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Pneumocystis jiroveciPneumocystis jiroveci

pneumopathie  interstitielle pneumopathie  interstitielle 

ddééficit immunitaire congficit immunitaire congéénitalnital
ddééficit immunitaire acquis (SIDA+++)ficit immunitaire acquis (SIDA+++)
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DiagnosticDiagnostic

Aspect cliniqueAspect clinique

Toux sToux sèèche et discrche et discrèètete
GGèène respiratoirene respiratoire

PolypnPolypnééee

Aspect radiologiqueAspect radiologique
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DiagnosticDiagnostic

Techniques de coloration 
spécifiques
Gomori-Grocott, May Grünwald 
Giemsa, Gram Weigert et bleu 
de toluidine

Biologie moléculaire
PCR en point final, PCR nichée, 
RT-PCR

Avant 1982 : biopsie pulmonaire à thorax ouvert
Après 1982 : LBA ++++

Expectoration induite
Crachats

Avenir : rinçage oropharyngé ?
Les sécrétions nasales? 
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notrenotre éétudetude

Comparer  nos rComparer  nos réésultats (Techniques  de sultats (Techniques  de 
coloration et PCR) selon le site de coloration et PCR) selon le site de 

prprééllèèvementvement
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MatMatéériel et mriel et mééthodesthodes
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avril 2005 avril 2005 –– ddéécembre 2009cembre 2009

168168 patients immunodpatients immunodééprimpriméés s 
185185 prprééllèèvements :  vements :  

107107 prprééllèèvements invasifs vements invasifs 
7878 prprééllèèvements non invasifsvements non invasifs
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Les techniques de Les techniques de colorationcoloration
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La coloration au May GrLa coloration au May Grüünwald Giemsanwald Giemsa
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La coloration au GomoriLa coloration au Gomori--GrocottGrocott
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La PCR en point finalLa PCR en point final
Extraction de l'ADN

QIA Amp DNA Blood Mini kit QIAGEN

PCR
Amorces décrites par Mei et coll.

Protocole de base décrit par Huang et coll.

Bande de 249 pb

PM      T- T+       LBA +

Mei et coll. Infect. Immun. 1998; 66, 4268-4273.
Huang et coll. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 1999 ; 35, 27-32.
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PneumocystosePneumocystose

des rdes réésultats positifs des sultats positifs des 
techniquestechniques

un aspect radiologique un aspect radiologique éévocateurvocateur

la dla déécision thcision théérapeutique de mise du patient  rapeutique de mise du patient  
sous sous TrimTrimééthoprimethoprime-- SulfamSulfamééthoxazolethoxazole
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RRéésultatssultats

http://www.infectiologie.org.tn



168 patients

146 patients 
indemnes

22 patients 
atteints de 

Pneumocystose

17 VIH+, les autres 
(un déficit immunitaire 

congénital, une cirrhose 
post-hépatite C, 
lymphome et 2  

hémopathies malignes)
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30 prélèvements 
broncho- 

pulmonaires

18 prélèvements invasifs

(17 LBA et un liquide 
pleural)

12 prélèvements non invasifs

(8 crachats, 2 liquides 
bronchiques et 2 PTP)

22 patients 
atteints de 

Pneumocystose
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RRéésultats globauxsultats globaux
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30 prélèvements 
broncho-pulmonaires

Techniques de 
coloration

5 prélèvements  
positifs

une sensibilité 16,7%
une spécificité 100% 

PCR

25 prélèvements 
positifs

une sensibilité 83,3%
une spécificité 97,2%
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RRéésultats selon le site sultats selon le site 
de prde prééllèèvementvement
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18 prélèvements 
invasifs

Techniques de 
coloration           

5 prélèvements 
positifs (5 LBA)
une sensibilité 27,7%
une spécificité 100%

PCR

16 prélèvements 
positifs (15 LBA et 

un LP)
une sensibilité 88,8%
une spécificité 94,4%
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12 prélèvements non 
invasifs

Techniques 
de coloration

Aucun 
prélèvement 

positif

PCR

9 prélèvements positifs    
(5 crachats, 2 LB et 2 

PTP)
une sensibilité 75%

une spécificité 100%
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DiscussionDiscussion
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•• JusquJusqu’’aux annaux annéées 1980es 1980

biopsie pulmonaire avec empreintes sur lames biopsie pulmonaire avec empreintes sur lames 
ou coupes histologiques ou coupes histologiques (Techniques de coloration)(Techniques de coloration)

•• ActuellementActuellement

expectorations induites, sexpectorations induites, séécrcréétions bronchiques tions bronchiques 
(Nested(Nested--PCR, PCR en point final , PCR en temps rPCR, PCR en point final , PCR en temps rééel)el)

Latouche et coll . Rev. Fr. labo. 2000 ; 320, 63-69.

•• AnnAnnéées 1980 aux annes 1980 aux annéées 1990es 1990

lavages bronchiololavages bronchiolo--alvalvééolaires olaires (Techniques de (Techniques de 
coloration et PCR)coloration et PCR)
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5 pr5 prééllèèvements positifsvements positifs

Techniques de colorationTechniques de coloration
(16,7%)(16,7%)

25 pr25 prééllèèvements positifsvements positifs
PCRPCR

(83,3%)(83,3%)

sensibilitsensibilitéé:  25 :  25 àà 67 %67 % sensibilitsensibilitéé: 87 : 87 àà 100 %100 %

Flori P et coll. J. Med. Microbiol. 2004; 53, 603-607.
Roux P et coll. J. Clin. Microbiol. 1994; 32, 2324-2326.
Sing A et coll.  J. Clin. Microbiol. 2000; 38, 1461-1467.
Weig M et coll. J. Clin. Microbiol. 1997; 35,6, 1445-1449.
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5 pr5 prééllèèvements invasifs positifsvements invasifs positifs
Techniques de colorationTechniques de coloration

16 pr16 prééllèèvements invasifs et 9 vements invasifs et 9 
prprééllèèvements non invasifs positifsvements non invasifs positifs

PCRPCR

Lecture difficile des Lecture difficile des 
prprééllèèvements paucivements pauci--parasitparasitéés s 
superficiels ou  riches en superficiels ou  riches en 
artartééfacts (mucus, germes, facts (mucus, germes, 
levures ou hlevures ou héématies)maties)

Ziani-Yaker et coll. Bull. Soc. Fr. Parasitol. 
1997 ; 15, 2, 223-229.

ddéétection de faibles quantittection de faibles quantitéés ds d’’ADN ADN 
(0,5(0,5--1 ng/1 ng/µµl) l) 

Extraction et purificationExtraction et purification concentrent concentrent 
ll’é’échantillon jusquchantillon jusqu’à’à 100 fois en ADN 100 fois en ADN 
de de P. jiroveciP. jiroveci

Amorces ciblent un gAmorces ciblent un gèène codant pour ne codant pour 
la glycoprotla glycoprotééine de surface de ine de surface de P. P. 
jiroveci jiroveci prpréésent sent àà plus de 100 copies plus de 100 copies 

Kovacs et  coll. J. Biol. Chem. 1993; 268, 6034-6040.
Sunkin et  coll. J. Euk. Microbiol. 1994; 41, 292-300.
Huang et  coll. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 1999 ; 35, 27- 
32.
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prprééllèèvements non invasifsvements non invasifs

PCRPCR
une sensibilitune sensibilitéé 75%75%
une spune spéécificitcificitéé 100%100%

prprééllèèvements invasifsvements invasifs

PCRPCR
une sensibilitune sensibilitéé 88,8%88,8%
une spune spéécificitcificitéé 94,4%94,4%

sensibilitsensibilitéé:: 100%100% sensibilitsensibilitéé: 75 : 75 àà 94%94%

Latouche et  coll . Rev. Fr. labo. 2000 ; 320, 63-69.

Durand et coll. FEMS Immun. Microbiol. 2005; 45, 405-410

Turner et coll. Eur. Respir. J. 2003, 21, 204-208.
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prprééllèèvements invasifsvements invasifs

Portage asymptomatique ou infraPortage asymptomatique ou infra--clinique clinique 
annonannonççant la maladieant la maladie ??

PrPréésence dsence d’’un trun trèès faible nombre de trophozos faible nombre de trophozoïïtes et/ou de tes et/ou de 
kystes de kystes de P. jiroveci P. jiroveci qui pourraient être prqui pourraient être préésents dans la sents dans la 

flore commensale normaleflore commensale normale

Ribes et coll.J. Clin. Microbiol.1997; 35, 4, 830-835
Brancart et coll. Journal of Microbiological Methods. 2005; 61: 381-387.
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prprééllèèvements non invasifsvements non invasifs

Facile Facile àà rrééaliseraliser

RRééppééter les prter les prééllèèvements vements 
(contrôle apr(contrôle aprèès s 
traitement)traitement)

Absence de contre Absence de contre 
indicationindication

Volume recueilliVolume recueilli

Parasitisme moins Parasitisme moins 
intenseintense

Latouche et  coll . Rev. Fr. labo. 2000 ; 320, 63-69.
Durand et coll. FEMS Immun. Microbiol. 2005; 45, 405-410
Turner et coll. Eur. Respir. J. 2003, 21, 204-208.

http://www.infectiologie.org.tn



SSéécrcréétions nasales (sensibilittions nasales (sensibilitéé : 93%) : 93%) 

rinrinççages oropharyngages oropharyngéés (sensibilits (sensibilitéé: 75 : 75 àà 83%)83%)

Latouche et  coll . Rev. Fr. labo. 2000 ; 320, 63-69.
Durand et coll. FEMS Immun. Microbiol. 2005; 45, 405-410
Turner et coll. Eur. Respir. J. 2003, 21, 204-208

http://www.infectiologie.org.tn



ConclusionConclusion
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Devant une symptomatologie clinique Devant une symptomatologie clinique éévocatrice, la vocatrice, la 
PCR conventionnelle, technique sensible et efficiente, PCR conventionnelle, technique sensible et efficiente, 
permet ainsi le diagnostic de la pneumocystose dans permet ainsi le diagnostic de la pneumocystose dans 
de tels prde tels prééllèèvements peu invasifs :vements peu invasifs :

Les crachatsLes crachats

Les sLes séécrcréétions nasales ou les rintions nasales ou les rinççages ages 
oropharyngoropharyngéés?s?
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