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PReumocy/stis |IroVvec]

pReumoepathie interstitielle

deficii Immunitaire congeniial
deficit Immunitaire acquis (SIDAF++)



Diagnostiic

/" N\

Aspect clinigue Aspect radiolegigue

Toux seche et discrete
GEneE respiratolre
Polypnee




Diagnostiic

Avant 1982 : biopsie pulmonaire a thorax ouvert
Apres 1982 : LBA ++++
Expectoration induite
Crachats
Avenir : rincage oropharyngé ?
Les sécretions nasales?

Techniques de coloration Biologie moléculaire
specifiques PCR en point final, PCR nichée,
Gomori-Grocott, May Grunwald RT-PCR

Giemsa, Gram Weigert et bleu

de toluidine




notre étude

Comparer nes resultats: (Mechnigues de
coloration et PCR) 'selon le site de
prelevenent



Matériel et méthodes




aviir 2005 — decembre 2009

168 patients ImmunedeprHmes
185 prelevements; :
107 prelevements Invasiis
78 prelevements nen Invasiis



Lesitechnigues)de coloration



La coeloranen au Viay: Grunwald Glemsa




. a coloration au Gomori-Grocott




La PCR en point final

Extraction de 'ADN PCR

QIA Amp DNA Blood Mini kit QIAGEN Amorces décrites par Mei et coll.
Protocole de base decrit 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.



PRnelmocystose

gdes resuliats pesiitiis des
lechnigues

URraspect radielegigue evocateur

la décision thérapeutigue de mise dui patient
sous Trimethoprime- Sulfamethoxazole



Résultats



22 patients
atteints de
Pneumocystose

17 VIH+, les autres

(un déficit immunitaire
congénital, une cirrhose
post-hépatite C,
lymphome et 2
hémopathies malignes)




22 patients
atteints de
Pneumocystose

30 prelevements
broncho-
pulmonaires

18 prélevements invasifs 12 prélevements non invasifs

(17 LBA et un liquide (8 crachats, 2 liquides
pleural) bronchiques et 2 PTP)




Résultats globaux



30 prélevements
broncho-pulmonaires

Techniques de PCR
coloration

5 préelevements 25 prélevements
positifs positifs

une sensibilite 16,7% une sensibilité 83,3%

une spécificite 100% une spécificité 97,2%




Résultats selon le site

de prélevement




18 prélevements
Invasifs

Techniques de PCR

coloration
5 prelevements

16 prelevements

positifs (5 LBA) pOSItlfjn(ﬁ)l)_BA et

une sensibilite 27,7% une sensibilité 88,8%
une specificite 100% une spécificité 94,4%




12 prélevements non
Invasifs

Technigques PCR
de coloration

9grélévements positifs
(5 crachats, 2 LB et 2
Aucun PTP)

prelevement une sensibilité 75%

une spécificité 100%

positif




Discussion



o Jus@guraux annees 1980

6 BIepPSIe pulimoenaireravec empreites suitliamies
QU coupes histelogigues: (Fechnigues de coloration)

o Annees 1980 aux annees; 1990

flavages pronchielo=alyveoslaes (Mlechnigueside
coloration et PCR)
o Actuellement

6 EXPECIOranens INdUILES), SECIELIONS hIGRCHIGUES
(Nestied-PCR, PCR enipoint final’, PCR en temps reel)

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



5 prelevements positifis: 25 prelevements positifs

NECHnIgUES der coleranon PCR
(1657%) (835,3%)

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

P

sensinilite:s 25a 617 % sensidilite: 87 a 100 %



5 préelevements: invasiifs positifis 16/ prelevements, invasiis et 9

Trechnigues de coloration prelevements non invasifs positifs
PCR
[Lecture difficile des detection de faibles guantites d’ADN
prélevements pauci-parasités (0,5-1 no/)
sutp,?rfli:lels ou fiches erl Extraction| et purification: cencentrent
EIEFACES (ILCLS, YEMmEs, IFechantillon jusgu’a 100 foisien ADN

levures ou hematies) de P, jirovec

AMGrces, ciblent unigene cedant pour
|2 glyceprotéine de suriace de P.
jiroveci present a plus de 100 copies

Ziani-Yaker et coll. Bull. Soc. Fr. Parasitol. Kovacs et coll. J. Biol. Chem. 1993; 268, 6034-6040.
1997 : 15, 2, 223-229. Sunkin et coll. J. Euk. Microbiol. 1994; 41, 292-300.
Huang et coll. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 1999 ; 35, 27-

32.



prelevements rmvasiifs prelevements non linvasifis

PER PCR
URe sensiniliie 86,6% URersensiiiie vs%
URESpeciiiciie 94549 Une specificiie 100%

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.

<

sensibilite: 100% sensibilite: 75 a 94%



prelevements Imvasiis

S

Portage asympieomatigue oulinira-clinigue
annencant la maladie 2

iy

Presence d'un tres fable nembre de trophezoiies erou de
kystes de P~ JireVveci' qui peurralent etre presents dans la
fiore commensale neimale

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



prelevements nen Invasiis

S >

Eacile a realiser \/olume recueilli
REpeter les prelevements Parasitisme moins
(Contralerapres iIntense
traitement)

Absence de contre
Indication
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.



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

S

SEcletiens nasales (sensipilite s 98%)

[INcages eropharynges (sensibilite: 75 a 83%)



Conclusion



Devant une symptematelogie clinigue evoecatrice, la
PCR conventiennelle, technigue sensikle et efficiente,
permet ainsiile'diagnoestic dela pneumaoecystese dans
de tels prelevements peu Invasifs; :

Les crachats

[Lesi SEcretionsi nasales, ou les fnecages
PrePNaNNGES?





