est en faveur de la viabilité de ces deux especes en situation transitoire dans I’air
[126, 140, 141]. Le projet Pneumair prévoit de tester, selon le méme principe, la viabilité¢ de
P.jirovecii dans des prélévements d’air collectés a 1 m et 5 m de patients présentant une PPC.

La durée de mise en ceuvre des précautions "gouttelettes" n’a pas été définie pour la PPC par
la société francaise d'hygiene hospitalieére [223]. Pour d'autres micro-organismes concernés
par ce mode de transmission, cette durée correspond en général a la période durant laquelle le
risque de transmission persiste ou a la durée des symptdmes cliniques. Elles sont par exemple
maintenues jusqu'a 24h apres le début d'un traitement efficace pour les infections a Neisseria
meningitidis, jusqu'a négativation de la culture sur 2 prélevements espacés de 24h pour la
diphtérie, jusqu'a la guérison clinique pour l'infection a adénovirus ou pour la grippe [223,
226]. L'amélioration clinique au cours de la PPC est généralement observée 4 a 8 jours apres
la mise en place d'un traitement efficace [145]. La durée d'exhalation de P.jirovecii chez les
patients infectés traités n’est pas connue. A notre connaissance, cette durée d’exhalation de
Pneumocystis chez le sujet traité, la viabilité¢ et I’infectiosit¢é du microorganisme dans ce

contexte n’ont pas encore ¢té¢ explorées chez les modeles animaux. En I'absence de ces
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données, nous conseillons donc de maintenir les précautions "gouttelettes" jusqu'a 8 jours
apres la mise en place d'un traitement efficace chez le patient infecté.

Quoi qu’il en soit, si les mesures de prévention de la transmission nosocomiale sont proposées
et discutées, la chimioprophylaxie reste primordiale pour la prévention individuelle de
I’infection a P.jirovecii chez I’immunodéprimé.

Les modalités thérapeutiques de la PPC chez les patients immunodéprimés quelle que soit
I’origine de I’immunodépression sont bien définies. Le traitement de premiére intention est
I’association sulfamétoxazole-triméthoprime a la dose de 75 mg/kg/j-15mg/kg/j pendant trois
semaines chez 1’adulte [145, 280]. Les patients adultes sidéens bénéficient ensuite d’une
chimioprophylaxie secondaire de la PPC par sulfamétoxazole-triméthoprime a la dose de 800
mg/j-160 mg/j ou par aérosols mensuels de pentamidine tant que leur immunodépression est
caractérisée par un taux de lymphocytes CD4" sanguins inférieurs a 15% ou une valeur
absolue inférieure a 200/mm’[109, 146, 280]. Un régime thérapeutique identique est proposé
pour la chimioprophylaxie primaire chez les patients infectés par le VIH présentant cet état
d’immunodépression [109, 280].

Les recommandations concernant la chimioprophylaxie de la PPC chez les patients
immunodéprimés non infectés par le VIH qui ne représentent pas une population homogene
sont moins précises. Elles varient en fonction des maladies sous-jacentes et des groupes
d'experts (Tableau 2). La chimioprophylaxie de la PPC par sulfamétoxazole-triméthoprime de
préférence, par des aérosols mensuels de pentamidine, ou par atovaquone utilisée hors AMM,
est recommandée chez les patients : i) présentant une leucémie aigué lymphoblastique [11, 76,
180], ii) ayant bénéfici¢ d'une allogreffe de moelle osseuse [11, 28, 76], iii) traités par
alemtuzumab [11], iv) traités par analogues des purines (fludarabine, cladribine) [11, 192], v)
présentant un cancer solide et recevant une corticothérapie de plus d'un mois, a une dose
supérieure a 20 mg/j [11, 180] ou traités par temozolomide et radiothérapie [11], vi) ayant
bénéfici¢ d'une autogreffe de moelle osseuse pour une hémopathie maligne [11, 28], vii) ayant
bénéfici¢ d'une autogreffe de moelle osseuse apres une thérapie de conditionnement intense
[11, 28], viii) ayant bénéfici¢ d'une autogreffe de moelle osseuse et traités par fludarabine ou
2-chlordeoxyadenosine [11, 28], ix) présentant un déficit immunitaire combiné sévere [6], x)
transplantés d'organe [143]. En 'absence de consensus pour la prévention de la PPC chez les
patients souffrant de connectivites, les pratiques varient en fonction des centres [30]. Certains
auteurs recommandent l'instauration d'une prophylaxie chez les patients souffrant d'une
granulomatose de Wegener [76, 194], et plus généralement chez les patients présentant une

connectivite, lorsque ceux-ci sont traités par corticoides a une dose quotidienne supérieure a
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15 mg pendant plus d'un mois et qu'ils présentent un taux de lymphocytes CD4 " inférieur a

200/mm’ [215, 233].

Tableau 2. Recommandations pour la chimioprophylaxie de la pneumonie a Pneumocystis

chez les patients immunodéprimés non infectés par le VIH.

Maladie sous-jacente / Traitement Durée de la prophylaxie Références
immunosuppresseur
Leucémie aigué lymphoide Equivalente a la durée de la chimiothérapie [11, 28, 76]
Allogreffe de moelle osseuse =6 mois aprés la greffe [11,28,76]
>6 mois en  cas de  thérapie
immunosuppressive ou de maladie du
greffon contre 'hote
Alemtuzumab =2 mois apreés l'arrét du traitement [11]
Taux de lymphocytes CD4 <200/mm’
Analogues des purines (fludarabine, Taux de lymphocytes CD4'<200/mm’ [11,192]
cladribine)
Cancer solide et corticothérapie (>1 Equivalente a la durée de la lymphopénie [11]
mois et =20 mg/j) ou temozolomide +
radiothérapie
Autogreffe de moelle osseuse pour une 6 mois post-greffe [11,28]
leucémie ou un lymphome
Autogreffe de moelle osseuse et 6 mois post-greffe [11,28]
traitement par fludarabine ou 2-
chlorodeoxyadenosine
Autogreffe de moelle osseuse avec une 6 mois post-greffe [11,28]
thérapie de conditionnement intense
Déficit immunitaire combiné sévere [6]
Connectivite traitée par corticothérapie  Taux de lymphocytes CD4'<200/mm? [215, 233]
(>1 mois, >15-20 mg/j)
Transplantation d'organe (excepté rein) >6 a 12 mois post-greffe [143]
Transplantation rénale 3 a 6 mois post-greffe [70, 120]

6 semaines a 4 mois en cas de rejet
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Les groupes d’experts américains et européens recommandent une prophylaxie par
sulfamétoxazole-triméthoprime a la dose quotidienne de 800 mg-160 mg chez les patients
transplantés de rein durant au minimum 4 mois [120] ou 3 a 6 mois [70] apres la
transplantation. Ces groupes recommandent une prophylaxie identique pendant 6 semaines
[120] ou 4 mois [70] en cas de rejet. Le suivi des ces recommandations n’assure que
partiellement la prévention de la PPC. En effet, les patients concernés par les cas groupés
observés a Brest mais aussi dans d’autres centres en Europe, au Japon et en Australie ont
majoritairement développé leur PPC bien au-dela des 6 mois post-grefte [9, 74, 202, 237, 278,
279]. Toutefois, il est difficile de maintenir la chimioprophylaxie pendant plusieurs années
chez ces patients en raison de ses effets secondaires et toxiques, et du risque de sélection de
souches mutantes potentiellement résistantes.

D’ores et déja, le diagnostic de colonisation par P.jirovecii devrait étre suivi de 1’instauration
au minimum d’une chimioprophylaxie. En effet, nous plaidons pour I’instauration d’un
traitement spécifique dans la mesure ou le champignon peut agir comme co-facteur de
morbidité chez les patients colonisé€s, que la colonisation pourrait étre prédictive de PPC, et
que les patients colonisés peuvent représenter des sources infectieuses [169, 170]. Toutefois,
il sera nécessaire de définir des critéres cliniques, des marqueurs immunologiques et
mycologiques fiables pour caractériser le risque de développer une PPC chez les patients
immunodéprimés non infectés par le VIH, et de définir les modalités prophylactiques précises

de l'infection chez ces patients.
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La premiéere partie de notre travail portait sur le dépistage et la caractérisation des populations
infectées par P.jirovecii. Notre contribution reste modeste puisque nous n’avons pas dépisté
de nouvelles populations infectées par le champignon. La faible prévalence de la colonisation
pulmonaire par P.jirovecii observée a Brest chez les patients mucoviscidosiques est toutefois
un résultat original. Ceci suggere que ces patients participeraient peu ou pas au réservoir
humain de P.jirovecii. Ainsi, cette faible prévalence pourrait étre la conséquence d’une faible
circulation du P.jirovecii dans les communautés humaines dans notre région. Afin de
conforter cette hypothése, nous ménerons un second travail selon la méme méthodologie a
partir d’une population de patients mucoviscidosiques suivis au CHU de Rennes. Selon cette
méme hypothése, une faible prévalence de la colonisation pulmonaire par P.jirovecii chez
d'autres patients connus comme susceptibles devrait aussi étre observée. Dans le méme but,
nous analyserons de facon rétrospective les dossiers médicaux des patients brestois pour
lesquels P.jirovecii a ét¢ détecté a 1’aide de la PCR de routine depuis 2007, et identifierons les
patients bronchopathes pour en déduire une prévalence de la colonisation dans cette
population a risque.

Il sera nécessaire de caractériser d’autres populations a risque de développer une infection a
P.jirovecii. La PPC chez les patients infectés par le VIH bénéficie d’un systeme de
déclaration au niveau national via 1I’'InVS. En revanche, il n’existe pas de systeéme de
déclaration de la PPC chez les autres patients immunodéprimés. Nous participons a une étude
rétrospective coordonnée par un groupe d’étude national sur Pneumocystis dont le but est de
recueillir des données fiables sur la prévalence globale de la PPC en France. Cette étude
permettra d’identifier et de chiffrer de nouvelles populations a risque, par exemple celles
traitées par de nouveaux immunosuppresseurs tels que les biothérapies.

L’amélioration des techniques de diagnostic de I’infection a P.jirovecii participe au dépistage
et a la caractérisation des populations infectées. Nous avons montré que le dosage du (3-1,3-D
glucane sérique couplé a la détection de P.jirovecii dans les LBA par la microscopie et la
PCR permettait de différencier la PPC et la colonisation. Nous développons a présent une
nouvelle approche plus discriminante combinant une PCR quantitative et le dosage du p-1,3-
D glucane sérique. Par ailleurs, les résultats du dosage du p-1,3-D glucane chez les
nourrissons plaident en faveur de I'hypothése que la primo-infection serait
physiopathologiquement plus proche de la PPC que d'une colonisation pulmonaire, forme
plus torpide de l'infection. Cette information devrait étre diffusée plus largement aupres des

pédiatres. S’il est probable que le dosage du B-1,3-D glucane sérique sera a terme utilisé pour
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le diagnostic de routine des mycoses profondes, il restera un examen de seconde intention en
ce qui concerne celui des infections a P.jirovecii. En effet, selon 1’hypothése qu’une
concentration sérique de B-1,3-D glucane inférieure a 100 pg/mL écarterait le diagnostic de
PPC, la détection du champignon par la microscopie et par PCR resterait indispensable pour
dépister les patients colonisés.

La seconde partie de notre travail portait sur la caractérisation de P.jirovecii dans les
populations infectées. Les résultats obtenus lors de I’analyse du locus DHPS de P.jirovecii
chez les patients suivis a Brest ont montré que : i) le lieu habituel de résidence plutdt que le
lieu de diagnostic de I’infection a P.jirovecii serait un facteur prédictif d’infection par un
mutant, ii) P.jirovecii pourrait circuler en France d’une région a une autre via des voyageurs
infectés, iii) la prévalence de mutants potentiellement résistants chez les patients vivant
effectivement a Brest était de 0%. Cette faible prévalence de mutants observée a Brest
pourrait étre le reflet d'une faible prévalence de mutants dans notre région. Le travail mené a
partir de patients suivis au CHU de Rennes a 1’aide d’une méthode identique devrait étayer
cette hypothese. Cette hypothese se positionne de fagon logique avec celle évoquée plus haut,
qui postule qu’une faible circulation du champignon dans les communautés humaines en
Bretagne expliquerait la faible prévalence de P.jirovecii chez les patients mucoviscidosiques.
L’analyse des séquences des ITS1 et 2 a permis de caractériser le champignon chez 56
patients non infectés par le VIH. Il s’agit de la plus importante population de patients non
infectés par le VIH examinée en France jusqu’a présent. La comparaison des caractéristiques
de P.jirovecii chez les patients colonisés et ceux présentant une PPC n’a pas conduit a des
résultats originaux mais confirme ceux précédemment observés a partir d’'un nombre limité de
patients. Globalement, tous les patients seraient infectés par une méme population fongique et
participeraient a un méme réservoir humain.

Nous travaillerons sur 1’amélioration du pouvoir discriminant de notre méthode de typage
basée sur le séquengage, par I’analyse combinée de plusieurs loci. En ce sens, une
collaboration avec I’équipe du docteur Kovacs du "National Institute of Health"
(http://clinicalcenter.nih.gov/about/SeniorStaff/joseph_kovacs.html) a  ¢ét¢  instaurée.
Toutefois, la technique actuelle, en raison de sa sensibilité, est efficiente pour caractériser
P.jirovecii chez les patients colonisés. Ceci a été essentiel pour déterminer le réle des patients
colonisés dans la transmission du champignon en milieu hospitalier.

Nous avons effectué le typage de P.jirovecii provenant des LBA de patients présentant une
PPC et des échantillons d’air correspondants. La concordance partielle ou compléte des

génotypes ITS et DHPS dans les couples "prélevements d'air — LBA" est compatible avec
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I’exhalation du champignon et sa diffusion aérienne dans I’environnement hospitalier. Nous
menons actuellement un travail similaire sur la diffusion aérienne de P.jirovecii par les
patients colonisés. Les résultats attendus devraient apporter des arguments supplémentaires
pour étendre les mesures de prévention aux patients colonisés.

Selon les recommandations des CDC aux Etats-Unis, le partage des chambres des patients
présentant une PPC avec des patients immunodéprimés susceptibles doit €tre évité [226]. Les
recommandations de Rabodonirina et al. et de la société d’hygiéne hospitaliere en France
comprennent la mise en place des précautions "gouttelettes" [206, 223]. Celles-ci sont encore
peu appliquées et devraient pourtant désormais étre étendues aux patients colonisés.

La durée de mise en ceuvre de ces précautions est empirique. Elle devrait correspondre a la
durée de I’excrétion du champignon dans I’environnement par les sujets infectés et traités.
Cette durée d’excrétion devrait étre évaluée au cours de futurs travaux comportant un volet
expérimental bas¢ sur un modele animal et un volet médical basé sur des observations
cliniques a I’hopital. Les techniques de prélévements, de détection, de quantification du
champignon dans I’environnement des sujets infectés sont actuellement disponibles pour
mener ces travaux.

Nous plaidons pour le traitement de tous les patients infectés y compris les patients colonisés
et pour I’instauration d’une chimioprophylaxie au long cours chez les patients
immunodéprimés non infectés par le VIH. Toutefois, I’instauration de ce traitement comme
celle d’une chimioprophylaxie au long cours chez les patients immunodéprimés non infectés
par le VIH, en particulier les transplantés de rein, reléve au final d'une décision prise par les
cliniciens. De futurs travaux devront étre menés pour définir des marqueurs immunologiques
et mycologiques fiables pour caractériser le risque de développer une PPC chez les patients
immunodéprimés non infectés par le VIH, et pour aider les cliniciens a définir les modalités
précises de la chimioprophylaxie a instaurer chez leurs patients.

Ce travail de thése a porté sur le réservoir humain et sur la transmission nosocomiale de
P.jirovecii. Au cours de ce travail mené durant 3 ans, nous avons acquis une expérience
notable sur les techniques de biologie moléculaire. Au final, la mise en place au laboratoire de
techniques diagnostiques performantes, destinées a I’amélioration de la prise en charge des

patients a I’hopital en a constitué les principales retombées pratiques.
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Annexe 1

Principaux travaux portant sur la fréquence des mutants DHPS de Pneumocystis jirovecii publiés jusqu'en 2012.

. . . Nb patients infectés coe Lien
Nb patients infectés ar mutants/Nb Association Lien entre entre
Auteurs de I'étude Période de Nb et caractéristiques des Nombre de par mutants/ Nb P . prophylaxie par .
ek Pays 2 . o . . patients non . mutants et échec  mutants
[référence] 1'étude patients mutants (%) patients exposés eXDOSES aUX sulfamides et thérapeutique et
aux sulfamides p . mutants DHPS * peutiq L s
sulfamides déces

26 patients VIH+
6 patients immunodéprimés
Ma et al. 1999 [136] Etats-Unis 1985-1998 VIH- 18 (51%) 11/16 (69%) 3/15 (20%) p=0,011 ND Non
3 patients a statut inconnu

Diop Santos et al. 1999
[59]

14 patients a statut inconnu

France (Paris) 1993-1998 (30 prélévements)

12 (40%) 5/5 (100%) 3/12 (25%) p<0,01 ND ND

. 16 patients VIH+
T"kah”[';g;; al. 2000 Japon 19941999 8 patients immunodéprimés 6 (25%) ND ND ND Oui ND
VIH-

Beard et al. 2000 [15] Etats-Unis 1995-1998 220 patients VIH+ 152 (69%) ND ND ND ND ND

Notes : Nb, nombre ; ND, données non disponibles; VIH+, infecté par le VIH; VIH-, non infecté par le VIH
* Analyse statistique des fréquences des mutants chez les patients exposés et non exposés aux sulfamides



Nb patients infectés Lien

Nb patients infectés ar mutants/Nb Association Lien entre entre
Auteurs de 1'étude Période de Nb et caractéristiques des Nombre de par mutants/ Nb par m prophylaxie par .
ez Pays vz . o . . patients non . mutants et échec  mutants
[référence] 1'étude patients mutants (%) patients exposés exDOsés aux sulfamides et thérapeutique et
aux sulfamides p . mutants DHPS * peutiq L s
sulfamides déces

Ma et al. 2002 [137] Italie 1994-2001 107 patients VIH+ 9 (8%) 6/31 (19,4%) 3/76 (4%) p=0,017 Non Non

83 patients VIH+

Costa et al. 2003 [40] Portugal 1994-2001 6 patients VIH-

24 (27%) 6/17 (35,5%) 18/72 (25%) p=0,39 ND ND

Miller et al. 2003 [159] Zimbabwe 1992-1993 14 patients VIH+ 1(7%) 0/0 1/14 (7,1%) ND ND ND

33 enfants immunocompétents
avec une primoinfection

otet et al. . - adultes immunodéprimés 1% o
T 1. 2004 [247] (ixrﬁi::s) 1996-2001 4 adultes i déprimé 4 (8,7% 0/0 4/58 (7% ND ND ND
VIH-
9 adultes VIH+

Kazanjian et al. 2004
[117]

Chine 1998-2001 15 patients VIH+ 1(7%) 0/0 1/15 ND ND ND

Notes : Nb, nombre ; ND, données non disponibles; VIH+, infecté par le VIH; VIH-, non infecté par le VIH
* Analyse statistique des fréquences des mutants chez les patients exposés et non exposés aux sulfamides



Lien

Nb patients infectés Nb patients infectés Association Lien entre mutants entre
Auteurs de I'étude Période de Nb et caractéristiques des Nombre de mutants par mutants/ Nb par mutants/Nb prophylaxie par .
e Pays e . o . . . i . et échec mutants
[référence] I'étude patients (%) patients exposés aux  patients non exposés sulfamides et (théraneutique ot
sulfamides aux sulfamides mutants DHPS * peutiq déoes

Crothers et al. 2005

(41] Etats-Unis 1997-2002 215 patients VIH+ 175 (81%) 65/72 (90%) 110/143 (77%) p=0,021 Non Non

‘Wissmann et al. 2006
277 Brésil 1997-2004 57 patients VIH+ 0 0/5 0/52 ND ND ND
48 adultes VIH+
4 enfants immunodéprimés
Esteves et al. 2008 [68] Portugal 2001-2004 VIH 4 (7%) ND ND ND ND ND

(55 prélévements)

Tyagi et al. 2008 [256] Inde 2006 4 patients VIH+ 0 0/0 0/4 ND ND ND

53 patients VIH+
Van Hal et al. 2009
(260] Australie 2001-2007 7 patients immunodéprimés 8 (13%) 2/8 (25%) 6/52 (12%) ND ND Non
VIH-
Alvarez-Martinez et al. 1989-1995 43 patients VIH+ 14 (33%)
Espagne ) 10/28 (36%) 7/70 (10%) ND ND Non
2010 [7] 2001-2004 55 patients VIH+ 3(5,5%)

Notes : Nb, nombre ; ND, données non disponibles; VIH+, infecté par le VIH; VIH-, non infecté par le VIH
* Analyse statistique des fréquences des mutants chez les patients exposés et non exposés aux sulfamides



Lien

Nb patients infectés Nb patients infectés Association Lien entre mutants entre
Auteurs de I'étude Période de Nb et caractéristiques des Nombre de mutants par mutants/ Nb par mutants/Nb prophylaxie par .
e Pays e . o . . . i . et échec mutants
[référence] I'étude patients (%) patients exposés aux  patients non exposés sulfamides et (théraneutique ot
sulfamides aux sulfamides mutants DHPS * peutiq déoes

194 patients VIH+ et patients

Hauser et al. 2010 [88]  France (Lyon) 1993-1997 64 (33%) 16/20 (80%) 41/138 (30%) oui ND ND
immunodéprimés VIH-
Tyagi et al. 2010 [257] Inde 2006-2009 16 patients VIH+ 1/16 (6,2%) 0/3 1/13 (7,7%) ND ND ND

328 prélévements provenant
Magne et al. 2011 [139] France (Paris) 2003-2008 de patients immunodéprimés 18,5% ND ND Non ND Non
VIH+ et VIH-

Taylor et al. 2012 [241] Ouganda 2007-2008 13 patients VIH+ 13 (100%) 11/11 2/2 ND ND ND

Notes : Nb, nombre ; ND, données non disponibles; VIH+, infecté par le VIH; VIH-, non infecté par le VIH
* Analyse statistique des fréquences des mutants chez les patients exposés et non exposés aux sulfamides



Score défini par Tsolaki et al. pour identifier les alléles ITS 1 [253].

Annexe 2

Alleles Position des nucléotides
ITS 1 2 16 74-75 111-113
As C T . TTA
As T A . TTA
B, T T AG TTA
B, T A AG TTA
B3 C T AG TTA
C T T AG L
_: délétion
Score défini par Tsolaki et al. pour identifier les alléles ITS 2 [253].
Alleles Position des nucléotides
ITS2 54-56 63 67-71 122 169-172 176
aj TAA _ AATAT _ o G
a TAA _ AATAA _ o G
a3 TAA _ AATAA _ o A
ay TAA _ AATAT _ o A
b; TAA _ AATAT _ AT G
b, TAA _ AATAT C AT G
C L A - . L A
C2 L A - . L G
d TAA _ AATAT _ ATAT G
_: délétion
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Annexe 3

Score défini par Lee et al. [127] pour I'identification des alléles ITS1 et alléles décrits depuis la publication princeps.

Positions des nucléotides

Alleles ITS1 Publication Numéro d'accession GenBank
6 12 15 21 23-24 28 34 42 53-54 80-81 115-118 Autres variations

Al CTAT _ T TT __ __ TTTA Lee et al. [127] AF013806
B' c _ AT _ T TT __ __ TTTA Lee et al. [127] AF013807
Cc! c _ AT _ T TT _ AG TTTA Lee et al. [127] AF013808
D' CTAT _ T TT _  AG TTTA Lee et al. [127] AF013809
E' T _ AT _ T T T _  AG TITA Lee et al. [127] AF013810
F! T _ AT _ T TT _ AG ___ Lee et al. [127] AF013811
G' T _ AT _ T T T __ __ TTTA Lee et al. [127] AF013812
H' T _ AT _ CT T _ AG TITA Lee et al. [127] AF013813
I! T _ AT TT C T T _  AG TITA Lee et al. [127] AF013814
J! T _ CT _ C T T AT AG TITA Lee et al. [127] AF013815
K' T _CT _ CT T _ AG TITA Lee et al. [127] AF013816
L' T _ AT _ T OCT _ AG TITA Lee et al. [127] AF013817
M' T _ AT _ T TC _ AG TITA Lee et al. [127] AF013818
N! T _ A A _ T T T _ AG TITA Lee et al. [127] AF013819
o' T TAT __ T T T _  AG TITA Lee et al. [127] AF013820

P T _ A A _ T TT __ __ TTTA Matos et al. [148] AY390601
Q T _ AT _ T T T _ AA TITA Siripattanapipong et al. [231] AY550106
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Positions des nucléotides

Alleles ITS1 Publication Numéro d'accession GenBank
6 12 15 21 23-24 28 34 42 53-54 80-81 115-118 Autres variations

49 A—G

R T _ AT TTr C T T __ AG TTTA Siripattanapipong et al. [231] AY550105
131 T—_

U1 T _ A A CC TT T __ AG TTTA Hosoya et al. [98]

U2 T _ AT _ T T T __ AG _TA Hosoya et al. [98]

I T _ A A _ TTT __ AG TTTA 154 T—C Robberts et al. [213] AY328043
I T _ AT _ T T T __ AG TTTA 41 T—=C Robberts et al. [213] AY328044
I T _ AT _ T T T __ AG TTTA 130 T—=C Robberts et al. [213] AY328045
v T _ AT _ T T T __ GG TTTA Robberts et al. [213] AY328046

52T—C

v T _ AT _ T T T __ AG TTTA Robberts et al. [213] AY328047

114 C—T
VI T _ AT _ T T T __ __TTTA 110 A—T Robberts et al. [213] AY328048
Vi T _ AT _ T T T __ __TTTA 41 T—=C Robberts et al. [213] AY328049
VIII T _ AT _ T T T __ AG CTTA Robberts et al. [213] AY328050
IX T _ AT _ T T T __ __TTTA 154 T—C Robberts et al. [213] AY328051

X T _ AT _ T T T __ AG TTTA 152 A—=G Robberts et al. [213] AY328052
XI T _ AT _ T T T __ AG TTTA 159 T—=C Robberts et al. [213] AY328053
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Positions des nucléotides

Alleles ITS1 Publication Numéro d'accession GenBank
12 15 21 23-24 28 34 42 53-54 80-81 115-118 Autres variations
5A—C
10A T _ AT T. T T T __ - TTTA Nimri et al. [189] AF374238
82 G—_
5A—C
10B T _ AT T. T T T __ _ TTTA 82 G—_ Nimri et al. [189] AF374239
insertion de A entre 50 et 51
11A T _ AT _ T T T __ AG 71 T—_ Nimri et al. [189] AF374240
11D T _ AT _ T T T __ AG T 45 T—_ Nimri et al. [189] AF374241
13A T _ AT _ T T T _C AG TTTA 45 T—_ Nimri et al. [189] AF374242
45 T—_
13B T _ AT _ T T T __ AG TTTA Nimri et al. [189] AF374243
105 G—=A
15B T TAT _ T T T __ - TTTA 5A—C Nimri et al. [189] AF374244
17E T TAA _ T T T __ AG TTTA Nimri et al. [189] AF374245
60A T _ AT _ T T T __ - Nimri et al. [189] AF374246
84C T _ AT _ T T T __ AG TTTT 58 T—C Nimri et al. [189] AF374247
100B T _ AT _ T T T __ AG TTTC 70-71 TT—__ Nimri et al. [189] AF374248
137C T _ AT _ T T T __ AG TTTA 69-71 TTT—___ Nimri et al. [189] AF374249
DEL1 T A T TT C T T AG TTTA 95 T—_ Gupta et al. [78] GU228517
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Positions des nucléotides

Alleles ITS1 Publication Numéro d'accession GenBank
6 12 15 21 23-24 28 34 42 53-54 80-81 115-118 Autres variations
SYD1 T _ T _ T T T __ AG TTTA 71 T—_ van Hal et al. [260] EU442879
2, c _ AT _ T TT __ _ TTTA 83 A—=G Lietal. [131] EU709707
51 A—G
4; T _ AT _ T T T __ AG TTTA Lietal. [131] EU709705
142 T—C
Sg T _ AT _ T T T __ AG TTTA 52T—C Lietal. [131] EU709702
9% T _ AT _ T T T __ AG TTTA 82 G—_ Lietal. [131] EU709703
20y c _ AT _ T TT __ _ TTTA 142 T—C Lietal. [131] EU709708
22, T _ AT _ T T T __ AG TTTA 13 T—=C Lietal. [131] EU709701
22, T _ AT _ T T T __ AG TTTA 154 T—C Lietal. [131] EU709706
25, T _ AT _ T T T __ AG TTTA 110 A—=G Lietal. [131] EU709704
19 A—=G
36, T _ AT TT C T T __ AG TTTA 71 T—_ Lietal. [131] EU709709
95 T—_
_: délétion

"Alleles ITS1 décrits dans la publication princeps de Lee et al. [127]

169



Annexe 4

Score défini par Lee et al. [127] pour l'identification des alléles ITS2 et alléles décrits depuis la publication princeps.

Positions des nucléotides

Alleles N°d'accession
ITS2 T 5257 62-66 68-72 76 122 160 166-171 173 177-183 autres variations Publication GenBank
al __ TAA___ AA_TA AATAT G ATATAT G Lee et al. [127] AF013821
b'! __ TAA___ AA_TA AATAT G AT_AT G Lee et al. [127] AF013822
c! __ TAA___ AA_TA AATAT G AT_AT G Lee et al. [127] AF013823
d' __ TAA___ AA_TA AATAT T AT_AT G Lee et al. [127] AF013824
e! __ TAA___ AA_TA AATAT G __AT G Lee et al. [127] AF013825
f! __ TAA___ AA_TA AATAT G ____AT A Lee et al. [127] AF013826
g! __ TAA___ AA_TA AATAA G ____AT A Lee et al. [127] AF013827
h' __ TAA___ AA_TA AATAT G ____AT A Lee et al. [127] AF013828
i”? _ AATAA G ____AT A Lee et al. [127] AF013829
i’ _ AATAA G AT_AT G Lee et al. [127] AF013830
k' _ AATAA G ____AT A CAAAATA Lee et al. [127] AF013831
112 . AAATA _____ G ____AT A Lee et al. [127] AF013832
m' TAATAA AA_TA AATAA G ____AT A CAAAATA Lee et al. [127] AF013833
n' TAA_AT AA_TA AATAT G _____ A Lee et al. [127] AF013834

(IT:))07) TAA___ AA_TA AATAA G __AT G Lee et al. [127] AF013835
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Positions des nucléotides

Alleles N°d'accession
Publication
ITS2 48-49  52-57 62-66 68-72 76 122 160 166-171 173 177-183 autres variations GenBank
p
_ TAA___ AA_TA AATAA _ G AT_AT G Lee et al. [127] AF013836
(FR004)*
q
AA TAA___ AA_TA AATAA _ G TT_AT A Lee et al. [127] AF013837
(DK029)*
r
_ TAA___ AAATA AATAT _ G ATATAT G Lee et al. [127] AF013838
(DK594)*
S
_ TAA___ AA_TA AATAT _ T AT_AT G Lee et al. [127] AF013839
(DK323)
t
_ TAA___ AA_TA AATAA _ G AT A Lee et al. [127] AF013840
(DK313)
Siripattanapipong et
p’ A_ TAA___ AA_TA AATAT _ G A AY550108
al. [231]
Siripattanapipong et
q’ _ TAA___ AA_TA AATAT _ G GT_AT G AY550109
al. [231]
Siripattanapipong et
r? A_  TAA_ _ AA_TA AATAT _ G A insertion de TA entre 60 et 61 L (231] AY550105
al.
u _ TAA___ AA_TA AATAA _ G AT A ATA Robberts et al. [213] AY328054
u3 A_ TAA___ AA_TA AATAT _ G A Hosoya et al. [98]
ud4 AA TAA___ AA_TA AATAA _ G _T.TAT A Hosoya et al. [98]
us _ TAA___ AA_TA AATAT C G ATAT.T T _TAGATA 172 T—_ Hosoya et al. [98]
28-29 AA—__
\4 A_ TAA___ AA_TG AATAT _ G A Beser et al. [18] EU527019
165 T—_
del3 AATAA G AT G Gupta et al. [78] GU228519
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Alléles Positions des nucléotides N°d'accession

Publication
ITS2 4849 5257 62-66 6872 76 122 160 166-171 173 177-183 autres variations GenBank
syd2 A_  TAA_AT AA_TA AATAT _ _ G A insertion de G entre 32 et 33 van Hal et al. [260] EU442880
syd3 o TAA__~ AA_TA AATAA G AT A insertion de A entre 29 et 30 van Hal et al. [260] EU442881
syd4 A_ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A van Hal et al. [260] EU442882
1 _ TGA___ AA_TA AATAA _ G AT A Robberts et al. [213] AY328055
2 _ TAA__ AA_TA AATAT _ G AT A 89 T—C Robberts et al. [213] AY328056
3 _ TAA__ AA_TA AGTAA _ G AT A Robberts et al. [213] AY?328057
4 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A 83 T—C Robberts et al. [213] AY328058
5 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A 95 A—G Robberts et al. [213] AY328059
6 o TAA__~ AA_TA AATAA G AT A insertion de A entre 76 et 77 Robberts et al. [213] AY?328060
7 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A 135 A—G Robberts et al. [213] AY328061
8 o TAA__~ AA_TA AATAA G AT A insertion de A entre 76 et 77 Robberts et al. [213] AY?328062
insertion de A entre 76 et 77
9 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A Robberts et al. [213] AY328063
47 A—=G
10 _ TAG___ AA_TA AATAA _ G AT A Robberts et al. [213] AY328064
11 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A CGTA Robberts et al. [213] AY328065
12 _ TAA__ AA_TA AATAA _ G AT A 102 A—G Robberts et al. [213] AY328066
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Alléles Positions des nucléotides N°d'accession
Publication
ITS2 4849 52-57  62-66 6872 76 122 160 166-171 173 177-183 autres variations GenBank
10A . TAA___ AA___ AATAT _ G ___AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374250
11A AA TAA___ AA_TA AATAT _ _ G ___AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374251
insertion de G entre 32 et 33
11E . TAA___ AA_TA AATAT _ _ G ___AT A 139 C—T Nimri et al. [189] AF374252
148 A—_
28 A—_
11G . TAA___ AA_TA AATAT _ - G ____ _ Nimri et al. [189] AF374253
148 A—_
12A . TAA___ AA_TA AATAA__ _ G __ AT G Nimri et al. [189] AF374254
13A . TAA___ AA_TA AATAA__ _ G ___ AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374255
13B TAATAA AA_TA AATAA__ _ G ___AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374256
15B _ __ AAATA _ _ G __ AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374257
17A . TAA___ AA_TA AATAT _ _ G __ AT G 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374258
59E . TAA___ AA_TA AATAA__ _ G ___AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374259
60A AA TAA___ AA_TA AATAA__ _ G TT_AT A Nimri et al. [189] AF374260
61A AA  TAA___ AATA AATAA_ T _ G ___AT A 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374261
84C _ TA___ AA_TA AATAA__ _ G __TAT A insertion de C entre 129 et 130 Nimri et al. [189] AF274262
100A TAA___ AA_TA AATAT _ C G ___ AT A Nimri et al. [189] AF374263
129A TAA___ AA_TA AATAT _ _ G ATATAT G 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374264
137C TAA___ AA_TA AATAA__ _ G ____AT A ____ ATA 148 A—_ Nimri et al. [189] AF374265
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Positions des nucléotides

Alleles .. Ne°d'accession
ITS2 Publication GenBank
48-49 5257 6266 6872 76 122 160 166-171 173 177-183 autres variations
ngn _ TAA___ AATA GATAT_ T _ G AT A Totet et al. [249] AY135712
61 G—_ .
2 _ AATAA_ . _ G AT A o & e Lietal. [131] EU709718
81 T—C
4, _ TAA___ AATA AATAA_ _ _ G AT A i‘; /;:g Lietal. [131] EU709714
135 A—G
4 — TAA___ AA_TA AATAA__ G AT A 164 T—C Lietal. [131] EU709713
9, — TAA___ AA_TA AATAA__ G AT A 92 C—T Lietal. [131] EU709711
12, A TAA__ AATA AATAT _ G T A Insertion dlezﬁ‘?ime 60 et 61 Liectal. [131] EU709719
13, _  TAA__ AA_TA AATAA__ G AT A 136 A—G Lietal. [131] EU709712
13, _  TAA___ AA_TA AATAA__ G AT A 12 A>G Lietal. [131] EU709710
20, A AATAA__ G AT A Lietal. [131] EU709717
22, _ TAA__ AA_TA AATAT G AT_AT G 187 A—G Lietal. [131] EU709716
2. _ TAA__ AATA AATAT_ _ _ G AT_AT G 170TT_—>>AE Lietal. [131] EU709715
36, A TAA__ AATA AATAT _ G A msemon{g?:’fé@ et 61 Liectal. [131] EU709720
36, A TAA__ AATA AATAT_ _ _ G A Insertion rg‘éi‘f 60 et 61 Liectal. [131] EU709721

_: délétion
" Alleles ITS2 décrits dans la publication princeps de Lee et al. [127]
* Les alleles ITS2 i et I sont en fait identiques (cf numéros d'accession GenBank)

> Les alleles ITS2 p, q, r décrits par Lee et al. [127] sont différents des alleles p, q, r décrits par Siripattanapipong et al. [231].
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Annexe 5

Publications non incluses dans le manuscrit
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Molecular typing of Pneumocystis jirovecii in a patient from French

Guiana

Soléne Le Gal,"? Céline Damiani,® Michéle Virmaux,' Bernard Carme,* Mathieu Nacher,*
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Introduction

The transmissible fungus Pneumocystis jirovecii is the
causative agent of severe pneumonia [Pneumocystis
pneumonia (PCP)] in immunodeficient patients (Walzer
PD, Pneumocystis pneumonia, 3rd edn, Marcel Dekker,
New York, 2005). Pneumocystis pneumonia remains the
most frequent AIDS-defining illness in human immu-
nodeficiency virus (HIV)-infected patients in Metropol-
itan France (Anonymous. Bull Epidémiol Hebd 2007,
46-47: 386-93). In French Guiana, tuberculosis and
disseminated histoplasmosis are the two most frequent
AIDS-defining illnesses, whereas PCP occupies the third
position (Cabié A et al., Bull Epidémiol Hebd 2005; 46:
238-9; Nacher M et al., AIDS 2006; 19: 951-3; Huber
F et al., AIDS 2007; 22: 1047-53). HIV/AIDS is a
major public health issue in this overseas French
territory in which AIDS incidence is 40 per 100 000
inhabitants vs. 2.5 in Metropolitan France (Nacher
M et al., AIDS 2005; 19: 727-38). These data point out
specific features of HIV infection and its related oppor-
tunistic microorganisms in French Guiana.

Until now, French P. jirovecii isolates that have been
characterised by molecular typing are those obtained
from Metropolitan France, while there are no data
concerning molecular characteristics of P. jirovecii
organisms from French Guiana (Latouche S et al.,
J Clin Microbiol 1997; 35: 383-7; Totet A et al.,
] Clin Microbiol 2003; 41: 1173-80; Nevez G et al., |
Clin Microbiol 2003; 41: 181-6). The present study is
the first report of P. jirovecii type identification in an
AIDS patient living in this overseas French territory.
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Case report

A 46-year-old man was admitted to Cayenne hospital in
April 2002 and presented with cough, fever, severe
dyspnoea and an alveolo-interstitial syndrome. The
examination of a bronchoalveolar lavage (BAL) speci-
men using an immunofluorescence assay (Bio-Rad,
Marnes-La-Coquette, France) resulted in the diagnosis
of PCP, which revealed HIV infection. The CD4* T-cell
count in the blood was 21 cells pl™'. Treatment with
cotrimoxazole led to improvement. Bronchoalveolar
lavage sediment was stored at —20 °C for further typing.

The typing was based on PCR, cloning and sequence
analysis of internal transcribed spacer (ITS) 1 and ITS 2
of the rRNA operon. First, DNA extraction of the BAL
sample was performed using a commercially available
kit (QIAmp DNA MiniKit; Qiagen, Courtaboeuf, France).
A nested PCR was then performed with the two pairs of
primers N18SF and N26SRX (first PCR round) and
ITSF3 and ITS2R3 (second PCR round) (Tsolaki AG
et al., | Infect Dis 1996; 174: 141-56; Tsolaki AG et al.,
] Clin Microbiol 1998; 36: 90-93). The products of the
second PCR round were cloned (pGEMT Vector System
II; Promega France, Charbonniéres-les-bains, France).
Five clones were sequenced from the two strands. The
ITS 1 and ITS 2 alleles were identified using the scores
described by Tsolaki et al. (] Infect Dis 1996; 174:
141-56 and ] Clin Microbiol 1998; 36: 90-93) and Lee
et al. (J Clin Microbiol 1998; 36: 734-1). A P. jirovecii
ITS type is defined by a combination of the alleles of the
two loci.

Internal transcribed spacer 1 sequences were identi-
cal in five clones making it possible to identify allele B1
(corresponding to E as described by Lee et al.). In two
clones, ITS2 sequences were identical to that of allele a3
(corresponding to g as described by Lee et al.). In three
clones, ITS2 sequences differ from that of allele a5 by an
insertion of residues ATAA at positions 169-172. These

doi:10.1111/.1439-0507.2010.01931.x
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sequences have not been initially reported by Tsolaki
etal. (J Infect Dis 1996; 174: 141-56 and ] Clin
Microbiol 1998; 36: 90-93) and Lee etal. (] Clin
Microbiol 1998; 36: 734-41), whereas they have been
described and deposited by Robberts et al. (] Clin
Microbiol 2004; 42: 1505-10) (GenBank accession
number AY328054) who designated this allele using
the lowercase letter u. Thus, P. jirovecii types Byas (Eg)
and B; ‘AY328054° (Eu) were identified in two and
three clones respectively.

Discussion

In this study, we obtained the first data concerning P.
jirovecii types from a French territory of South America.
To our knowledge, the patient from whom P. jirovecii
organisms were obtained had no past history of travel
out of French Guiana and the Caribbean region. For this
reason, we considered that our typing results were
related to P. jirovecii organisms, which had been
acquired in this geographic location.

Type Bias has been previously detected in one-third
of PCP patients from other countries around the world
including Metropolitan France (Totet A et al., J Clin
Microbiol 2003; 41: 1173-80; Nevez G et al.,, ] Clin
Microbiol 2003; 41: 181-6; Beard CB et al., Emerg Infect
Dis 2004; 10: 1729-35) whereas type B; ‘AY328054’
(Eu) has been detected in five of 83 clones (6%) and
three of 19 PCP patients (15.78%) from South Africa by
Robberts et al. (J Clin Microbiol 2004; 42: 1505-10).
Although only one isolate was typed in the present
study, the identification of types Bjas; (Eg) and B,
‘AY328054’ (Eu) suggests that there are no specific P.
jirovecii types in French Guiana.

To our knowledge, there are little data on genomic
characteristics of P. jirovecii from other parts of the
Caribbean and tropical regions of South America. In
1994, Wakefield et al. examined in P. jirovecii specimens
from eight Brazilian patients the gene encoding the
mitochondrial large subunit rRNA. The sequences from
these specimens were compared with those of P. jirovecii
specimens from British patients (Wakefield AE et al., |
Clin Microbiol 1994; 32: 2959-61). No differences were
observed. However, sequences of this locus are less
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informative than those of the ITS loci. In 1997, Ortiz-
Rivera et al. typed at the ITS loci P. jirovecii organisms
obtained from a cancer patient and an AIDS patient
who lived and had died in Puerto Rico (Ortiz-Rivera M
et al., P R Health Sci ] 1997; 16: 251-4). Identical
sequences to those previously reported in the USA were
observed. Wissmann et al. recently reported the typing
of P. jirovecii organisms from 57 Brazilian patients at the
dihydropteroate synthase locus (Wissmann G et al., |
Eukaryot Microbiol 2006; 53: 305-7). No mutant type
was observed. However, the objective of their study was
essentially to assess the frequency of P. jirovecii mutant
types, which are potentially resistant to sulfonamide-
sulfone, and not to investigate the diversity of P. jirovecii
organisms through examination of highly informative
loci such as ITSs.

In conclusion, our typing results were obtained from
a single case analysis. An extended study based on
analysis of several isolates is probably required. None-
theless, they represent the first data of P. jirovecii
genomic characteristics in French Guiana. Pneumocystis
jirovecii type Bjas that we identified in the present
Guyanese case is commonly found in metropolitan
France and other countries. B; ‘AY328054” was previ-
ously described as a minor type in South Africa. These
results do not plead in favour of specific characteristics
of P. jirovecii to explain the less frequency of PCP
compared with that of tuberculosis or histoplasmosis as
causes of AIDS in HIV-infected patients. Further inves-
tigations to explain why PCP is not the most frequent
opportunistic infection that defines AIDS in this overseas
territory should be focused on specific features of patient
populations infected with HIV rather than on a hypo-
thetical role of the fungus.
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Pneumocystis : diagnostic biologique
des infections a Prneumocystis jirovecii

S. Le Gal, C. Damiani, A. Totet, G. Nevez

Pneumocystis jirovecii est un champignon opportuniste transmissible spécifique de I’'homme et res-
ponsable, chez les sujets présentant une immunodépression sévére, d’infections graves essentiellement
pulmonaires, plus rarement disséminées, dont |’évolution spontanée est fatale. La pneumonie a Pneu-
mocystis reste, dans les pays développés, la plus fréquente des infections opportunistes, classant les
patients infectés par le virus de I'immunodéficience humaine au stade de syndrome d’immunodéficience
acquise. Elle concerne également les patients présentant des déficits immunitaires en rapport avec des
traitements cytostatiques et immunomodulateurs. Des formes d’infections plus torpides sont possibles
chez des patients présentant des maladies bronchiques et pulmonaires chroniques. Pour ces raisons, les
infections a P. jirovecii demeurent un probleme d’actualité en santé publique. Le lavage bronchoalvéolaire
reste le prélevement essentiel pour le diagnostic des infections a P. jirovecii. L‘association de techniques
microscopiques, dont I'une doit étre panoptique, est indispensable pour la détection du champignon qui
doit s’intégrer dans une démarche globale de diagnostic parasitologique et mycologique. L'utilisation de
la polymerase chain reaction apporte un gain de sensibilité et permet de détecter de faibles charges
fongiques occultées par les techniques microscopiques. La détection des B-1,3-D-glucanes sériques est
une technique de deuxieme intention qui peut contribuer au diagnostic de la pneumonie a Pneumocystis

chez les patients qui, par ailleurs, ne présentent pas d’autre infection fongique invasive.

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Mots-clés : Pneumocystis jirovecii; Pneumonie; PCR; Immunodétection; B-1,3-D glucanes
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® Conclusion

H Introduction

Pneumocystis jirovecii est un champignon opportuniste transmis-
sible spécifique de ’'homme, responsable chezles sujets présentant
une immunodépression sévere, d’infections graves essentielle-
ment pulmonaires, plus rarement disséminées, dont 1’évolution
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spontanée est fatale!!l. La pneumonie a Prneumocystis (acronyme :
PPC) ! reste dans les pays développés la plus fréquente des infec-
tions opportunistes classant les patients infectés par le virus
de I'immunodéficience humaine (VIH) au stade de syndrome
d’immunodéficience acquise (sida). Dans ce contexte, on note
253 cas de PPC inaugurales du sida sur les 1 146 cas de sida décla-
rés a I'Institut de veille sanitaire (InVS) en France en 2006 %!, La
PPC concerne également les patients présentant d’autres déficits
immunitaires en particulier en rapport avec des traitements cyto-
statiques et immunomodulateurs . Les cas diagnostiqués dans ce
contexte ne bénéficient pas d'un systeme national de déclaration
mais, si 'on projette les données fournies par le réseau Pneu-
mocystis de I’Assistance publique-Hopitaux de Paris, leur nombre
pourrait s'élever a 40 % du nombre de cas déclarés a I'InVS ¥l Pour
ces raisons, la PPC représente un probleme d’actualité en santé
publique.

H Classification

Le genre Pneumocystis désigne des micromycetes qui se
positionnent dans l’embranchement des Ascomycota, le sous-
embranchement des Taphrinomycotina, la classe des Pneumo-
cystomycetes, 1'ordre des Pneumocystidales et la famille des
Pneumocystidaceae®). Cinq espéces sont actuellement dénom-
mées selon une nomenclature binominale et en fonction de leur
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espece de mammifére hote. I1 s’agit de P. carinii et P. wakefieldiae
chez le rat, P. murina chez la souris, P. oryctolagi chez le lapin
et P. jirovecii chez ’lhomme "), En 2002, il avait été proposé de
retenir I'appellation Pneumocystis jiroveci (P. jiroveci) déja propo-
sée en 1976 par Frenkel pour désigner l'espece retrouvée chez
I'homme >'121 Ce nom, P, jiroveci, qui a été a l'origine publié sous
une forme correcte avec un seul «i» selon le code international de
nomenclature zoologique, mais incorrecte selon le code interna-
tional de nomenclature botanique, a été corrigé et remplacé par
P. jirovecii avec deux «i» terminaux > 13,

B Habitat

Pneumocystis se développe dans les alvéoles pulmonaires en
contact étroit avec les pneumocytes de typeI, mais reste extracel-
lulaire. Les organes des mammiferes infectés et en particulier les
alvéoles pulmonaires sont les seuls lieux de multiplication connus
au sein desquels le champignon peut étre visualisé. Bien que de
l'acide désoxyribonucléique (ADN) spécifique de Pneumocystis ait
été détecté dans l’eau de bassin et que de ’ADN spécifique de
P. carinii et de P. jirovecii ait été détecté dans l’air dans un ver-
ger de 'Oxfordshire '* 1%, aucun biotope n’a été identifié dans le
milieu extérieur pour les especes du genre Pneumocystis. En fait,
les mammiféres hotes infectés constituent pour I'instant les seuls
réservoirs formellement caractérisés. En méme temps, 1'étroite
spécificité d’hote retrouvée chez les espéces de Prneumocystis justi-
fie d’écarter les animaux comme sources infectieuses potentielles
de P. jirovecii et de considérer I'infection chez’homme comme une
anthroponose avec ’homme infecté comme source essentielle de
P. jirovecii.

B Identification et cycle

Deux formes de Pneumocystis ont été principalement identi-
fiées. Il s’agit des formes trophiques et des formes Kkystiques.
Les kystes matures contiennent huit corps intrakystiques qui,
apres libération et selon un cycle hypothétique, donneront de
petites formes trophiques, de plus grandes formes trophiques
polymorphes, des prékystes précoces, intermédiaires et tardifs et
de nouveaux kystes. Les corps intrakystiques et les petites formes
trophiques sont sphériques et ont une taille de 1 a 2 pm. Des
corps intrakystiques falciformes ou dits en «banane» de plus
grande taille, de 2 a 3 pm, sont plus rarement observés. Les plus
grandes formes trophiques apparaissent tres irrégulieres et ont
une taille de 4 a 8 um. Celles-ci sont tres adhérentes entre elles
ainsi qu’a la surface de pneumocytes de typel. Les prékystes
sont ovoides et présentent une taille de 3,5 a 6 um. Les kystes
matures sont ovoides ou sphériques et présentent une taille de 4
a 7 pm; la taille moyenne usuellement observée étant de 5 pm.
La paroi des prékystes intermédiaires, des kystes tardifs et des
kystes matures apparait comme une couche dense en microscopie
électronique et contient des p-1,3-D-glucanes ['°. Ces stades sont
détectables par les colorations a I'argent et au bleu de toluidine
(cf. infra).

L'hypothése d'un cycle décrivant une multiplication via une
reproduction sexuée (Fig. 1) a été basée sur la mise en évidence
en microsocopie électronique de complexes synaptonémaux ['7).
Les complexes synaptonémaux sont caractéristiques de la pro-
phase de la premiére méiose chez les eucaryotes. Cette observation
est en faveur d'une reproduction résultant d'une conjugaison des
formes trophiques pour former des kystes. Pneumocystis étant un
ascomycete, il est 1égitime de proposer une nomenclature adap-
tée pour désigner, selon ce cycle, les kystes comme des asques, les
corps intrakystiques comme des ascospores. Quoi qu’il en soit, ce
cycle hypothétique a l’avantage de situer dans un ordre logique
les différentes formes qui sont effectivement détectées dans les
prélevements pulmonaires lors de la réalisation du diagnostic de
routine au laboratoire.

La forme naturellement infectante n’est pas identifiée. Toute-
fois, il faut noter que les corps intrakystiques nouvellement libérés
par les kystes matures présentent la méme taille (1 a 3 pm) que

2
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Figure 1. Cycle hypothétique de Pneumocystis jirovecii dans I'alvéole
pulmonaire. Les kystes matures contiennent huit corps intrakystiques.
Apres libération, ces corps intrakystiques donnent de petites formes
trophiques puis de plus grandes formes trophiques polymorphes. La
conjugaison de ces grandes formes trophiques aboutit a la formation des
prékystes précoces, intermédiaires et tardifs, et de nouveaux kystes. En
considérant P, jirovecii comme un ascomyceéte, les kystes correspondent a
des asques et les corps intrakystiques a des ascospores.

d’autres pathogenes tels que Mycobacterium tuberculosis dont la
taille est compatible avec la diffusion profonde jusqu’aux alvéoles
pulmonaires 8],

B Diagnostic biologique

Echantillons pulmonaires

La PPC est une pneumonie alvéolo-interstitielle bilatérale
se révélant au scanner thoracique par des images en verre
dépoli '), D’autres formes cliniques pulmonaires sont retrou-
vées telles que des pneumothorax, des pneumopathies en foyer
et méme systématisées, et des miliaires lors de PPC granulo-
mateuses ?°). Des formes d’infections pulmonaires plus torpides
surviennent chez des patients présentant des bronchopneu-
mopathies chroniques obstructives?!l, des sarcoidoses!??, des
mucoviscidoses ?*!, Celles-ci sont encore mal caractérisées, mais
il est légitime de considérer que le champignon peut contribuer
pour une part a la symptomatologie pulmonaire chez ces patients.
Les localisations extrapulmonaires sont exceptionnelles, mais
connues 18],

Dans ce contexte, le diagnostic biologique des infections a P.
jirovecii repose essentiellement sur la détection du champignon
dans des prélevements pulmonaires, plus rarement dans d’autres
échantillons biologiques lors de localisations extrapulmonaires.
Ce diagnostic a été initialement posé par I’examen microscopique
de tissus pulmonaires post-mortem 2% puis d’aspirations naso-
pharyngées ou trachéales, en particulier chez les nourrissons 2%,
et d’expectorations ?’). D’autres prélévements tels que les biop-
sies pulmonaires transpariétales, transbronchiques, et les brosses
bronchiques ont été présentés comme des préléevements per-
mettant la détection microscopique du champignon 2%, Mais
c’est le lavage bronchoalvéolaire (LBA) pratiqué au cours d'une
fibroscopie bronchopulmonaire qui s’est avéré étre le préléve-
ment essentiel pour le diagnostic de la PPC, en particulier chez
les patients infectés par le VIHP'. A la fin des années 1980,
I'augmentation de I'incidence du sida et des infections a Prneumo-
cystis et la place prépondérante de P, jirovecii dans 1'étiologie des
pneumonies interstitielles chez les sidéens ont conduit a propo-
ser 'expectoration induite comme alternative au LBA 1%/, Celle-ci
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Figure 2. Amas de P, jirovecii constitué de formes trophiques et de kystes
(May-Griinwald-Giemsa, x 200) (fleche).

Figure 4. Kyste mature contenant huit corps intrakystiques (fleche
pleine) et amas de formes trophiques et de kystes adhérant a un macro-
phage (téte de fleche) (May-Griinwald-Giemsa, x 1 000).
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Figure 3. Formes trophiques isolées (fleches) (May-Griinwald-
Giemsa, x 1000).

Figure 5. Corps intrakystiques en forme de «banane» (fleche) (May-
Griinwald-Giemsa, x 1000).

doit étre effectuée avec l'aide de kinésithérapie respiratoire apres
nébulisation d'un sérum hypertonique a 3 % pendant 20 minutes.
L'examen d’'une expectoration induite peut constituer une pre-
miere approche, mais lorsqu’il est négatif, il doit étre suivi d'un
LBA pour confirmer I'absence de P. jirovecii et élargir le champ du
diagnostic étiologique 13,

Détection microscopique

La cytocentrifugation des échantillons de LBA avant colora-
tion a été proposée pour améliorer le confort et la rapidité de
lecture des lames ¥/, La coloration au May-Griinwald-Giemsa est
une coloration panoptique largement utilisée en biologie médi-
cale. Elle colore en bleu les composés basophiles tels que les
cytoplasmes et en pourpre les composés acidophiles tels que les
noyaux. Les amas de P. jirovecii constitués de formes trophiques
et de kystes agglomérés sont aisément détectables a faible grossis-
sement microscopique (20 x 10) (Fig. 2). Les formes trophiques
isolées ainsi que les corps intrakystiques peuvent étre visualisés a
plus fort grossissement (100 x 10) (Fig. 3 a5). La coloration de ..
Chalvardjian % permet de détecter les kystes qui apparaissent
colorés en violet par le bleu d’orthotoluidine (Fig. 6). Les formes
trophiques ne sont pas colorées par cette technique. Les mémes
stades sont colorés par la coloration de Grocott dérivée de celle
de Gomori % et sa variante d’exécution plus rapide décrite par
Mustp (Fig. 7) 7). Ces CO.IOIatIOIl.S .So,m moins ut}llse\e5 au!ourd,‘ hul Figure 6. Amas de kystes dont la paroi est colorée en violet (Chalvard-
en raison de leur potentielle toxicité. La coloration a 1’acide pério- jian, x 1000).
dique (periodic acid schiff — PAS), celle de Papanicolaou et celle de
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Figure 7. Amas de kystes dont la paroi est colorée en brun-noir
(Musto, x 400).

Figure 8. Amas de kystes (immunofluorescence indirecte, anticorps
antikystes, x 250).

Gram-Weigert permettent respectivement de visualiser la paroi
des kystes, les noyaux des corps intrakystiques, la paroi des kystes
et les noyaux des corps intrakystiques **/. Mais celles-ci ne sont
pas utilisées couramment pour le diagnostic biologique des infec-
tions a P, jirovecii. En revanche, la coloration par I'hémalun éosine
reste une coloration de base pour les examens en anatomie patho-
logique et permet de détecter les amas de P. jirovecii dont 1'aspect
en coupe a été classiquement décrit en «rayon de miel » *.

Au milieu des années 1980 la production d’anticorps mono-
clonaux spécifiques de Pneumocystis a permis de développer des
techniques d’immunodétection, en particulier par immunofluo-
rescence qui sont applicables en routine. Ces techniques sont plus
sensibles que les colorations pratiquées sur les LBA et les expec-
torations induites [“*-*%l. L'utilisation des anticorps spécifiques de
kystes permet d’obtenir des images de bonne qualité avec un bruit
de fond limité (Fig. 8) contrairement a celles mettant en ceuvre des
anticorps spécifiques a la fois des formes trophiques et des kystes
(Fig. 9). En effet, les formes trophiques isolées qui sont trés poly-
morphes doivent étre rapidement distinguées du bruit de fond
avant que l'extinction de fluorescence n’en limite I’observation.
Cette observation rapide requiert une grande expérience.

Les colorations par des dérivés du stilbéne révélant les copo-
lyméres de chitine-glucanes des champignons lors d'un examen
microscopique en fluorescence ultraviolette ont été présentées
comme une alternative aux colorations classiques et aux immuno-
détections. Ces colorations sont répandues pour ’examen direct
en mycologie, mais sont, en fait, peu utilisées pour la détection
particuliere de P, jirovecii**.

4
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Figure 9. Kystes et formes trophiques (immunofluorescence indirecte,
anticorps antikystes et antiformes trophiques, x 250).

Culture

La culture de P, jirovecii ne peut étre réalisée en routine dans le
cadre du diagnostic. Une équipe a obtenu expérimentalement la
culture continue de P. carinii en milieu liquide acellulaire, mais ces
résultats n’ont pu étre reproduits *°!.

Amplification par « polymerase chain
reaction »

Depuis la publication princeps de Wakefield et al. [*°!, des tech-
niques de polymerase chain reaction (PCR) manuelle en une étape,
nichée, en temps réel ou quantitative faisant appel a des sondes
d’hydrolyse ou a des sondes d’hybridation, ont été développées
pour amplifier ’ADN de P. jirovecii. Les cibles génomiques rete-
nues sont les génes et loci codant pour: I’ARN de la grande
sous-unité du ribosome de la mitochondrie (mtLSUrRNA) [46-481
I’ARN de la petite sous-unité du ribosome de la mitochondrie ),
la major surface glycoprotein (MSG) 1°* %1, 1a thymidilate synthétase
(TS) %2, la dihydroptéroate synthétase (DHPS) %359 la dihydro-
folate réductase °>%7], ’ARN de la petite sous-unité du ribosome
(ARNr 18S) %1, 'ARN 5SS du ribosome 5% la g tubuline[°!¢?,
les internal transcribed spacers (ITS)1 et 2 de l'opéron nucléaire
de ’ARN ribosomique =%, une protéine fonctionnelle du cycle
de division cellulaire (Cdc2) %, la heat shock protein (HSP) 70 7]
et une sérine endoprotéase®sl. La cible la plus fréquemment
choisie pour le diagnostic reste le gene mtLSUrRNA. Les tech-
niques de PCR amplifiant cette cible sont décrites comme les
plus sensibles et spécifiques® 7", En revanche, des amorces
décrites pour I'amplification du geéne de la TS, de ’ARNr 18S
et des ITS 1 et 2 peuvent amplifier de ’ADN de Candida et de
Saccharomyces 158641,

La spécificité et la sensibilité d’'une méthode diagnostique basée
sur la PCR varient en fonction de la cible amplifiée, de la tech-
nique, ainsi que de la qualité des prélevements analysés. Une
méta-analyse des données publiées sur une période de 10ans
permet de retrouver des valeurs de sensibilité et de spécificité
de la PCR de 99,1% et 92,6 % sur des LBA et de 87 % et 96 %
sur des expectorations "', En somme, c’est une valeur prédictive
négative proche de 100% qui fait tout l'intérét de la PCR sur
LBA.

La PCR permet de détecter le champignon alors que celui-ci est
occulté par les techniques microscopiques. Dans la mesure ou il
est admis que les infections a P. jirovecii résultent de 1’acquisition
de novo du champignon et non de la réactivation d'un portage
chronique de stades quiescents, un résultat de PCR positif doit étre
a priori interprété comme le reflet d’une infection évolutive 7274,
Toutefois, de faibles charges fongiques peuvent étre détectées chez
des patients présentant un diagnostic alternatif a la PPC et une
amélioration clinique malgré I"absence de traitement spécifique
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contre le champignon. Dans ce contexte, le diagnostic de coloni-
sation pulmonaire par P. jirovecii est souvent retenu a posteriori.
11 peut également s’agir de formes d’infections torpides en par-
ticulier chez des patients présentant des maladies bronchiques
et pulmonaires chroniques. La différenciation entre la PPC et la
colonisation fondée sur la quantification de la charge fongique
présente dans les échantillons pulmonaires a 1’aide d'une PCR
quantitative a été proposée [47:51:56.67.75,761 Bjen qu'il semble exis-
ter un lien entre la charge fongique et la gravité de l'infection,
il reste difficile d’établir une telle corrélation puisqu’il n’est pas
possible de standardiser I’échantillon pulmonaire initial faisant
I'objet de la PCR quantitative.

Un autre avantage de la PCR est de détecter de faibles charges
fongiques dans les échantillons de LBA chez des patients déve-
loppant des PPC granulomateuses pour lesquelles le diagnostic
mycologique direct est généralement négatif”7).

Des trousses diagnostiques prétes a l’emploi seront prochai-
nement commercialisées et pourront remplacer les techniques
«faites maison» actuellement utilisées par les laboratoires spé-
cialisés. Leur utilisation permettra de limiter les variations
interlaboratoires.

Diagnostic sérologique

La détection des anticorps dirigés contre des fractions de la
MSG pourrait représenter une approche pour le diagnostic séro-
logique de la PPC mais celle-ci n’a pas été développée pour une
pratique de routine %), La détection des p-1, 3-D-glucanes sériques
pour le diagnostic des infections fongiques profondes a trouvé des
applications pour le diagnostic de la PPC. Un taux supérieur a 80-
100 pg/ml est en faveur d'une PPC chez les patients qui, de plus, ne
présentent pas d’autre infection fongique invasive 8%/, Cepen-
dant, ce test représente une méthode de diagnostic de deuxiéme
intention car la mise en ceuvre du diagnostic mycologique direct
reste prioritaire.

Autres parameétres biologiques

La PaO, est abaissée. Une valeur inférieure a 70 mmHg est
un signe de gravité. Prés de 80% des patients développant
une PPC présentent une élévation des lactates déshydrogénases
(LDH) sériques '”). Toutefois, il est difficile d’utiliser I’élévation
de ces enzymes sériques comme marqueur diagnostique spéci-
fique de la PPC!"”\. La majorité des patients infectés par le VIH
qui développent une PPC présentent un déficit des lymphocytes
CD4* caractérisé par une valeur inférieure a 200/mm? ],

Identification génotypique

Plusieurs approches ont été développées pour aborder
Iidentification génotypique de P.jirovecii. 1l s’agit de méthodes
fondées sur l’analyse d’un géne ou de plusieurs génes ou loci
avec ou sans séquencage 5283, Les génes ou loci les plus fréquem-
ment retenus sont ceux codant I’ARN de la grande sous-unité du
ribosome de la mitochondrie 3571, Jes ITS1 et ITS2163/658881 |5
DHPS %4 et la MSG 1?1, Le polymorphisme du géne mtLSUrRNA
est limité. Sept types ont été effectivement identifiés a partir
du polymorphisme de ces positions [#+-#7!, Le polymorphisme des
ITS1 et 2 est plus important. Un type ITS de P.jirovecii résulte de
l'association d’un alléle ITS1 avec un alléle ITS2. Environ 60 types
ont été décrits mais les types Eg et Ne représentent prés de 50 %
des types identifiés (%821,

L’analyse du locus DHPS occupe une place singuliére dans les
techniques de génotypage, car la DHPS est I’enzyme cible des sul-
famides qui sont largement utilisés comme traitement préventif
et curatif des infections a P. jirovecii. Le polymorphisme du locus
DHPS est faible, mais deux principales mutations non synonymes
ont été détectées en positions 165 et 1715492 I’analyse des
séquences incluant ces positions permet d’identifier de simples
mutants ou des doubles mutants. Les facteurs de risques prin-
cipaux pour développer une infection par des mutants sont les
antécédents de traitement par les sulfamides ainsi que le lieu de
résidence des patients**°4. Ces deux facteurs sont compatibles
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avec I'hypothese que le champignon est transmis des patients
infectés traités aux patients susceptibles non traités soit directe-
ment, soit via une hypothétique source environnementale. Pour
ces raisons, 1'analyse du locus DHPS peut servir de marqueur de
circulation de P, jirovecii®).

Par analogie avec d’autres micro-organismes tels que Plasmo-
dium °°!, mais aussi en raison de résultats de tests in vitro 1, il est
admis que les mutants DHPS présentent une moindre sensibilité
aux sulfamides. La présence de mutants DHPS chez les patients
infectés a été corrélée aux échecs de prophylaxie par les sulfa-
mides 1!, Toutefois, la présence de mutants DHPS chez les patients
développant une PPC ne semble pas conduire en pratique a des
échecs thérapeutiques patents.

Des techniques de polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) sur les génes de la DHPS et de la
MSG ont été développées ! *%l. Les avantages de ces techniques
sont leur moindre coft et leur rapidité car elles s’affranchissent
du séquencage. Hauser et al. ®% ont développé une technique de
single strand conformation polymorphism (SSCP) sur les génes mtL-
SUIRNA, de I’ARN de la grande sous-unité du ribosome, de la
B tubuline, et de I'ITS1. Cette technique multiloci est considé-
rée comme la technique la plus discriminante [#29%. Elle est, en
revanche, moins sensible que celle basée sur le séquencage des
ITS1 et ITS2 pour le génotypage de P. jirovecii chez des patients
infectés par de faibles charges fongiques. En outre, les résul-
tats de génotypage obtenus a l’aide des techniques de PCR-RFLP
sur la MSG et de SSCP par des laboratoires différents sont diffi-
cilement comparables, contrairement aux résultats obtenus par
séquencage.

(14 . .
Points essentiels

L'association de techniques microscopiques, dont l'une
doit étre panoptique, est indispensable pour la détec-
tion de P, jirovecii qui doit s'intégrer dans une démarche
globale de diagnostic parasitologique et mycologique.
La PCR est une technique sensible permettant de
détecter de faibles charges fongiques qui peuvent
étre occultées par les techniques microscopiques. Dans
la mesure ou les infections a P jirovecii résultent le
plus souvent de l|‘acquisition de novo du champi-
gnon et non de la réactivation a partir d’'un portage
chronique de stades quiescents, un résultat de PCR
positif doit &tre a priori interprété comme le reflet
d’une infection évolutive. Ces faibles charges fon-
giques détectées par PCR peuvent également refléter
des formes d’infections plus torpides, en particulier
chez des patients présentant des maladies bronchiques
et pulmonaires chroniques, pour lesquels un diag-
nostic alternatif a la pneumonie a Pneumocystis est
possible. Dans ce contexte, le diagnostic de coloni-
sation pulmonaire par P jirovecii est souvent retenu a
posteriori.

H Conclusion

Les infections a P. jirovecii restent d’actualité et les praticiens
doivent conserver une expertise pour la pratique du diagnos-
tic biologique. Celui-ci doit reposer sur I'examen microscopique
comprenant une association de colorations panoptiques avec des
colorations spécifiques ainsi qu'une technique de PCR. La détec-
tion des -1,3-D-glucanes sériques, encore peu utilisée pour le
diagnostic de routine des mycoses profondes, se positionnera
comme une technique complémentaire pour le diagnostic des
infections a P. jirovecii.
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Résumé

Le genre Pneumocystis désigne un groupe de champignons
opportunistes présentant une étroite spécificité d'hote. Il détermine
lors d'immunodépression sévére une infection pulmonaire grave, la
pneumonie a Pneumocystis (PPC). La transmission de
Pneumocystis par voie aérienne d'un héte développant une PPC a
un héte susceptible a été démontrée a I'aide des modeles murins.
Les travaux menés chez la souris ont montré également que des
sujets immunocompétents colonisés par Pneumocystis murina
peuvent transmettre le champignon a des  souris
immunodéprimées qui développeront une PPC ultérieurement. Les
individus colonisés par Pneumocystis sp., ainsi que ceux
développant une PPC, participeraient au réservoir du champignon.
La survenue de cas groupés de PPC en milieu hospitalier est en
faveur de la transmission interindividuelle de Pneumocystis
jirovecii (P.jirovecii) chez 'homme. La détection de I'ADN de
P jirovecii dans l'air exhalé par les patients développant une PPC
suggere que cette transmission se fait par voie aérienne.

La caractérisation des populations infectées par P.jirovecii et la
caractérisation génotypique du champignon au sein de son
réservoir humain constituent la base de ce travail de recherche.
Nous avons montré que la prévalence de la colonisation par
P jirovecii est faible chez les patients atteints de mucoviscidose et
suivis dans notre CHU. La participation de ces patients au
réservoir de P.jirovecii a Brest serait donc marginale. Cette faible
prévalence pourrait étre le reflet d'une faible circulation du
champignon dans les communautés humaines dans notre région.
Nous avons évalué le dosage du B-1,3-D glucane sérique pour
dépister les populations infectées. Ce dosage couplé a la détection
de P.jirovecii dans les prélévements respiratoires par la
microscopie et la PCR, permet de différencier les patients
développant une PPC et les patients présentant une colonisation
pulmonaire par P.jirovecii. De plus, les premiéres données sur le
3-1,3-D glucane au cours de la primo-infection chez le nourrisson
ont été obtenues.

En termes de caractérisation de P.jirovecii dans notre région,
I'analyse du locus dihydropteroate synthase (DHPS) a montré que:
i) le lieu habituel de résidence plutdt que le lieu de diagnostic de
l'infection a P.jirovecii serait un facteur prédictif d’infection par un
mutant, ii) P.jirovecii pourrait circuler en France d’une région a une
autre via des voyageurs infectés, iii) la prévalence de mutants
potentiellement résistants chez les patients vivant effectivement a
Brest était de 0%. L'analyse des séquences des ‘“internal
transcribed spacers” (ITS) 1 et 2 de P.jirovecii conforte I'nypothése
que les patients développant une PPC et les patients colonisés
sont infectés par des populations fongiques présentant des
caractéristiques identiques. Tous les patients, quelle que soit la
présentation clinique de leur infection, constitueraient un réservoir
unique et commun de P jirovecii. Les travaux de génotypage ont
constitué I'étape préalable nécessaire a l'analyse de cas groupés
d'infections a P.jirovecii survenus chez des patients transplantés
rénaux au CHU de Brest. Nous avons apporté des données
originales sur le réle des patients colonisés en tant que source
potentielle de P.jirovecii dans un contexte d'acquisition et de
transmission nosocomiales du champignon. Par ailleurs, la
concordance partielle ou compléte des génotypes ITS et DHPS
dans les couples "préléevements d'air—LBA" réalisés chez des
patients développant une PPC est compatible avec I'exhalation du
champignon et sa diffusion aérienne dans [I'environnement
hospitalier. Ces données apportent des arguments pour
'application de mesures de prévention des infections
nosocomiales a P.jirovecii. Les précautions "gouttelettes"
recommandées par la Société Francaise d'Hygiéne Hospitaliere
devraient étre appliquées a minima aux patients développant une
PPC. Nous proposons leur extension aux patients colonisés par le
champignon.

Summary

The genus Pneumocystis represents a group of opportunistic fungi
that show strong host specificity. It is the cause of severe
pneumonia (Pneumocystis Pneumonia [PCP]) in
immunocompromised subjects. Pneumocystis transmission from a
host with PCP to another susceptible host via the airborne route
has been demonstrated in rodent models. Moreover, it has been
established that Pneumocystis murina can be transmitted from
immunocompetent mice, transiently colonized by the fungus, to
immunocompromised susceptible mice that subsequently develop
PCP. Colonized subjects and those developing PCP may be part
of the fungus reservoir. Reports of PCP case cluster in hospital
strongly suggest that Pneumocystis jirovecii (P.jirovecii)
transmission in humans may also occur. P.jirovecii DNA detection
in the air surrounding PCP patients is consistent with the
transmission of P.jirovecii via the airborne route.

Our goals were to characterize human populations infected with
P.jirovecii and to characterize P.jirovecii within its human reservoir.
We showed that P.jirovecii was rarely involved in pulmonary
colonization in patients with cystic fibrosis monitored in the Brest
Hospital. Thus this patient population was not part of the human
reservoir of the fungus in our region (Brittany, Western France).
This low prevalence of colonization may reflect a low level of
P._jirovecii circulation within human communities in Brittany. In
order to improve the identification of patients infected with
P.jirovecii, we evaluated R-1,3-D glucan detection in serum
samples. We showed that serum B-1,3-D glucan levels combined
with P jirovecii detection in pulmonary samples using microscopic
examination and a PCR assay make it possible to distinguish
between PCP and pulmonary colonization. Moreover the first data
on R-1,3-D glucan levels during primary infection were obtained.

In order to characterize P.jirovecii in our region, we performed the
typing of P.jirovecii isolates from infected patients monitored at
Brest hospital, using the dihydropteroate synthase (DHPS) and the
internal transcribed spacer (ITS) 1 and 2 locus analysis. DHPS
typing showed that i) the usual city of patient residence rather that
the city in which the diagnosis of P.jirovecii infection has been
made is a predictor of mutants, i) mutants can be imported from
one region to another through infected visitors, iii) the prevalence
of mutants potentially resistant to sulfonamides was 0% in patients
who effectively lived in the Brest geographic area. Results of ITS
analysis in PCP patients and colonized patients are consistent with
the hypothesis that these 2 patient groups are infected with similar
P.jirovecii populations. All infected patients, whatever their clinical
presentation, may be part of a common and unique reservoir of the
fungus.

We investigated an outbreak of P.jirovecii infections in 18 renal
transplant recipients using the same typing method combined with
patient encounter analysis. The results provided evidence of the
role of colonized patients as potential sources of P.jirovecii. The
same typing method was applied to pairs of pulmonary samples
and room air samples of PCP patients. Full or partial matches of
P._jirovecii types in pulmonary and air sample pairs were observed.
These results are consistent with P.jirovecii exhalation by PCP
patients in their close environment. These data support arguments
for applying droplet precautions, at least to PCP patients, to
prevent P.jirovecii transmission, as recommended by the "Société
francaise d'hygiene hospitaliere". We suggest extending droplet
precautions to colonized patients to achieve the prevention of
P._jirovecii nosocomial infections.
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