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Résumé en frangais

Les infections fongiques sont une complication fréquente des patients d’hématologie et en
particulier des patients ayant recu une greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH).
L'objectif de ce travail était d’identifier les facteurs de risque intrinséques d’infections

fongiques et les modalités de leur transmission.

Nous avons d’abord étudié I'aspergillose invasive (Al) qui est I'infection fongique la plus
fréquente chez les greffés de CSH en croisant les données du registre européen des greffés
ProMise et la base de données de I’étude prospective SAIF. Nous avons mené une étude cas-
témoins nichée dans une cohorte de 185 cas et 651 témoins appariés. Les facteurs associés a
la survenue d’une aspergillose étaient I'irradiation corporelle totale, une GvH aigué de grade
>2 et la rechute de I'hémopathie. Trente-cing cas étaient précoces (<J40), 33 tardifs (entre
J40 et J100) et 117 tres tardifs (>J100). Le facteur associé a la survenue d’une Al précoce
était I'absence de prise de greffe. Le facteur associé a la survenue d’une Al tardive était la
GvH aigué de grade 3-4. Les facteurs associés a la survenue d’une Al tres tardive étaient la
GvH aigué de grade >2, la rechute et la neutropénie secondaire. Tous les facteurs pré-greffe

étaient effacés par les facteurs post-greffe.

Puis nous avons étudié la transmission d’infection fongique par I'étude d’'une épidémie de
pneumocystose survenue dans le service. Douze cas de pneumocystose sont survenus en 7
mois dans le service soit beaucoup plus qu’au cours des années précédentes. L'analyse
moléculaire a permis de montrer que 4 cas appartenaient au méme génotype, qui est un
génotype rare jamais décrit dans une série de plus de 300 génotypes en Europe. La carte de
transmission a permis de constater que ces 4 patients se sont rencontrés uniquement en
hopital de jour. Cette étude est la premiere démonstration moléculaire d’'une épidémie de

pneumocystose dans un service d’hématologie.



Résumé en anglais

Fungal infections are a common complication of hematology patients and especially in
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) recipients. The objective of this work was to

identify intrinsic risk factors for fungal infections and transmission.

We first studied invasive aspergillosis (IA), which is the most common fungal infection after
HSCT by crossing data from the European HSCT registry ProMise and the prospective study
database SAIF. We conducted a nested case-control study in a cohort of 185 cases and 651
matched controls. Factors associated with onset of aspergillosis were total body irradiation,
acute GVHD grade 22, and relapse of the underlying disease. Thirty-five IA were early (<D40),
33 late (between D40 and D100) and 117 very late (> D100). The factor associated with the
occurrence of an early IA was the absence of engraftment. The factor associated with the
occurrence of late IA was acute grade 3-4 GvH. Factors associated with the occurrence of
very late IA were acute GVHD grade >2, relapse, and secondary neutropenia. All pre-

transplant factors were supplanted by post-transplant factors.

Then we studied the transmission of fungal infection by studying a pneumocystosis outbreak
occurring in the hematology department. Twelve cases occurred within 7 months. Molecular
analysis showed that 4 of them belonged to the same genotype, which is a rare genotype
never described in a series of more than 300 genotypes in Europe. The transmission map
permitted to identify that these 4 patients met only in the daycare center. This study is the

first molecular demonstration of a pneumocystis outbreak in a hematology ward.
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l. Introduction

A. Infections fongiques invasives et aspergilloses

Les infections fongiques invasives (IFl) représentent une complication grave de |'allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques (CSH). La plus fréquente d’entre elles en France est
I’aspergillose invasive (Al). Les moyens diagnostiques et thérapeutiques ont évolué sur les 25
derniéres années : apparition de nouveaux outils diagnostiques et de nouvelles molécules
antifongiques. Ceci change les perspectives et incite a réfléchir sur les stratégies de prise en
charge des IFl au cours de I'allogreffe. Tous les allogreffés partent-ils a JO de la greffe avec le
méme risque ? Doit-on appliquer la méme stratégie a tous ? Les stratégies élaborées dans
les années 2000 sont-elles toujours d’actualité ? Pour tenter de répondre a ces questions il
est important d’étudier précisément les facteurs de risque d’Al au décours de I'allogreffe : a
partir des données disponibles a JO de la greffe (facteurs pré-greffe) puis avec les données de

I’évolution (facteurs post-greffe).

1. Définition des infections fongiques invasives

Les infections fongiques invasives sont des infections touchant principalement
I'immunodéprimé. Leur diagnostic est difficile malgré I'apparition de nouveaux outils. Chez
les patients d’hématologie, les IFI (hors Pneumocystij jirovecii) sont classées selon les critéres
EORTC-MSG 2008 (De Pauw, Walsh et al. 2008) en IFl prouvées, probables et possibles. Les
critéres d’hote (Figure 1) correspondent au terrain connu comme étant un facteur de risque.
Les criteres cliniques correspondent aux signes cliniques ou radiologiques d’IFl. Les critéres
mycologiques correspondent a des marqueurs directs (examen direct, culture) ou indirects
(galactomannane, B-D-glucane). Une infection prouvée (Figure 2) est définie par un examen
histologique positif ou la culture positive d’un site normalement stérile. Une infection
probable est définie par la présence d’un critere d’h6te, un critére clinique et un critére
mycologique. Une infection possible est définie par la présence d’un critere d’héte et d’un
critére clinique. Ces criteres ont été élaborés pour les études, en particulier pour

homogénéiser les définitions dans les essais thérapeutiques. La PCR aspergillus qui n’était
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pas standardisée en 2008 ne faisait pas partie des criteres mycologiques. Cette classification

est actuellement en cours de révision mais les nouveaux critéres ne sont pas encore publiés.

Ces définitions ne prennent pas en compte les infections a Pneumocystij jirovecii, autre

champignon responsable de pneumopathies séveres chez les patients d’hématologie.
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Criteria for probable invasive fungal disease except for endemic mycoses

Hast factors®
Recent history ofneutropenia (<0.5 = 10 nentrophils [<500 neutrophilsfmm3] for »10 days) temaporally related to the onset of fngal disease
Receipt o fan allogeneic stem cell transplant

Prolonged use of corticosteroids (excluding among patients with allergic bronchopultnonary aspergillosis) at a mean minirmun dose of 0.3 mg/kg’
day of prednizone equivalent for =3 weeks

Treatrnent wath other recognized T cell imrmunosuppressants, such as cyclosporine, THF - blockers, specific monoclonal antibodies (such as
alemtuzurab), or nucleosde analogues during the past 90 days

Inhented severe intmunodeficency (such as chronic granulomatous dizease or severe combined immunodeficency)
Clinical criteria?
Lower respiratory tract fangal disease”
The presence of | of the following 3 sgns on CT:
Denze, well-circumnscribed lesions(s) with or without a halo sign
Alr-crescent sign
Cavwity
Tracheobronchitis
Tracheobronchial wleeration, nodule, pseudomermbrane, plague, of eschar seen on bronchozcopic analysis
sinonasal infection
Imaging showing sinusitis plusat least | ofthe following 3 signs:
Acute localized pain (including pain radiating to the eye)
Masal ulcer with black eschar
Extension from the paranasal sinus across hony bartiers, including into the orbit
CHE infection
1 of the following 2 signs:
Focal lesions onimaging
Meningeal enhancernent on MR or CT
Dissetninated candidiasie?
Atleast | ofthe following 2 entities after an episode of candidernia within the previous 2 weels:
Small, target-like abscesses (bull's-eve lesions) in liver or spleen
Progressive retinal exudates on ophthalmologic exarnination
Mycological criteria
Direct test (cytology, direct microscopy, or culture)
Ilold in sputum, bronchoalveolar lavage fluid, bronchial hrush, or sins aspirate sarples, indicated by 1 of the followang:
Presence of fungal elements indicating a mold
Fecovery by culture ofa mold (e g, Aspergillus, Fusariurm, Zygomycetes, or Sredosporium species)
Indirect tests (detection of antigen or cell-wall constituents)®
Aspergilloss
Galactomannan antigen detected in plastma, serum, bronchoalveolar lavage fuid, or C3F
Invasive fangal disease other than cryptococcoas and Zygomycoses

A-p-glucan detected in serum

Figure 1 Criteres d’hote, critéres cliniques et criteres mycologiques de la définition des

infections fongiques de I'EORTC-MSG 2008. (De Pauw, Walsh et al. 2008)
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IFI prouvée » Histologie
P « Culture site stérile (hors LBA, sinus, urines)

1 Critére d’héte

IFI possible ¥
1 Critére clinique IF1 probable

+

1 Critére mycologique

Figure 2 Classification des infections fongiques invasives selon les criteres EORTC-MSG 2008

(d’apres (De Pauw, Walsh et al. 2008))

2. Incidence des infections fongiques invasives

Les infections fongiques invasives sont une complication fréquente chez les patients
d’hématologie et en particulier au décours de [lallogreffe de cellules souches
hématopoiétiques, avec une incidence allant de 5 a 20% en fonction du centre et du type de

greffe.

Une étude rétrospective réalisée en Espagne de 1996 a 1999 rapportait 12% d’IFl apres
allogreffe génoidentique ayant pour source cellulaire des cellules souches périphériques (50
épisodes d’IFl chez 46 patients pour 395 allogreffes) (Martino, Subira et al. 2002). Aux Etats-
Unis, une étude rétrospective de 1997 a 2001 (Fukuda, Boeckh et al. 2003) concernant des
allogreffes non myéloablatives rapportait 19% d’IFl a 1 an (31/163), 15% d’infections
fongiques invasives a filamenteux (25/163), dont 14% d’aspergillose invasive (23/163). La
médiane de survenue des infections invasives a filamenteux était de 107 jours. Dans leur
étude de cohorte rétrospective de 1999 a 2003 dans 11 centres italiens évaluant 3228
greffes de CSH dont 1249 allogreffes et 1979 autogreffes, Pagano et al rapportaient 121 IFI
(soit 3.7% (7.8% post allogreffe) dont 91 épisodes a filamenteux (Pagano, Caira et al. 2007).
Plus récemment, dans une étude prospective sur 1858 allogreffes consécutives, Girmenia et
al rapportaient une incidence cumulée d’IFl de 5.1% a J40, 6.7% a J100 et 8.8% a 12 mois

(Girmenia, Raiola et al. 2014). Dans une cohorte brésilienne, I'incidence cumulée d’IFl a 1 an
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était de 11.3% dans les leucémies aigués myéloides (LAM) et myélodysplasies (Nucci, Garnica
et al. 2013) et de 8% apres allogreffe (Atalla, Garnica et al. 2015). En Chine, I'équipe de
Shanghai a analysé rétrospectivement 190 allogreffes de 2000 a 2007 et observé 12.5%
d’infections invasives a filamenteux (Li, Wang et al. 2012). L'équipe de Pékin, dans une étude
rétrospective de 2000 a 2007 sur 286 patients allogreffés sans antécédent d’IFl avant greffe

rapportait 20% d’IFl apres greffe (Zhang, Jiang et al. 2010).

3. L’aspergillose invasive, la plus fréquente des infections
fongiques invasives apres greffe de cellules souches hématopoiétiques

Le risque d’infection fongique est supérieur aprés allogreffe de CSH par rapport aux
autogreffes de CSH. Dans le registre nord-américain Transnet (Kontoyiannis, Marr et al.
2010) de 15820 greffes de CSH, I'incidence cumulée a 12 mois d’IFl était globalement de
3.4% apres greffe de CSH, 1.2% apres autogreffe de CSH, 5.8% apres allogreffe géno-
identique, 7.7% apres allogreffe avec un donneur non apparenté et 8.1% apres allogreffe

apparentée avec mismatch.

La grande majorité des IFl observées chez les patients d’hématologie sont des infections a
filamenteux. Celles-ci représentent trois quarts des IFl observées apres greffe de CSH
(Neofytos, Horn et al. 2009; Kontoyiannis, Marr et al. 2010). La plus fréquente des infections
a filamenteux chez les patients d’hématologie et chez les patients allogreffés en Europe est
I’aspergillose invasive (Al) avec une incidence allant de 2.7 a 23% aprés allogreffe (Herbrecht,

Bories et al. 2012).

En Espagne, Martino et al. observaient une proportion d’aspergillose apres allogreffe de 64%
des IFI et de 86% des infections fongiques invasives a filamenteux : pour 50 IFl, 37 étaient
des infections fongiques invasives a filamenteux dont 32 Al (Martino, Subira et al. 2002). En
Italie, I'aspergillose représentait 71% des IFI apres greffe de CSH (86/121) (Pagano, Caira et
al. 2007). En Autriche, dans une étude rétrospective de 2000 a 2003, Post et al. observaient

23% d’aspergilloses apres allogreffe de CSH (23/104) (Post, Lass-Floerl et al. 2007).

Dans le programme Transnet, programme prospectif de surveillance des infections chez les

greffés de CSH (dont 78% d’allogreffes) de 2001 a 2005 dans 23 centres américains, 983 IFl
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avaient été diagnostiquées chez 875 greffés dont 43% d’Al (425/983) (Kontoyiannis, Marr et
al. 2010). Soixante-dix pour cent des conditionnements étaient myéloablatifs. La date
médiane de survenue de I'Al était de 99 jours apres greffe. Dans le registre nord-américain
PATH (Neofytos, Horn et al. 2009) qui a collecté prospectivement les IFl chez les greffés de
CSH (dont 68.8% d’allogreffes) dans 16 centres aux Etats-Unis et au Canada entre 2004 et
2007, 250 IFl ont été diagnostiquées chez 234 patients. L'Al était la plus fréquente des IFl :
59.2% (148/250). La survenue médiane des Al était de 82 jours apres la greffe. Plus
récemment a Baltimore, Neofyos et al. (Neofytos, Treadway et al. 2013) rapportaient
rétrospectivement 106 IFl a filamenteux chez des patients greffés de CSH et d’organes
solides de 2000 a 2009. L’Al était, la encore, la plus fréquente des infections a filamenteux
(69/106 soit 65%). Les incidences des infections a filamenteux et des Al chez les greffés de
CSH étaient respectivement de 3.5% et 2.5%. Le délai moyen du diagnostic était d’environ
200 jours apreés la greffe pour les infections a filamenteux (215 jours) et pour les Al (219

jours).

En Chine l'aspergillose est aussi I'infection fongique la plus fréquente parmi les infections
fongiques invasives a filamenteux : I’équipe de Shanghai rapportait que les Al représentaient

85% des infections fongiques invasives a filamenteux dans leur centre (Li, Wang et al. 2012).

Au Brésil en revanche I'épidémiologie n’est pas la méme et les fusarioses représentaient plus

de 50% des infections a filamenteux (Nucci, Garnica et al. 2013; Atalla, Garnica et al. 2015).

Les patients d’hématologie représentent la population la plus a risque d’IFl et en particulier
d’Al. Dans le programme SAIF (Surveillance des Aspergilloses Invasives en France)
(Lortholary, Gangneux et al. 2011) ayant collecté prospectivement 393 Al prouvées et
probables, 77% des Al survenaient chez des patients d’hématologie : 35% chez des patients
porteurs d’une leucémie aigué (LA): 23% au cours du traitement d’une leucémie aigué
myéloide et 21% apres allogreffe de CSH. Reprenant les données de I'essai voriconazole
(Herbrecht, Denning et al. 2002) et de I'étude Ambiload (Cornely, Maertens et al. 2007),
Herbrecht et al estimaient que 63% des Al survenaient chez des patients ayant une

hémopathie et 21.3% chez les allogreffés (Herbrecht, Bories et al. 2012).
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4. Les aspergilloses surviennent de plus en plus tardivement aprés
allogreffe

Apres allogreffe, il existe deux périodes particulierement a risque d’IFl : la période d’aplasie
et la période de la GvH. Les IFl a filamenteux post-allogreffe semblent de plus en plus
tardives. En effet, Marr et al (Marr, Carter et al. 2002) ont recueilli prospectivement toutes
les Al (187) chez 1682 patients allogreffés : 57 (30%) survenaient avant J40, 99 (53%) entre
J40 et J180 et 31 (17%) apres J180. Au cours de la période d’étude, les Al survenaient de plus
en plus tardivement. La méme équipe a étudié les IFl a filamenteux rétrospectivement de
1998 a 2002 (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008) et retrouvé 163 IFl a filamenteux sur 1248
greffes dont 36 (22%) avant J40, 65 (40%) entre J40 et J100, et 62 (38%) aprés J100. Avec le
développement des conditionnements d’intensité réduite (Passweg, Baldomero et al. 2013;
Baron, Ruggeri et al. 2016; Savani, Labopin et al. 2016), les Al surviennent plus tardivement
gu’apres allogreffe avec conditionnement myéloablatif, sans toutefois que l'incidence a un
an de la greffe soit différente. Kojima et al. retrouvaient un délai médian de survenue d’Al de
127 jours aprés un conditionnement d’intensité réduite versus 97 jours aprés un
conditionnement myéloablatif (Kojima, Kami et al. 2004). Dans une cohorte canadienne de
125 allogreffes non myéloablatives, 13 patients ont développé une Al, en médiane 229 jours
apres la greffe (Labbe, Su et al. 2007), soit un risque d’Al de 7% a 1 an, 11% a 2 ans et 15% a
3 ans. Grow et al. rapportaient 15% d’Al aprés allogreffe avec une médiane de survenue de
92 jours (Grow, Moreb et al. 2002). Ce phénoméne est sans doute lié avant tout au
développement des greffes avec conditionnement d’intensité réduite et non-myéloablatif
suivi de la réinjection de CSP, au décours desquelles la durée et la profondeur de la
neutropénie initiale sont réduites par rapport aux greffes myéloablatives suivies de
réinjection de moelle, diminuant ainsi le risque d’Al précoce. Parallelement la survenue de la
GvH est retardée, sans toutefois en diminuer la fréquence ni la sévérité (Passweg,

Baldomero et al. 2013).
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5. Physiopathologie

Les spores d’Aspergillus contenues dans l'air sont inhalées par tout individu a raison en
moyenne d’une centaine de spores par jour (Al-Bader and Sheppard 2016). Elles subissent
une épuration muco-ciliaire au niveau des bronches. Si elles parviennent jusqu’aux alvéoles,
elles sont éliminées par les macrophages alvéolaires. Chez les individus immunocompétents,
les macrophages et les cellules présentatrices d’antigene reconnaissent les spores et
participent a leur élimination de facon directe (fongicidie) et en activant la réponse
immunitaire (Figure 3). La reconnaissance de I'antigéne est sous la dépendance de certains
facteurs du complément et de récepteurs lectiniques pour le mannose et le fucose.
L'activation des TLR 2 et 4 a la surface des macrophages et des cellules dendritiques (Figure
4) entraine la production de cytokines telles que le TNF a et I'IL-1 B, ce qui amplifie la
réponse inflammatoire. Les spores non éliminées peuvent se transformer en filaments
mycéliens qui ont un tropisme vasculaire. La fongicidie des formes filamenteuses est
normalement assurée par les polynucléaires neutrophiles et I'immunité adaptative via les

effecteurs lymphocytaires cellulaires et humoraux.

Chez les patients d’hématologie, la colonisation a aspergillus peut évoluer vers 'infection.

Le tapis mucociliaire est altéré apres allogreffe (Cordonnier, Gilain et al. 1996), sans doute
par plusieurs facteurs concomitants : I'atteinte des muqueuses par la GvH mais aussi la
radiothérapie et la chimiothérapie, voire les infections liées aux virus respiratoires, ce qui

favorise la pénétration et le pouvoir d’adhérence des spores.

En cas de déficit macrophagique, les spores ne sont pas éliminées et se transforment en

filaments mycéliens qui ont un tropisme vasculaire (Winston, Territo et al. 1982).

En cas de neutropénie, il y a prolifération des formes filamenteuses. L’angioinvasion des

filaments d’Aspergillus aboutit a la dissémination et I'infection.
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Figure 3 Réponse immunitaire contre Aspergillus fumigatus (Al-Bader and Sheppard 2016)
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Figure 4 Réponse immunitaire aprées inhalation de spores d’aspergillus, (Segal 2009)
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6. Clinique

Les localisations principales de l'aspergillose invasive sont avant tout pulmonaires, puis
sinusiennes, et cérébrales. Les autres localisations (cutanées, digestives, disséminées...) sont
plus rares. L'imagerie des aspergilloses pulmonaires en particulier scannographique a été
étudiée par Caillot et al (Caillot, Couaillier et al. 2001) chez les patients neutropéniques. Elle
est caractérisée par le signe du halo (figure 5) qui apparait vers J4 et est fugace. C'est un
nodule aspergillaire entouré d’une zone de verre dépoli, correspondant a une extravasation
d’exsudat hémorragique périlésionnel. Ce signe du halo évolue vers le signe du croissant
gazeux, plus tardif vers J10-J20, habituellement aprés la sortie d’aplasie et correspond a la

détersion du foyer par les polynucléaires neutrophiles.

Figure 5 Aspect tomodensitométrique d’une aspergillose invasive, (Segal 2009). A : signe du

halo, B : signe du croissant gazeux.
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7. Outils diagnostiques

Le diagnostic d’aspergillose selon les critéeres EORTC-MSG 2008 (De Pauw, Walsh et al. 2008)
peut reposer sur des criteres mycologiques directs, |’histologie, I'examen direct (Figure 6) et

la culture, ou sur des critéres indirects avec des biomarqueurs.

g

Figure 6 : Examen direct d’un lavage broncho-alvéolaire montrant des filaments de type

aspergillaire. La culture permettra I'identification d’un Aspergillus fumigatus

Parmi eux, le galactomannane est un sucre de la paroi d’aspergillus. |l peut étre dosé dans le
sérum, le plasma ou le lavage broncho-alvéolaire. Dans sa revue de la littérature, White at al.
concluaient a une sensibilité de 81.6%, une spécificité de 91.6%, une valeur prédictive
positive de 63.3% et une valeur prédictive négative de 96.6% (White, Wingard et al. 2015).
Le test galactommanne n’est cependant pas spécifique d’aspergillus car d’autres
champignons, comme les fusarium spp. peuvent en produire également (Dalle, Charles et al.
2005; Cummings, Jamison et al. 2007; Huang, Hung et al. 2007; Wheat, Hackett et al. 2007;
Tortorano, Esposto et al. 2012; Kebabci, van Diepeningen et al. 2014; Nucci, Carlesse et al.
2014). Certains traitements peuvent entrainer des faux positifs du test. Parmi eux, on trouve
certaines béta-lactamines (Bart-Delabesse, Basile et al. 2005; Aubry, Porcher et al. 2006)
comme I"'amoxicilline-acide clavulanique, et la pipéracilline-tazobactam (Sulahian, Touratier
et al. 2003), les immunoglobulines polyvalentes (Ramsay, Gorton et al. 2016), certaines
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nutritions entérales et parentérales (Petraitiene, Petraitis et al. 2011). Certains laits peuvent
également positiver le galactomannane (Gangneux, Lavarde et al. 2002). Les performances
du test sont meilleures chez le patient d’hématologie par rapport aux sujets
immunocompétents ou aux transplantés d’organes, et en particulier chez le patient
profondément neutropénique (Cordonnier, Botterel et al. 2009; Marchetti, Lamoth et al.
2012). Ainsi chez les patients d’hématologie, la sensibilité était de 58%, la spécificité de
95% ; chez les patients greffés la sensibilité était de 65% et la spécificité de 65%. En revanche
la valeur prédictive positive du test pour l'aspergillose est mauvaise sous prophylaxie

antifilamenteuse lorsque la probabilité d’Al est trés faible (Marr, Laverdiere et al. 2005).

Le B-D-Glucane est un sucre présent dans la paroi de tous les champignons sauf les
mucorales et le cryptocoque. Il fait également partie des critéres mycologiques EORTC-MSG
(De Pauw, Walsh et al. 2008). Deux tests consécutifs positifs avaient une spécificité
excellente de 98.9% mais une sensibilité médiocre de 49.6% pour le diagnostic d’IFl (Lamoth,
Cruciani et al. 2011). Dans sa revue White et al. trouvaient une sensibilité de 76.9%, une
spécificité de 89.4%, une valeur prédictive positive de 44.7% et une excellente valeur
prédictive positive de 97.2% (White, Wingard et al. 2015). Certains facteurs peuvent
également positiver le béta-D-glucane en I'absence d’IFl: les bactériémies (Mennink-
Kersten, Ruegebrink et al. 2008; Racil, Kocmmanova et al. 2013; Desjardins, Parize et al. 2015),
certains traitements comme I'albumine, les immunoglobulines polyvalentes, I'amoxicilline-
acide clavulanique (Mennink-Kersten, Warris et al. 2006), ou certains matériaux comme les

compresses ou les membranes d’hémodialyse (Miyazaki, Kohno et al. 1995).

La PCR Aspergillus a été développée depuis les années 1990 (Alanio and Bretagne 2017). Elle
n'a pas été intégrée dans les critéres EORTC-MSG 2008 (De Pauw, Walsh et al. 2008) par
manque de standardisation. C'est le développement des PCR quantitatives en temps réel qui
a permis de juguler ces écueils. La métaanalyse de Mengoli et al. (Mengoli, Cruciani et al.
2009) trouvait pour un test positif une sensibilité de 88% et une spécificité de 75%, et pour 2
test positifs une sensibilité de 75% et une spécificité de 87%. Les auteurs concluaient qu’il
fallait un test pour exclure le diagnostic et 2 tests pour I'affirmer. Plus récemment, la gPCR
avait une meilleure sensibilité et spécificité dans le plasma (respectivement 94.7% et 83.3%)
qgue dans le sérum (respectivement 68.4% et 76.2%) (White, Barnes et al. 2015). La méme

année, Lewis et al. publiaient une revue (Lewis, Giannella et al. 2015) dans laquelle ils
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rapportaient une sensibilité des qPCR autour de 85% et une spécificité autour de 75%,
concluant que la gPCR était « préte» a étre intégrée aux futurs criteres EORTC.
Parallelement Cruciani et al. publiaient une autre métaanalyse (Cruciani, Mengoli et al. 2015)
et trouvaient pour un test positif une sensibilité de 80.5% et une spécificité de 78.5% et pour
2 tests positifs une sensibilité de 58% et une spécificité de 96.2%. La qPCR apparaissait donc
comme un outil intéressant pour le diagnostic des Al en complément des techniques

existantes.

8. Traitement

Dans les années 1990, les deux seules molécules actives contre aspergillus étaient
I'amphotéricine B déoxycholate et litraconazole, 'amphotéricine B deoxycholate étant le
traitement de référence avec une efficacité médiocre (<40%) et une toxicité importante.
Depuis 2002, le traitement de premiere ligne de l'aspergillose invasive repose sur le
voriconazole (Herbrecht, Denning et al. 2002). La supériorité du voriconazole par rapport a
I'amphotéricine B deoxycholate a été établie dans un essai randomisé avec un taux de
réponse compléte ou partielle de 52.8% a 12 semaines dans le bras voriconazole versus
31.6% dans le bras amphotéricine B et une survie a 12 semaines de 70.8% dans le bras
voriconazole versus 57.9% dans le bras amphotéricine B. L'analyse de ces données en
reclassant les patients selon la seconde version des critéeres EORTC-MSG 2008 a confirmé
cette supériorité du voriconazole (Herbrecht, Patterson et al. 2015). L’amphotéricine B
liposomale est mieux tolérée que 'amphotéricine B deoxycholate, et peut étre administrée
beaucoup plus longtemps (Leenders, Daenen et al. 1998). L’Amphotéricine B liposomale est
actuellement recommandée en alternative au voriconazole pour le traitement de
I'aspergillose, ou pour le traitement des aspergilloses résistantes aux azolés. L’isavuconazole
a depuis démontré sa non-infériorité en terme d’efficacité par rapport au voriconazole et sa
moindre toxicité (Maertens, Raad et al. 2016). Les dernieres recommandations de
I’European Conference of Infections in Leukemia (ECIL) (Tissot, Agrawal et al. 2017)
conseillent ces deux molécules en premiere intention mais considéerent qu’il n’y a pas de
place pour une bithérapie en premiére intention. En effet I'’étude comparant le voriconazole
en monothérapie versus le voriconazole associé a l'anidulafongine n’a pas montré la

supériorité de I'association sur la mortalité a 6 semaines qui était le critere de jugement
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principal : 27.8% dans le bras monothérapie versus 19.5% dans le bras bithérapie, p=0.087
(Marr, Schlamm et al. 2015).

9. Mortalité

a) Mortalité des IFI

Les IFl sont une complication grave des patients d’hématologie et en particulier des patients
greffés, elles engagent toujours le pronostic vital malgré le développement des
antifongiques avec une mortalité allant de 20 a 80% (Marr, Carter et al. 2002; Fukuda,
Boeckh et al. 2003; Cordonnier, Ribaud et al. 2006; Mihu, King et al. 2008; Neofytos, Horn et
al. 2009; Baddley, Andes et al. 2010; Kontoyiannis, Marr et al. 2010; Herbrecht, Caillot et al.
2012; Li, Wang et al. 2012; Neofytos, Treadway et al. 2013; Girmenia, Raiola et al. 2014;
Harrison, Mitterbauer et al. 2015; Marr, Schlamm et al. 2015) et une surmortalité
importante par rapport aux patients ne développant pas d’IFl. Dans une cohorte
rétrospective autrichienne de 242 patients allogreffés, la mortalité a un an des 25 patients
ayant développé une IFl était de 48% versus 25% pour ceux n’en ayant pas développé

(Harrison, Mitterbauer et al. 2015).

b) Mortalité des Al

Méme si le pronostic des Al s’est amélioré au cours des deux dernieres décennies, et
notamment depuis 'avénement du voriconazole, les Al engagent toujours le pronostic vital
avec persistance d’'une surmortalité chez les patients ayant développé une Al par rapport a
ceux qui n’en avait pas. Dans une étude rétrospective autrichienne de 166 allogreffes, la
mortalité était de 56% pour les patients ayant développé une Al versus 8% pour les patients

n’ayant pas développé d’Al (Post, Lass-Floerl et al. 2007).

Dans I'étude comparant le voriconazole a I'amphotéricine B deoxycholate (Herbrecht,
Denning et al. 2002), la mortalité a la semaine 12 (S12) était de 70.8% dans le bras

voriconazole versus 57.9% dans le bras amphotéricine B. La différence entre les 2 bras de
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traitement était déja significative a 6 semaines (Figure 7), raison pour laquelle I'évaluation

de la survie dans les essais ultérieurs était réalisée a 6 semaines.
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Figure 7 Courbe de survie de |'essai Voriconazole versus Amphotéricine B deoxycholate.

(Herbrecht, Denning et al. 2002)

Dans le registre du Fred Hutchinson Cancer Research Center de 1990 a 2004 (Upton, Kirby et
al. 2007), le pronostic des Al s’est amélioré au cours de cette période. La survie a J90 était de
22% pour la période 1990 a 2001 versus 45% pour la période 2002 a 2004 et le voriconazole
était indépendamment associé a une diminution de la mortalité attribuable. La survie a J30
était de 69% avec voriconazole versus 33% sans voriconazole. la survie a J90 était de 44%
avec voriconazole versus 22% sans voriconazole. La survie a 1 an était de 28% avec
voriconazole versus 13% sans voriconazole. La mortalité attribuable a J30 et J90 était

respectivement de 29% et 32% sans voriconazole, versus 17% et 23% avec voriconazole.

c) Mortalité attribuable

Au décours de l'allogreffe, et en I'absence d’autopsie, les causes de déces ne sont pas
toujours facilement identifiables car souvent intriquées. Pour l'aspergillose qui survient
souvent dans un contexte de GvH non controlée et de co-infections, la cause du déces est

souvent mixte et enregistrée dans les bases de données parmi I'ensemble des causes de
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déces non liés a la rechute. La mortalité attribuable de |'aspergillose reste néanmoins

probablement trés élevée autour de 70% post-allogreffe (Pagano, Caira et al. 2007;

Mikulska, Raiola et al. 2009). Pagano et al retrouvaient une mortalité attribuable post-Al de

72.1% apres greffe de CSH : 77.2% post-allogreffe et 14.3% post-autogreffe (Pagano, Caira et

al. 2007). Dans I'étude de Ramos et al. chez 449 patients d’hématologie avec Al, la mortalité

globale a 12 semaines était de 60% et la mortalité attribuable de 55% (Ramos, Jiang et al.

2011).

d) Facteurs pronostiques

Les facteurs de mauvais pronostic sont :

e Caractéristiques de I'Al :

o

O

Une Al disséminée (Cordonnier, Ribaud et al. 2006; Upton, Kirby et al. 2007)
Un épanchement pleural (Cordonnier, Ribaud et al. 2006; Lortholary,
Gangneux et al. 2011)

Une atteinte du systeme nerveux central (Lortholary, Gangneux et al. 2011)
Une Al survenant plus de 40 jours apres allogreffe (Upton, Kirby et al. 2007)
Nécessité de recours a la ventilation mécanique et/ou a I'hémodialyse

(Neofytos, Horn et al. 2009; Herbrecht, Caillot et al. 2012)

e Facteurs au moment du diagnostic d’Al

O

Un taux de monocytes < 120/mm? au diagnostic d’Al (Cordonnier, Ribaud et
al. 2006)

Une hyperbilirubinémie (Upton, Kirby et al. 2007; Neofytos, Treadway et al.
2013)

Une insuffisance rénale (Upton, Kirby et al. 2007; Mikulska, Raiola et al. 2009)
Une corticothérapie = 2 mg/kg d’équivalent prednisone (Fukuda, Boeckh et al.
2003; Cordonnier, Ribaud et al. 2006; Upton, Kirby et al. 2007; Mikulska,
Raiola et al. 2009; Baddley, Andes et al. 2010; Zhang, Jiang et al. 2010; Ramos,
Jiang et al. 2011; Li, Wang et al. 2012)
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o Une GvH non controlée (Cordonnier, Ribaud et al. 2006)

o Une maladie a CMV (Martino, Parody et al. 2006)

e Facteurs pré-greffe antérieurs a la survenue de I'Al
o Le statut de ’hémopathie : absence de rémission compléte (Martino, Parody
et al. 2006; Herbrecht, Caillot et al. 2012)
o Un donneur non apparenté (Pagano, Caira et al. 2007) et le mismatch HLA

(Upton, Kirby et al. 2007)

e Facteurs post-greffe antérieurs a la survenue de I'Al
o Une durée prolongée de neutropénie apres greffe (Martino, Caballero et al.
2001)
o Une GvH de grade > 2 (Martino, Caballero et al. 2001; Ramos, Jiang et al.

2011)

Un traitement par voriconazole est associé a un meilleur pronostic (Upton, Kirby et al. 2007;

Lortholary, Gangneux et al. 2011; Ramos, Jiang et al. 2011)

10. Facteurs de risque

Devant la sévérité des infections fongiques, les facteurs de risque potentiels ont été étudiés

afin d’identifier les patients les plus a risque. Ces facteurs comprennent donc :

- les facteurs intrinseques au patient: identification des patients les plus
immunodéprimés et donc les plus a risque de développer une infection fongique,

- et les facteurs extrinseéques au patient : risque d’acquisition de I'agent pathogéne.
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Les deux populations d’hématologie les plus a risque d’aspergillose sont les patients atteints
de LAM en particulier pendant la période d’aplasie post-induction et les patients allogreffés,
principalement pendant I'aplasie et au moment de la GvH (Figure 8). Les facteurs de risque
d’aspergillose aprées allogreffe comprennent des facteurs liés a I'allogreffe, qu’ils soient pré-

greffe ou post-greffe, d’autres facteurs liés a I’'hote, des facteurs environnementaux et des

facteurs génétiques (Figure 9).

Prise de greffe

Risque IFI Risque IFI

Figure 8 Les deux périodes a risque d’infection fongique au décours d’une allogreffe de CSH

d’apres Kontoyiannis CID 2010 (Kontoyiannis, Marr et al. 2010)
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INNATE IMMUNE STATUS FACTORS RELATED TO
UNDERLYING CONDITION

Toll-like receptors polymorphism Neutropenia
C-type lectin receptor polymoprphism Progressive cancer
Mannose binding lectin polymorphism Graft versus host disease
Plasminogen polymorphism Anticancer chemotherapy
Other polymorphisms? Steroids,

PRIMARY HOST FACTOR T-cell suppressors
Hematological malhgnancy
Allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation
Solid organ transplantation

Climate o S Diabetes
Construction work Other |mmu_ne disorder ; lron overlcad
Place of residence Trauma, burns
Tobacco or cannabhis use Renal impairment
Contaminated food or spices Metabolic acidosis
Pets. potted plants, and gardening Prior respiratory disease
No HEPA filtered air during

hospitalisation

ENVIRONMENTAL FACTORS OTHER FACTORS

Figure 2. Diagrara of the various risk factors affacting the prirary host condition.

Figure 9 Facteurs de risque d’aspergillose (Herbrecht, Bories et al. 2012)

Les principaux facteurs pré-greffe associés a la survenue d’une Al sont (Marr, Carter et al.
2002; Kojima, Kami et al. 2004; Kontoyiannis, Chamilos et al. 2007; Garcia-Vidal, Upton et al.
2008; Mihu, King et al. 2008; Blennow, Remberger et al. 2010; Kontoyiannis, Marr et al.
2010; Panackal, Li et al. 2010; Zhang, Jiang et al. 2010; Baddley 2011; Girmenia, Ferretti et al.
2014):

- L’age: un age avancé augmente le risque d’Al. Dans I'étude de Marr et al. (Marr,
Carter et al. 2002), un age > 40 ans augmentait le risque d’Al (HR 2.4). Dans I'étude
de Kojima et al. (Kojima, Kami et al. 2004), un age > 50 ans augmentait le risque d’Al
(RR 2.12). Dans I'étude de Garcia-Vidal et al. (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008), chaque
tranche d’dge de 10 ans augmentait le risque d’Al (HR ajusté 1.2)

- Le type de donneur : les greffes phéno-identiques avec mismatch sont plus a risque
d’Al que les greffes phéno-identiques sans mismatch, elles-mémes plus a risque que
les greffes géno-identiques (Marr, Carter et al. 2002; Kontoyiannis, Marr et al. 2010;
Zhang, Jiang et al. 2010; Atalla, Garnica et al. 2015)
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La source du greffon : les greffes de cordons sont les plus a risque d’Al (Marr, Carter
et al. 2002) suivies par les greffes de moelle puis de cellules souches périphériques
(Kojima, Kami et al. 2004)

La T-déplétion du greffon (Marr, Carter et al. 2002),

La saison de la greffe : une greffe en été dans un lieu ol la température est plus
élevée et les précipitations plus basses qu’en hiver, corrélé a un taux de spores
d’Aspergillus plus élevé dans I'air, est plus a risque d’Al qu’au cours d’une autre
saison (Panackal, Li et al. 2010)

Le statut de la maladie a la greffe : si ’'hémopathie n’est pas en rémission complete
au moment de la greffe, le risque d’Al est plus élevé, en particulier s’il s’agit d’une
leucémie aigué (Marr, Carter et al. 2002; Barnes and Marr 2007)

Certaines drogues du conditionnement comme la fludarabine, I'alemtuzumab, (Mihu,
King et al. 2008; Blennow, Remberger et al. 2010; Herbrecht, Bories et al. 2012)

La surcharge en fer : le risque d’Al augmente avec le nombre de culots globulaires
transfusés (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008). Une ferritine > 2000 ng/mL augmente le
risque d’Al précoce (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008). Kontoyiannis et al. ont
développé un score d’infiltration médullaire en fer (Kontoyiannis, Chamilos et al.
2007) : un score >3 était associé a un risque accru. Une série autopsique a également
montré qu’une surcharge hépatique en fer était associée a un surrisque d’Al apres
greffe de CSH (Barnes and Marr 2007).

Un antécédent d’Al avant greffe (Fukuda, Boeckh et al. 2004; Baddley 2011;
Herbrecht, Bories et al. 2012)

Un donneur séronégatif pour le CMV et un receveur séropositif (D+/R-) (Blennow,

Remberger et al. 2010)

Les principaux facteurs post-greffe associés a la survenue d’une Al sont (Junghanss, Marr et

al. 2002; Marr, Carter et al. 2002; Martino, Subira et al. 2002; Fukuda, Boeckh et al. 2003;

Kojima, Kami et al. 2004; Post, Lass-Floerl et al. 2007; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008; Mihu,

King et al. 2008; Mikulska, Raiola et al. 2009; Zhang, Jiang et al. 2010; Baddley 2011;

Herbrecht, Bories et al. 2012; Li, Wang et al. 2012; Girmenia, Ferretti et al. 2014):

La GvH aigué et chronique (Martino, Subira et al. 2002; Kojima, Kami et al. 2004;
Thursky, Byrnes et al. 2004; Labbe, Su et al. 2007; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008;
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Mihu, King et al. 2008; Blennow, Remberger et al. 2010; Baddley 2011; Herbrecht,
Bories et al. 2012)

- Linfection et la maladie a CMV (Junghanss, Marr et al. 2002; Marr, Carter et al. 2002;
Fukuda, Boeckh et al. 2003; Thursky, Byrnes et al. 2004; Garcia-Vidal, Upton et al.
2008; Mikulska, Raiola et al. 2009; Blennow, Remberger et al. 2010; Zhang, Jiang et
al. 2010; Baddley 2011; Herbrecht, Bories et al. 2012; Li, Wang et al. 2012)

- La durée de la neutropénie (Post, Lass-Floerl et al. 2007) et le retard a la prise de
greffe, (Mikulska, Raiola et al. 2009; Baddley 2011; Herbrecht, Bories et al. 2012)

- Les cytopénies, neutropénie secondaire, lymphopénie, monocytopénie (Marr, Carter
et al. 2002; Thursky, Byrnes et al. 2004; Mihu, King et al. 2008; Mikulska, Raiola et al.
2009; Baddley 2011; Herbrecht, Bories et al. 2012; Li, Wang et al. 2012)

- Le ganciclovir (Thursky, Byrnes et al. 2004)

- Les corticoides (Martino, Subira et al. 2002; Thursky, Byrnes et al. 2004; Garcia-Vidal,
Upton et al. 2008; Mikulska, Raiola et al. 2009; Zhang, Jiang et al. 2010; Baddley
2011; Herbrecht, Bories et al. 2012; Li, Wang et al. 2012; Hol, Wolfs et al. 2014)

- Les infections a virus respiratoires, notamment le VRS, les virus influenza et
parainfluenza (Marr, Carter et al. 2002; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008)

- Larechute (Mikulska, Raiola et al. 2009)

Les facteurs de risque sont différents en fonction du délai de survenue de I’Al apreés la greffe.
Ainsi les différentes hémopathies sous-jacentes peuvent étre associées a un risque d’Al
différent en fonction de la date de survenue de I'Al. Dans |'étude de Marr et al.,
I’'hémopathie pouvait avoir une influence différente en fonction du délai de survenue. Ainsi,
les patients allogreffés pour leucémie myéloide chronique en phase chronique
développaient moins d’Al précoce (<40 jours) que les patients allogreffés pour une autre
hémopathie, tandis que les patients allogreffés pour un myélome multiple ou un lymphome
développaient plus d’Al tardive (>40 jours) que les patients allogreffés pour une autre
hémopathie (Marr, Carter et al. 2002). Dans I'étude d’Atalla et al., la LAM était associée aux
Al précoces et les lymphomes aux Al tardives (Atalla, Garnica et al. 2015).

Les Al précoces sont associées plutot aux facteurs pré-greffe tels que I'absence de rémission
compléte de I'hémopathie a la greffe, le type d’hémopathie (LAM), le match HLA

donneur/receveur, et a des facteurs post-greffe tels que le retard a la prise de greffe, la
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lymphopénie post-greffe, et I'infection a CMV (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008; Mikulska,
Raiola et al. 2009; Atalla, Garnica et al. 2015). Les Al tardives sont associées a des facteurs
post-greffe : GVH, cytopénies secondaires, ganciclovir, corticothérapie, et rechute de
I’'hémopathie apres la greffe (Thursky, Byrnes et al. 2004; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008;
Mikulska, Raiola et al. 2009; Atalla, Garnica et al. 2015).

Les greffes a conditionnement atténué sont a risque d’Al comparable aux greffes
myéloablatives, mais le risque est retardé parallélement a la date de survenue de la GvH

(Kojima, Kami et al. 2004; Thursky, Byrnes et al. 2004).

Des facteurs de risque d’acquisition d’Aspergillus ont également été décrits. Ainsi la
présence de travaux augmente de risque d’Al (Vonberg and Gastmeier 2006; Baddley 2011;
Combariza, Toro et al. 2017). Les facteurs géoclimatiques ont une influence également :
Panackalet al. ont décrit une augmentation du risque d’Al si la greffe était effectuée en été a
Seattle ou le niveau de spores dans l'air était élevé, la température élevée, et les
précipitations faibles, alors qu’il n’y avait pas de variations saisonniéres a Houston ou le
niveau de spores était stable toute I'année et les différences de température entre saisons

étaint limitées (Panackal, Li et al. 2010).

Plus récemment, des prédispositions génétiques a développer une Al ont été mises en

évidence (Maskarinec, Johnson et al. 2016).

Des polymorphismes au niveau de différents TLR (Toll like receptor) ont été décrits comme
associés a la survenue d’une Al chez les patients immunodéprimés et en particulier chez les
patients d’hématologie et chez les allogreffés de CSH. Trois équipes ont observé une
association entre le polymorphisme de TLR4 chez le donneur et la survenue d’une Al
(Bochud, Chien et al. 2008; de Boer, Jolink et al. 2011; Koldehoff, Beelen et al. 2013).
Koldehoff et al. (Koldehoff, Beelen et al. 2013) ont également montré que le polymorphisme
de TLR4 chez le donneur ou le receveur était associé a la survenue d’une Al. La présence
d’un codon STOP sur le géne de TLR5 chez le receveur d’allogreffe de CSH était également
associée a un risque augmenté d’Al (Grube, Loeffler et al. 2013). La présence d’un
polymorphisme isolé au niveau du TLR1 ou la présence d’un polymorphisme simultanément

au niveau des TLR 1 et 6 chez le receveur étaient associées a la survenue d’une Al (Kesh,
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Mensah et al. 2005). Un polymorphisme de TLR3 qui permet I'activation des LT CD8 a été

décrit chez la souris et les allogreffés (Carvalho, De Luca et al. 2012).

Des polymorphismes au niveau de récepteurs de type lectine C (Dectinl et DC SIGN) ont
également été décrits comme associés a la survenue d’une Al. La Dectin 1 est le principal
récepteur aux B-glucanes fongiques présent sur les cellules myéloides (Chai, de Boer et al.
2011). Son role est indispensable pour la génération d’'une réponse inflammatoire des
macrophages alvéolaires et pour le recrutement des polynucléaires neutrophiles (Steele,
Rapaka et al. 2005; Werner, Metz et al. 2009). Le polymorphisme Y238X sur le gene de la
Dectin-1 entraine un codon STOP prématuré, modifiant la production des cytokines IFNy,
IL10, IL1B, IL6 et IL17A. Ce polymorphisme présent chez le donneur ou le receveur d’une
allogreffe de CSH était associé a la survenue d’'une Al aprés greffe (Cunha, Di lanni et al.
2010). L'association était encore plus forte si le donneur et le receveur présentaient tous
deux ce polymorphisme. Ces résultats ont été confirmés par Sainz et al. (Sainz, Lupianez et
al. 2012) qui ont retrouvé une association entre polymorphisme de Dectin-1 et DC SIGN et

survenue d’une Al.

Le polymorphisme sur les génes de certaines cytokines était également associé a la survenue
d’une Al. Certains haplotypes du gene de I'IL1 étaient associés a un risque augmenté et
d’autres a un risque moindre (Sainz, Perez et al. 2008). Deux équipes ont décrit des
polymorphismes génétiques au niveau du promoteur du gene codant pour I'lL10 chez des
patients d’hématologie ou allogreffés avec des polymorphismes associés a un risque
augmenté et des polymorphismes associés a un risque diminué d’Al (Seo, Kim et al. 2005;
Sainz, Hassan et al. 2007). Des polymorphismes de I'ILAR et de I'lL8 ont également été
décrits comme étant associés a un risque augmenté d’Al tandis que ceux de I'lL12B et de
I"IFNy étaient associés a un risque moindre (Lupianez, Canet et al. 2015). Trois
polymorphismes de CXCL10 étaient également associés a une augmentation du risque d’Al
(Mezger, Steffens et al. 2008) avec un taux de CXCL10 dans le sérum des patients ayant une

Al était supérieur au taux des patients sans Al.

D’autres polymorphismes génétiques ont été décrits comme associés a un risque d’Al. Cunha
et al. (Cunha, Aversa et al. 2014) ont décrit un surrisque d’Al chez les patients allogreffés si le

donneur était homozygote h2/h2 pour le géne PTX3. Celui-ci code pour un Prp (patter
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recognition receptor) soluble sécrété par les cellules phagocytaires au site de I'inflammation,
gui module I'activité innée et active I'immunité adaptative. Il agit également directement sur
Aspergillus fumigatus comme une opsonine, favorisant sa phagocytose. Les polymorphismes
de PTX3 ont également été décrits chez les transplantés d’organes solides (Wojtowicz,
Lecompte et al. 2015). Des polymorphismes de RAGE (receptor for advanced glycation end
products), ont été décrits comme associés a la survenue d’'une Al dans le cadre de
I'allogreffe de CSH, s’ils étaient présents chez le donneur uniquement, ou simultanément
chez le donneur et le receveur (Cunha, Giovannini et al. 2011). RAGE est un récepteur a des
protéines de l'inflammation amplifiant la réponse inflammatoire. Des polymorphismes au
niveau du plasminogene ont également été décrits sur un modele murin puis validé sur une
cohorte de patients allogreffés (Zaas, Liao et al. 2008). Enfin la voie NF-kB a également été
étudiée : le polymorphisme d’IRF4 multipliait par 6 le risque d’Al dans la sous-population des

allogreffés (Lupianez, Villaescusa et al. 2016).

Récemment Fisher et al. ont analysé 20 polymorphismes sur 14 génes dans une cohorte de
2609 patients allogreffés dont 483 avec une Al et 2126 sans Al et confirmé I'association des
polymorphismes de PTX3, CLEC7a, CD209, CXCL10, TLR6, S100B, IFNy, PLG et TNFR1 (Fisher,
Hohl et al. 2017).

En résumé, des polymorphismes génétiques chez le donneur ou le receveur ont été décrits
comme associés au risque aspergillaire chez les patients allogreffés. Ces facteurs ne sont
actuellement pas pris en compte dans la prise en charge des patients en routine. Néanmoins
des études vont débuter afin de les incorporer dans les stratégies de prophylaxie anti-

filamenteux.

11. Prophylaxies

Devant la sévérité de ces infections, des stratégies de traitement précoce et de prophylaxie

ont été développées.

Tout d’abord la prophylaxie environnementale (chambres avec filtration de I'air et pression
positive, de type flux laminaire) vise a éviter la colonisation : le patient est placé dans un

environnement dépourvu de spores. La majorité des patients allogreffés en Europe
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bénéficient de ce type de protection, soit en chambre individuelle de type chambre a flux
laminaire, soit dans des unités fermées sans flux laminaire individuel. L’équipe de Genéve a
observé dans une étude cas-témoins de 29 cas d’IFl et 102 témoins appariés dans deux
services d’hématologie, dans un contexte d’épidémie d’IFl et de travaux, que le fait de sortir
plus de 5 fois d’'une chambre a flux multiplie par 6 le risque d’IFl, et par 7 si ces sorties

avaient lieu pendant la période de neutropénie (Gayet-Ageron, Iten et al. 2015).
D’autre part, différentes approches médicamenteuses ont été développées.

Dans les années 1980, devant le constat d’une forte mortalité par infections fongiques chez
les patients en aplasie, et la pauvreté des moyens diagnostiques de I'époque, des stratégies
de traitement empirique pour les fievres persistantes sous antibactériens a large spectre ou
pour les fiévres récurrentes, ont été historiguement mises en place pour diminuer
I'incidence des infections fongiques (Pizzo, Robichaud et al. 1982; EORTC 1989). L'une des
deux études princeps comportait moins de 50 patients, la seconde étude était randomisée
mais ouverte. L'impact de la stratégie sur la mortalité n’était significatif que dans la
deuxieme étude. Néanmoins, en 'absence a I'époque de toute possibilité de prophylaxie
médicamenteuse prolongée couvrant la majorité des IFl, a levures ou a filamenteux, cette
stratégie a été rapidement adoptée dans les services d’hématologie pour les patients ayant
des neutropénies prolongées, d’au moins 10 jours. Sous certains aspects, la stratégie
empiriqgue peut étre considérée comme une stratégie « prophylactique tardive ». Elle a
néanmoins l'inconvénient de traiter un grand nombre de patients (50 a 70%) pour un taux
moyen de 10% d’IFl. Des stratégies dites « pré-emptives » ont donc été évaluées afin de
diminuer la consommation d’antifongiques et de mieux cibler les patients auxquels on
administre un antifongique avant le diagnostic d’une IFl prouvée ou probable. Une premiere
étude (Maertens, Theunissen et al. 2005) a montré que la stratégie préemptive combinant
galactomannane et scanner thoracique permettait de traiter 9/88 patients au lieu de 44/88
si ces patients avaient été traités par une stratégie empirique, soit une réduction de 78% des
indications d’antifongiques. Dans I'étude Prévert (Cordonnier, Pautas et al. 2009), les
stratégies empiriques et préemptives étaient comparées par randomisation chez des
patients ayant une neutropénie de haut risque a I'exclusion des allogreffés. Cette étude de
non-infériorité n’a pas montré de différence entre les deux stratégies sur le critére de

jugement principal qui était la survie 14 jours apres la sortie d’aplasie. Il y avait en revanche
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plus d’IFI prouvées et probables dans le bras pré-emptif (13/143) que dans le bras empirique
(4/150) (p<0.02). La grande majorité des 17 IFl de cette étude étaint en fait survenues au
cours des inductions de LA dont la durée médiane était de 26 jours versus 12 jours pour les
autres patients. L'analyse du sous-groupe des inductions de LA montrait une différence plus
significative sur l'incidence des IFl entre le bras pré-emptif (12/73, 16.4%) et le bras
empirique (3/78, 3.8%) (p<0.01). Compte-tenu du nombre de patients, cette étude n’a pas
pu affirmer la non-infériorité du bras pré-emptif sur la survie a J42 dans ce sous-groupe le
plus a risque. Cette incertitude est la raison pour laquelle une autre étude, incluant
uniquement des patients a haut risque avec une neutropénie prolongée, a été menée par

I’'EORTC. Les résultats de cette seconde étude sont en cours d’analyse.

Avec le développement des antifongiques et notamment d’antifongiques moins toxiques,
des stratégies de prophylaxie primaire ont été étudiées dans les populations les plus a risque

d’IFI.

Au cours des inductions de leucémies aigués myéloides, le posaconazole diminue
significativement les IFl de 8% a 2% et les Al de 7% a 1% (Cornely, Maertens et al. 2007).
Apres allogreffe, le posaconazole diminue les IFI de 9% a 5% et les Al de 7% a 2% au cours

des réactions du greffon contre I’h6te (Ullmann, Lipton et al. 2007).

Le risque de rechute d’une Al apres allogreffe chez les patients ayant un antécédent d’Al
avant la greffe est important, aux alentours de 30 a 60% en l'absence de prophylaxie
secondaire (Offner, Cordonnier et al. 1998; Sipsas and Kontoyiannis 2006). Une série
rétrospective de 45 patients ayant un antécédent d’Al avant allogreffe au sein d’une cohorte
de 2319 patients allogreffés retrouvait 29% de rechute d’Al aprés allogreffe (13/45) avec une
survie de 56% pour les patients ayant un antécédent d’Al versus 77% pour les patients sans
Al (Fukuda, Boeckh et al. 2004). Le risque de rechute d’Al aprés allogreffe était plus
important si le patient avait bénéficié de moins d’un mois d’antifongique avant I'allogreffe.
En revanche, si le patient avait bénéficié de plus d’'un mois d’antifongique et qu’il y avait
résolution des anomalies radiologiques avant allogreffe, la probabilité d’Al apres allogreffe
ainsi que la survie étaient identiques a celles des patients sans antécédent d’Al avant greffe.
Des stratégies de prophylaxies secondaires ont alors été développées permettant de réduire

le taux de rechute de 64% (25/39) a 16% (31/190) (Sipsas and Kontoyiannis 2006). Aucune
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étude randomisée n’a été réalisée pour évaluer le bénéfice de la prophylaxie secondaire car
la comparaison a des cohortes historiques montrait un bénéfice important de celle-ci. Dans
une série rétrospective de 48 patients ayant une Al avant allogreffe, 33% rechutaient apres
greffe (16/48) avec une mortalité de 88% (Offner, Cordonnier et al. 1998). Le taux de rechute
était plus important en I'absence de prophylaxie secondaire (4/7 soit 57%) qu’avec une
prophylaxie secondaire (12/41 soit 29%). Une série de 11 patients (10 Al et 1 candidose)
ayant bénéficié d’une prophylaxie secondaire par voriconazole, 9 dans le cadre d’une
allogreffe et 2 pour des consolidations de LA, a montré que cette prophylaxie secondaire
était bien tolérée et efficace puisqu’il n'y a pas eu de rechute de linfection fongique
(Cordonnier, Maury et al. 2004). Une étude prospective contrélée a évalué le bénéfice du
voriconazole en prophylaxie secondaire chez 45 patients ayant un antécédent d’IFl (dont 25
Al) (Cordonnier, Rovira et al. 2010). Le taux d’IFl aprées greffe était de 6.7% (2 rechutes et 1
nouvelle IFI de type mucormycose), ce qui est bien inférieur aux taux historiques d’au moins
30%. Plus récemment une étude prospective rapportait 136 patients ayant un antécédent
d’Al (Liu, Lin et al. 2014) et qui ont bénéficié d'une prophylaxie secondaire post-
allogreffe avec le méme antifongique que pour le traitement curatif : 24 par itraconazole, 74
par voriconazole, 32 par caspofongine et 6 par amphotéricine B liposomale. Douze patients
ont rechuté de leur Al apres la greffe soit un taux de succés de 91.2% (124/136). A un an,
27.3% des patients avaient développé une IFl, 24.7% une Al ; les deux tiers d’entre eux ont

développé I'lFl apres I'arrét de la prophylaxie.

Un antécédent d’IFl avant allogreffe justifie des précautions particulieres (éviter I'irradiation
corporelle totale, privilégier un conditionnement a intensité réduite, donner une prophylaxie
secondaire), mais sous réserve de ces précautions, ne représente plus une contre-indication

a la greffe.

12. Pourquoi les infections fongiques invasives augmentent-elles ?

L'incidence des infections fongiques invasives a filamenteux est en augmentation, que ce
soit les aspergilloses invasives ou les autres infections a filamenteux (Marr, Carter et al.
2002; Pagano, Caira et al. 2007; Chamilos, Lewis et al. 2008; Park, Pappas et al. 2011; Bitar,
Lortholary et al. 2014).
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En premier lieu, I'amélioration des soins de support, et en particulier la meilleure gestion des
infections bactériennes, a permis d’améliorer la survie des patients immunodéprimés qui

restent ainsi a risque de faire d’autres complications.

De plus, I'avénement de la prophylaxie antifongique a modifié I'épidémiologie des infections
fongiques. Ainsi la généralisation de la prophylaxie par fluconazole lors de la période
d’aplasie post-allogreffe (Slavin, Osborne et al. 1995; Marr, Seidel et al. 2000) a changé
I’épidémiologie des IFl apres allogreffe, avec une diminution des candidoses et une
augmentation des infections a filamenteux (Marr, Carter et al. 2002; Kontoyiannis, Marr et

al. 2010).

D’autre part, I'augmentation du panel des drogues immunosuppressives et des lignes de
chimiothérapie a augmenté la taille de la population immunodéprimée susceptible de
développer des IFl. Ainsi les IFl touchent de nouvelles populations comme les patients
atteints de syndromes lymphoprolifératifs ayant recu de nombreuses lignes de traitement

(Lortholary, Gangneux et al. 2011).

Enfin, 'amélioration des outils diagnostiques permet le diagnostic d’un plus grand nombre
d’IFI qui étaient auparavant souvent diagnostiquées a I'autopsie. Une grande proportion des
Al est diagnostiquée sur le galactomannane seul, sans documentation microbiologique par
examen direct ou culture, et ces cas peuvent représenter jusqu’a 80% dans certaines séries

(Marr, Schlamm et al. 2015).

13. Objectifs de I’étude des facteurs de risque d’aspergillose chez

les patients allogreffés

Malgré les progres diagnostiques et thérapeutiques, I'Al est toujours une complication
fréquente et grave apres allogreffe de CSH. La stratégie de prise en charge comprend la
stratégie diagnostique et thérapeutique. Les stratégies thérapeutiques sont multiples,
curative, empirique, préemptive, prophylactique primaire et secondaire. La prophylaxie
donnée a tous les allogreffés pose le probleme du colt, de la sélection de résistance et
d’éventuelles interférences médicamenteuses. De plus, un patient allogreffé n’a pas le

méme risque d’Al a tout moment de son parcours de soin. Pour exemple, la survenue d’une
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GvH ou d’une infection a CMV augmente considérablement ce risque (Junghanss, Marr et al.
2002; Marr, Carter et al. 2002; Martino, Subira et al. 2002; Fukuda, Boeckh et al. 2003;
Kojima, Kami et al. 2004; Thursky, Byrnes et al. 2004; Labbe, Su et al. 2007; Garcia-Vidal,
Upton et al. 2008; Mihu, King et al. 2008; Mikulska, Raiola et al. 2009; Blennow, Remberger
et al. 2010; Zhang, Jiang et al. 2010; Baddley 2011; Herbrecht, Bories et al. 2012; Li, Wang et
al. 2012). Le risque étant évolutif, les stratégies de prise en charge doivent probablement
I’étre aussi. Il est donc primordial de déterminer les facteurs de risque potentiels d’Al a JO de
la greffe (facteurs pré-greffe) et au cours du suivi du patient (facteurs post-greffe). L’objectif
de notre étude des facteurs de risque d’aspergillose chez les patients allogreffés est de
déterminer les facteurs de risque potentiels d’Al aprés allogreffe, a JO de la greffe, puis au

cours du suivi.
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B. Pneumopathies a pneumocystis (PcP)
1. Définition et clinique

La pneumopathie a Pneumocystis jirovecii ou pneumocystose (PcP) est une complication
classique du patient immunodéprimé. Elle a été initialement décrite chez les enfants
prématurés et dénutris (Cordonnier, Cesaro et al. 2016). Elle a ensuite été beaucoup étudiée
a l'occasion de la pandémie VIH. La pneumocystose du patient non VIH est cependant
différente de la pneumocystose du patient VIH, que ce soit sur le plan clinique, biologique ou

pronostique (Tableau 1).

Tableau 1 Différences entre les pneumocystoses des patients VIH+ et VIH-. (Cordonnier,

Cesaro et al. 2016)

VIH+ VIH-
PcP révélant la maladie sous-jacente Oui Exceptionnel
Oui (90%)

(surtout décroissance ou

Corticoides avant diagnostic PcP Non ) N
apres arrét)
Début des symptémes avant le Progressif Aigu
diagnostic (3-5 semaines) (4-8 jours)
Hypoxémie Modérée Souvent sévere

Augmentation des LDH :

g e s -Bonnes -Faibles
- Spécificité et sensibilité , (.
X -Elevé -Modéré
- Niveau
LBA Nombreux kystes Faible nombre de kystes
Peu de PNN Nombreux PNN
, 28-539
Mortalité 17-30% &

(surtout apreés allogreffe)

LBA : lavage broncho-alvéolaire ; PNN : polynucléaires neutrophiles

Le tableau clinique classique est une pneumopathie interstitielle fébrile (Figures 10 a 13).
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Fig. 2. Sixty-five-year-old patient with Wegener’s granuloroatosis and fever for Sdays. (a) CT'1 shows PJPin the typical apical distribution with peripheral sparing. (b) Ten
days after the application ofintravenous therapywith sul fonamides but no corticosteroids. CT-attenuation of pulmon acy infiltrates has increased and beginning acchitectural
distortions can be observed. CCO is still present.(c) Another 10 days later. Parenchyroal consolidations and architectucal distortions are progressive.

Figure 10 Scanner d’'une pneumocystose (Vogel, Vatlach et al. 2012)

Fig. 1. Porty-six-year-old wornan with cherootherapy for acute lymphoblastic leulemnia (ALL). (2) Two days after onset of symptoros, patchy CCO is seen bilatetally in a
non-anatornical distribution involving the upper lobesincludin g subpleural areas. Viral pneurnonia was suspectaed and antivical teeatrent wasapplied.(b) Fourdays later. Mo
specific PP treatroenthad been applied until then. C COaredenserand diffused.(c) Another S days laterafoer 5 daysof sulphonarnide-thera pywith adjunctive corticosteroids.

The ircage shows almost coroplete resolution of PJP.

Figure 11 Scanner d’'une pneumocystose (Vogel, Vatlach et al. 2012)
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Fig 2 Sixty-two-year-old raan under corticosteroid-therapydue 1o cerebral roetastasesofmalignantroelanorma. (a) Acute PIPthedayoftheonsstof symptoms. Discrete GG O
is seen bilaterally in the up per lobes with peripheral sparing. (b) Eightdays laterin the course of thedisease, still withoutany specific treatroent, CCO has becomedensar.(c)
Another 5 dayslater,after 4daysof sulphonamide-thecapy, GCO partially resolved. Architectural distortionsare seen especially in the left upper lobe. Sulphonaride-thetapy
wascontinued and doses ofcorticosteroids increased. (d) Another 22 days later, CCO is still declining: architectural distortions also regressed, but were still present. () Two
roonths later iccegular linear opacities disappeared (atelectasis due to a new pulmonary roetastasis is ssen apically in the left lower lobe).

Figure 12 Scanner d’'une pneumocystose (Vogel, Vatlach et al. 2012)

Fig. 4. Sixty-five-year-old patient under chernotherapy of non-Hodzkin lymophoroa (MHL). (2) Acute FIP 2 days after onset of syroptoros. GGO without peripheral sparing
are seen in the apex of the right lung. (b) No specific therapy was applied. Five days later CCO shows progression. Soroe irregular linear opacitiescan be seen. () Another
6 days later (still no specific therapy) there are den se parenchymoal consolidations. & pulroonary cystoccucred in the right upper lobe. (d) Another 9 days later (9 days after
intravenous therapy with sulfonamides plus corticosteroids) a 2nd pulroonacy cyst is seen in the left lower lobe.

Figure 13 Scanner d’'une pneumocystose (Vogel, Vatlach et al. 2012)
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Dans une étude rétrospective de 55 patients ayant une hémopathie maligne et une PcP
entre 1990 et 1999 en lItalie, les symptomes étaient une fievre dans 86% des cas, une
dyspnée dans 78% des cas, une toux seche dans 71% des cas, une hypoxie sévere dans 71%
des cas, une douleur thoracique dans 14% des cas et des frissons dans 5% des cas (Pagano,
Fianchi et al. 2002). Dans une autre étude rétrospective de 56 patients dont 44 avaient une
hémopathie maligne, la fievre était présente dans 85.7% des cas, la dyspnée 78.6% des cas,
la toux dans 57.1% des cas (Bollée, Sarfati et al. 2007). Un infiltrat interstitiel bilatéral était
présent dans 80 % des cas et des opacités en verre dépoli dans 89% des cas sur le scanner
thoracique. La présentation était aigué avec une médiane de 7 jours entre le début des
symptémes et le diagnostic, et I'hypoxie profonde avec une PaO, médiane de 58 mmHg. Les
co-infections pulmonaires sont tres fréquentes dans les PcP, et ont été décrites dans 28% a
71% des cas, qu’il s’agisse d’infections bactériennes (Staphylococcus aureus, BGN), fongiques
(Aspergillus sp) ou virales (CMV). Chez I'allogreffé, la PcP est associée a une pneumonie a
CMV dans 50% des cas (Ewig, Bauer et al. 1995; Yale and Limper 1996; Torres, Chemaly et al.

2006; Maschmeyer, Helweg-Larsen et al. 2016).

La pneumocystose étant une maladie grave et a évolution rapide, on ne peut pas attendre
une confirmation diagnostique pour débuter un traitement. En effet tout retard
thérapeutique a un impact sur la mortalité (Asai, Motojima et al. 2012; Li, Lee et al. 2014) et

les examens mycologiques ne sont pas négativés par quelques jours de traitement.

Le traitement doit étre débuté en urgence chez un patient a risque, avec des symptomes
(dyspnée, toux, fievre, hypoxie, douleur thoracique) et une imagerie compatibles
(radiographie de thorax ou de préférence scanner thoracique), avec ou sans élévation des

LDH (Maschmeyer, Helweg-Larsen et al. 2016).

2. Diagnostic

Le diagnostic mycologique de pneumocystose repose sur la détection de Pneumocystis
jirovecii dans un prélévement respiratoire. Pneumocystis jirovecii est un champignon qui se
multiplie a la surface des pneumocytes de type |, raison pour laquelle sa densité est plus

importante au niveau de I'alvéole.
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v' Comment détecter Pneumocystis jirovecii ?

Le Pneumocystis jirovecii n’est pas cultivable in vitro (Alanio, Hauser et al. 2016), et donc sa
détection directe (microscopie, acides nucléiques) dans les prélevements est primordiale.
L’examen direct (Figure 14) de prélévements respiratoires, en particulier du LBA, permet de
détecter les kystes (asci) et les formes trophiques (ascospores) avec les colorations de
Giemsa, bleu de toluidine, calcofluor et Gomori-Grocott. Dans les années 1970, est apparue
I'immunofluorescence (IF) qui a une meilleure sensibilité que I'examen direct. La plupart des
kits utilise des anticorps monoclonaux anti-kystes, mais certains utilisent des anticorps anti-

kystes et anti-trophozoites.
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Figure 14 Examen direct de lavage broncho-alvéolaire montrant des kystes de Pneumocystis

jirovecii (coloration Gomori-Grocott)

Les premiéres PCR ont été développées dans les années 1990. La PCR a été comparée a
I’examen direct sur 47 LBA (Wakefield, Pixley et al. 1990). Elle était fortement positive dans
le LBA de 16 patients qui avaient une pneumocystose confirmée par un examen direct positif
et dans le LBA de 4 patients qui avaient des symptomes cliniques évocateurs mais un
examen direct négatif. Elle était faiblement positive dans les LBA de 3 patients
immunodéprimés « sans pneumocystose ». Elle était négative dans le LBA de 10 patients
immunocompétents. Comme attendu, la PCR apparaissait déja comme plus sensible que
I’examen direct. Dans les années 2000, la PCR quantitative en temps réel (qPCR) a été

développée. La comparaison sur 173 LBA chez 150 patients a montré que la qPCR était plus
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rapide que la PCR standard ; les deux avaient une sensibilité de 100%, la spécificité de la PCR
standard était de 87% et la spécificité de la PCR en temps réel de 85% (Flori, Bellete et al.
2004). Deux métaanalyses sur la gPCR dans le LBA retrouvaient une sensibilité de I'ordre de
99% et une spécificité de 'ordre de 91% (Lu, Ling et al. 2011; Fan, Lu et al. 2013). Il est
apparu que la PCR était plus sensible que I'examen direct et que I'immuno-fluorescence
pour établir un diagnostic de pneumocystose. L'équipe de mycologie du CHU Henri Mondor
a développé une gPCR et I'a validée sur 353 LBA chez 287 patients (Botterel, Cabaret et al.
2012). Dix-sept LBA (5%) étaient positifs en immunofluorescence et en gPCR, 63 (18%)
étaient négatifs en immunofluorescence et positifs en qPCR, et 273 (77%) étaient négatifs en
immunofluorescence et en gPCR. La charge fongique des prélevements positifs en
immunofluorescence et en gPCR (4.2 logio copies/uL) était supérieure a la charge fongique
des prélevements négatifs en immunofluorescence et positifs en gPCR (1.1 logyo copies/puL)
(p<10™). En prenant 'immunofluorescence comme examen de référence, la sensibilité de la
gPCR était de 100 % pour une charge fongique > 2.6 logo copies/uL et la spécificité de 100%
pour une charge fongique > 4 log;o copies/pL. Dans une étude prospective multicentrique
sur 110 patients la sensibilité était de 93%, la spécificité de 91%, la valeur prédictive positive
(VPP) de 59% et la valeur prédictive négative (VPN) de 99% (Hauser, Bille et al. 2011). Mais
cette grande sensibilité pose le probléme de la pertinence clinique d’un résultat positif :
certains patients avaient une PCR positive avec un examen direct négatif et aucun signe
clinique. La question de différencier infection et colonisation ou portage s’est posée et
plusieurs équipes ont essayé d’identifier un seuil permettant de distinguer colonisation et
infection. Dans une étude prospective sur 238 patients immunodéprimés ayant une
pneumopathie, une PCR en temps réel a été réalisée sur 163 LBA et 115 expectorations
induites (Alanio, Desoubeaux et al. 2011). L'objectif était de différencier infection et
colonisation. Sur 21 échantillons provenant de 16 patients avec une haute probabilité de
pneumocystose, les 21 échantillons étaient positifs en qPCR alors que seuls 16 d’entre eux
avaient un examen microscopique positif (examen direct avec la coloration Giemsa et/ou
immunofluorescence). La charge fongique allait de 134 a 1.73 10° TFEg/mL (trophic form
equivalent). Sur 257 échantillons de 222 patients avec une faible probabilité de
pneumocystose, 222 échantillons étaient négatifs pour toutes les techniques mais 35 étaient
positifs uniguement en gPCR avec une charge fongique allant de 0.1 a 1840 TFEg/mL. Ces

patients pourraient étre uniqguement colonisés. Les auteurs ont alors proposé 2 seuils, 120 et
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1900 TFEq/mL, pour différencier colonisation et infection avec une zone grise entre les deux
bornes. L’équipe de Grenoble suggére aussi d’utiliser 2 seuils de 3160 copies/mL et 31600
copies/mL avec une zone grise entre les deux (Maillet, Maubon et al. 2014). Dans cette
étude, sur 35 patients, le seuil de 3160 copies/mL permettait d’avoir une sensibilité de 100%
et une VPN de 100% mais une spécificité de 70% tandis qu’un seuil de 31600 copies/mL avait
une spécificité de 100% et une VPP de 100% mais une sensibilité de 80%. Le probleme
majeur posé par les résultats de ces études est que la signification de la PCR pour le
diagnostic de PcP a été évaluée en regard d’un diagnostic de PcP sur des parametres
purement cliniques (existence d’une pneumopathie, caracteres de celle-ci, sévérité,
existence d’autres pathogénes susceptibles d’expliquer la pneumopathie) dont certains

étaient arbitraires et/ou clinicien-dépendants.

Néanmoins plusieurs études plus récentes ne parviennent pas a établir un seuil. Une étude
de 71 cas de pneumocystose diagnostiqués par IF et 171 témoins (pneumopathie non
pneumocystose) chez des patients non VIH (Muhlethaler, Bogli-Stuber et al. 2012) rapportait
une VPP de 98% si la charge fongique était supérieure a 1450 pathogénes/mL. Pour les 153
patients avec PCR négative la VPN était de 99.3% mais entre 1 et 1450 pathogenes/mL, on
ne pouvait pas trancher entre colonisation et infection. L'interprétation dépendait du degré
de suspicion clinique. Dans une étude francaise prospective sur 4 ans (Robert-Gangneux,
Belaz et al. 2014), 814 LBA chez 659 patients ont été analysés. Cent-dix-neuf patients avaient
une gPCR positive avec un examen direct au May-Grinwald-Giemsa et une IF négative. Ces
patients ont été classés en 35 PcP, 41 PcP possibles et 43 colonisations suivant des critéres
cliniques, et I’évolution avec ou sans traitement. Les auteurs n’ont pas réussi a établir un
seuil permettant de distinguer avec pertinence une infection d’une colonisation. Enfin une
étude rétrospective s’était intéressée a chercher un seuil chez les patients VIH et non VIH
(Louis, Guitard et al. 2015). Les auteurs ont étudié rétrospectivement 1212 épisodes de
pneumonies survenus chez 1003 patients investigués par LBA. Les PcP prouvées étaient
définies par une IF positive. Les PcP probables étaient définies par une IF négative une PCR
positive et une clinique, une imagerie et une évolution compatibles avec une PcP. Une
colonisation était définie par une IF négative, une PCR positive et I'absence de signes
radiologiques compatibles avec une PcP. L’absence de PcP était définie par une PCR et une IF

négative et I'absence de signes cliniques de PcP. Chez les patients VIH, ils ont identifié 52 PcP
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prouvées, 4 probables, 8 colonisations et 152 absences de PcP. Chez les non VIH, les auteurs
ont identifié 27 PcP prouvées, 22 probables, 117 colonisations et 829 absences de PcP. Les
charges fongiques étaient supérieures dans les PcP prouvées par rapport aux probables et
supérieures chez les patients VIH par rapport aux non VIH. Avec un seuil & 1.5 10* copies/mlL,
la sensibilité et la spécificité était de 100% pour les VIH. Chez les non VIH, le seuil proposé
était de 2.87 10" copies/mL pour avoir une spécificité de 100% et de 3.39 10° copies/mL
pour avoir une sensibilité de 100%. La recherche d’un seuil unique et universel est donc
probablement illusoire. Il est probablement différent dans des populations certes toutes
immunodéprimées mais avec des mécanismes et des niveaux d'immunodépression tres
différents. De plus, les méthodes utilisées sont variables en fonction des études, rajoutant

un facteur de variabilité important.

v' Quel prélévement respiratoire ?

Le prélevement de référence est le lavage broncho-alvéolaire (Alanio, Hauser et al. 2016)
avec réalisation d’un examen direct, d’une IF et d’'une PCR quantitative en temps réel. Chez
les patients d’hématologie, le LBA est d’autant plus important que les co-infections sont trés
fréquentes. Néanmoins le LBA est un prélevement invasif, c’est pourquoi la recherche d’une
stratégie diagnostique non invasive a été évaluée. Plusieurs études ont montré que les
prélevements des voies aériennes supérieures pouvaient étre utiles bien que moins
sensibles puisqu’il existe un gradient de charge fongique décroissant des alvéoles aux voies
respiratoires supérieures (Guigue, Alanio et al. 2015). Helweg-Larsen et al (Helweg-Larsen,
Jensen et al. 1998) ont également comparé le lavage pharyngé et le LBA chez 76 patients VIH
et ont trouvé que la gPCR avait une sensibilité de 89%, une spécificité de 94%, une VPP de
93% et une VPN de 91% pour le diagnostic de PcP. Une étude prospective sur 202 enfants en
Afrique du Sud (dont 65% étaient porteurs du VIH et 63% étaient sous prophylaxie par
Cotrimoxazole) (Samuel, Whitelaw et al. 2011) qui consultaient pour pneumopathie, a
comparé les résultats de 147 prélévements respiratoires hauts et bas. Quatre-vingt-onze
pour cent des couples de préléevements respiratoires hauts et bas chez le méme patient
étaient concordants (70 positifs dans les deux types de prélevements, 63 double négatifs).

Chez 3 patients (2%), les auteurs retrouvaient des prélévements respiratoires hauts positifs
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et bas négatifs, et chez 11 (7%) patients des prélevements respiratoires hauts négatifs et bas
positifs. La sensibilité des prélevements respiratoires hauts était de 86%, la spécificité de
95%, la VPP de 96% et la VPN 85%. Une autre équipe (To, Wong et al. 2013) a comparé 117
couples d’aspiration naso-pharyngée et de LBA. Quinze couples étaient concordants positifs,
98 concordants négatifs et quatre étaient positifs sur I'aspiration naso-pharyngée et négatifs
dans le LBA. Aucun des patients ayant une pneumocystose n’avait d’hémopathie dans cette
série. Les préléevements respiratoires des voies aériennes supérieures sont donc une
alternative au LBA quand celui-ci ne peut pas étre réalisé. Néanmoins il est moins sensible
du fait du gradient fongique et probablement encore plus chez les patients d’hématologie
qui ont une charge fongique inférieure aux patients VIH. Un prélévement négatif en gPCR
dans les voies aériennes supérieures ne permet pas d’éliminer une pneumocystose (Alanio,
Hauser et al. 2016). De plus le prélévement respiratoire des voies supérieures ne permet pas

de diagnostiquer les co-infections.

v' Marqueurs indirects

Le B-D-Glucane est un marqueur panfongique présent dans la paroi de Pneumocystis
jirovecii. Deux métaanalyses ont retrouvé une sensibilité de 94.8% et 96% et une spécificité
de 86.3% et 84% pour le B-D-Glucane dans le diagnostic de PcP (Onishi, Sugiyama et al. 2011;
Karageorgopoulos, Qu et al. 2013). Damiani et al (Damiani, Le Gal et al. 2013) ont également
étudié l'intérét du B-D-Glucane pour différencier infection et colonisation sur 46 patients
(dont 5 d’hématologie) ayant une PCR positive dans le LBA. Dix-sept patients ont été classés
« pneumocystose » et 29 « colonisation ». Le diagnostic de pneumocystose était retenu si le
patient avait des signes cliniques (dyspnée, toux), radiologiques (syndrome interstitiel),
biologiques (Pa0, < 70 mmHg), et I'absence de pneumopathie bactérienne. Pour la PCR un
seuil 2 1.6 10° copies/pL avait une sensibilité de 100% et un seuil a 2.10* copies/pL avait une
spécificité de 100%. Trente-deux patients se trouvaient de part et d’autre de ces deux seuils
et étaient bien classés. Quatorze patients se situaient dans la zone grise entre ces seuils.
Parmi eux, 4 patients avaient un B-D-Glucane positif et avaient initialement été assignés
dans le groupe PcP. Les 10 autres, initialement assignés dans le groupe colonisation, avaient

un B-D-Glucane négatif. Le B-D-Glucane reflete la charge fongique pulmonaire et pourrait
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peut-étre aider a distinguer colonisation et infection. Dans une étude rétrospective sur 63
patients immunodéprimés ayant eu un LBA pour une pneumopathie (Costa, Botterel et al.
2012), la gPCR était positive dans le sérum uniquement quand le LBA était positif en
microscopie et en gPCR. Le B-D-Glucane était supérieur a 500 pg/mL pour les 10 patients
dont le LBA était positif en microscopie et en qPCR. Dans le groupe des 26 patients dont le
LBA était positif en gPCR mais négatif en microscopie, le B-D-Glucane était supérieur a 500
pg/mL pour 6 patients, compris entre 80 pg/mL et 500 pg/mL pour 19 patients et négatif
pour 1 patient, qui avait une charge fongique la plus faible a 40 copies/uL. Dans le groupe
des 34 patients dont le LBA était négatif en microscopie et en qPCR, le B-D-Glucane était
supérieur a 500 pg/mL pour 2 patients, compris entre 80 pg/mL et 500 pg/mL pour 8
patients et négatif pour 24 patients. Il faut rappeler que le B-D-Glucane est un marqueur

panfongique et que les co-infections sont fréquentes chez les patients d’hématologie.

Le B-D-Glucane est donc une aide pour le diagnostic de pneumocystose. Un algorithme
diagnostique a été proposé par I'ECIL dans ses recommandations européennes de 2016
(Figure 15). Il est proposé qu’un B-D-Glucane négatif permette d’éliminer le diagnostic de
PcP quand le LBA n’a pas pu étre réalisé. A contrario, en I'absence de LBA, la positivité du B-
D-Glucane n’est pas suffisamment spécifique dans cette population pour porter seul le
diagnostic de pneumocystose, mais est un argument supplémentaire pour aider au
diagnostic de pneumocystose en plus de la positivité de la qPCR dans un prélévement

respiratoire non invasif avec examen microscopique négatif.
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3. Physiopathologie

Le mécanisme de la pneumocystose est débattu. Il a longtemps été admis que l'infection
plus ou moins symptomatique était acquise durant la petite enfance et qu’il en résultait une
colonisation asymptomatique. Ceci reposait sur la forte proportion de sujets séropositifs des
I'enfance : 2/3 de la population des enfants de 4 ans (Cordonnier, Cesaro et al. 2016).
L'infection durant une phase d’'immunodépression correspondait a la réactivation d’une
colonisation. Néanmoins des cas de transmission interhumaine ont été décrits. Ainsi
plusieurs épidémies ont été rapportées, principalement dans des services de transplantation
rénale, en I'absence de prophylaxie ou en cas de prophylaxie sous-optimale (de Boer, de
Fijter et al. 2011; Yiannakis and Boswell 2016). Une épidémie de pneumocystose avec
analyse moléculaire dans un service de greffe hépatique a également été rapportée
(Desoubeaux, Dominique et al. 2016): 28 souches de Pneumocystis jirovecii ont été
génotypées, 4 chez des patients transplantés hépatiques et 24 chez des patients non
épidémiologiquement liés. Les 4 patients greffés hépatiques partageaient la méme souche
qui était différente de celles des 24 autres patients. La carte de transmission montrait que
ces patients s’étaient rencontrés notamment en consultation. En hématologie, 3 épidémies
ont été rapportées, la premiere sans analyse moléculaire (Ong and Jones 1998) et pour les 2
autres, I'analyse moléculaire n’avait pas permis de conclure a une source commune (Helweg-
Larsen, Tsolaki et al. 1998; Depypere, Saegeman et al. 2016). Une transmission de
pneumocystis au personnel de santé a partir d’'un patient infecté a été décrite (Valade,
Azoulay et al. 2015), et la diffusion dans l'air de la chambre des patients colonisés a été
démontrée (Frealle, Valade et al. 2017). Les PcP peuvent donc aussi étre des primo-
infections, méme si le patient a été antérieurement infecté par une autre souche. En faveur
de cette hypothese, il faut noter que 70 a 92% des patients porteurs d’une PcP sont infectés
avec un mélange de plusieurs génotypes (Gits-Muselli, Peraldi et al. 2015; Alanio, Gits-

Muselli et al. 2016).

4, Traitement

Il ny a pas eu d’essai prospectif randomisé pour le traitement de la PcP, spécifiquement

pour les patients d’hématologie et les recommandations (Maschmeyer, Helweg-Larsen et al.
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2016) s’appuient sur les essais menés pour les patients VIH et les études observationnelles
des patients d’hématologie. Le cotrimoxazole (Trimethoprime/Sulfametoxazole) est le
traitement le plus efficace (Tableau 2). Toutes les autres molécules ne doivent étre

envisagées qu’en cas de contre-indication vraie et vérifiée.

Tableau 2 Traitement de 1° lighe des pneumocystoses pour les patients non VIH selon les

recommandations de I'ECIL. (Maschmeyer, Helweg-Larsen et al. 2016)

Molécule Grade
Trimethoprime/Sulfametoxazole 15-20 mg/kg (TMP) 75-100 mg/kg (SMX) Allr
Pentamidine IV 4 mg/kg/j Clit
Primaquine + Clindamycine 30 mg/j PO + 600 mg x 3/j IV ou PO Clit
Atovaquone 750 mg x2 (ou 3)/j PO Cllit

Le traitement est généralement débuté en intra-veineux (V) mais peut étre initié per os (PO)
en I'absence de signes de gravité et en I'absence de troubles digestifs, et doit étre poursuivi
2 a 3 semaines (Torres, Chemaly et al. 2006; McKinnell, Cannella et al. 2012; Maschmeyer,
Helweg-Larsen et al. 2016). Le relais PO est a envisager dés qu’il y a une amélioration
clinique. Il est classique de voir une détérioration pendant les 3 a 5 premiers jours et la
réévaluation ne doit avoir lieu qu’a partir de J8. Il n’y a pas d’intérét a suivre I'efficacité
thérapeutique sur le B-D-Glucane car les co-infections et les surinfections sont fréquentes
(Lemiale, Debrumetz et al. 2013). En cas de non-amélioration il faut chercher une
complication (pneumothorax, épanchement pleural, infection acquise) (Torres, Chemaly et
al. 2006) avant de changer de molécule. En effet toutes les autres molécules sont moins

efficaces que le cotrimoxazole (Tableau 3)
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Tableau 3 Traitement de 2° ligne des pneumocystoses pour les patients non VIH selon les

recommandations de I'ECIL. (Maschmeyer, Helweg-Larsen et al. 2016)

Molécule Grade
Primaquine + Clindamycine 30 mg/j PO + 600 mg x 3/j IV ou PO BlIt
Pentamidine IV 4 mg/kg/j BIIl
TMP/SMX (15-20 mg/kg/75-100 mg/kg) + Caspofongine (70-50 mg/j) Cllu
Echinocandine seule Dllu

Chez les patients séropositifs pour le VIH, I'adjonction d’une corticothérapie en cas
d’hypoxie importante (Pa0,<70 mmHg) a fait I'objet d’'une étude randomisée qui a montré
son bénéfice avec une diminution du recours a la ventilation mécanique et un impact sur la
survie dans le sous-groupe des patients ayant une hypoxie modérée a séveére (Bozzette,
Sattler et al. 1990). Elle est donc recommandée (Limper, Knox et al. 2011) chez le patient
VIH, en association avec le cotrimoxazole. Chez le patient d’hématologie, les seules données
sont issues d’études rétrospectives dont les résultats sont contradictoires (Pareja, Garland et
al. 1998; Delclaux, Zahar et al. 1999; Pagano, Fianchi et al. 2002; Roblot, Godet et al. 2002;
Zahar, Robin et al. 2002; Bollée, Sarfati et al. 2007; Moon, Kim et al. 2011; Lemiale,
Debrumetz et al. 2013; Kofteridis, Valachis et al. 2014). L’étude rétrospective de Lemiale et
al. (Lemiale, Debrumetz et al. 2013) rapportait méme un surrisque de mortalité avec
adjonction de fortes doses de corticoides. La question des corticoides est beaucoup plus
complexe chez les patients d’hématologie que chez les patients VIH. En effet, les patients
d’hématologie recoivent déja, pour certains d’entre eux, des corticoides. La survenue de la
pneumocystose survient d’ailleurs fréquemment lors de la décroissance ou de I'arrét de la
corticothérapie. Des études prospectives sont nécessaires afin d’évaluer l'intérét d’une
adjonction de corticoides chez les patients qui n’en ont pas au moment du diagnostic de PcP,

et chez les patients qui en ont déja.
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5. Mortalité

La pneumocystose est une infection grave chez le patient d’hématologie. La mortalité est
plus importante chez le patient d’hématologie, et en particulier chez les patients allogreffés,
que chez le patient VIH, allant de 30 a 60% (Roux, Lemiale et al. 2010; Cordonnier, Cesaro et
al. 2016). La gravité est liée au risque de détresse respiratoire qui survient dans 50% des cas

de pneumocystose (Kojicic, Li et al. 2012).

Dans une cohorte prospective de 544 PcP VIH + et VIH- (26% de patients d’hématologie et
une majorité de patients greffés d’organe solide), la mortalité était de 27% pour les patients
VIH- (43% pour les allogreffés de CSH) versus 4% chez les patients VIH+ (Roux, Canet et al.
2014).

Dans une série de 79 PcP chez des patients non VIH ayant une hémopathie, une greffe de
CSH ou une greffe d’organe solide, la mortalité était de 34% (26/ 76) (Torres, Chemaly et al.
2006). La mortalité attribuable a la PcP était supérieure chez les greffés de CSH (48%)
comparativement aux autres patients (29%). Yale et al. (Yale and Limper 1996) ont étudié
rétrospectivement 116 patients VIH négatifs ayant une PcP et ont retrouvé une mortalité
hospitaliére de 34%. Dans une étude rétrospective de 101 patients ayant une PcP (69 VIH et
32 non VIH), la mortalité hospitaliere était de 19% pour les patients VIH versus 27% pour les
non VIH. La mortalité a J90 était de 28% pour les VIH versus 41% pour les non VIH
(McKinnell, Cannella et al. 2012). Dans une étude rétrospective de 60 patients non atteints
par le VIH, et ayant une PcP, la mortalité était de 33% (Roblot 2003). Dans une autre étude
rétrospective réalisée par la méme équipe chez 103 patients non atteints par le VIH et ayant
une PcP (Roblot, Godet et al. 2002), la mortalité était de 38%. Pagano et al ont mené une
étude rétrospective sur 55 patients d’hématologie ayant une Pcp, la mortalité était de 29% a

30 jours (Pagano, Fianchi et al. 2002).

D’autres séries retrouvaient des taux de mortalité importants : 30% de mortalité dans une

série de 30 PcP aprées Rituximab (Martin-Garrido, Carmona et al. 2013).
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6. Facteurs de mauvais pronostic

Chez les patients non VIH, les facteurs de mauvais pronostic au moment du diagnostic sont :
une hémopathie non contrélée, un mauvais état général avec un score de Eastern
Cooperative Oncology Groupe Performans status (ECOG PS) > 2, une corticothérapie, un
retard thérapeutique, une hypoalbuminémie, une co-infection a HSV ou CMV, un taux élevé
de PNN dans le LBA, et un score APACHE-II ou SAPS-II élevé. Les parametres évolutifs de
mauvais pronostic sont: un état de choc, la nécessité d’utiliser des vasopresseurs,
I"utilisation de fortes doses de corticoides, la détresse respiratoire, la nécessité d’utiliser de
I’oxygeéne a haut débit, la nécessité d’avoir recours a la ventilation mécanique, un syndrome
de détresse respiratoire aigu, ou une détérioration clinique a J8 (Yale and Limper 1996;
Roblot, Godet et al. 2002; Roblot 2003; Torres, Chemaly et al. 2006; Boonsarngsuk, Sirilak et
al. 2009; Lemiale, Debrumetz et al. 2013; Kim, Lee et al. 2014; Ko, Jeong et al. 2014;
Kofteridis, Valachis et al. 2014; Roembke, Heinzow et al. 2014; Roux, Gonzalez et al. 2014;

Maschmeyer, Helweg-Larsen et al. 2016).

7. Facteurs de risque

Selon les recommandations de I'ECIL, les patients a risque élevé de PcP sont ceux atteints
d’une LAL, d’un lymphome agressif en rechute, les patients allogreffés, les patients traités
par de fortes doses de corticoides (>20 mg prednisone >1 mois) ou par des agents
immunosuppresseurs T. Les patients ayant un antécédent de PcP sont également a haut
risque de développer a nouveau une PcP. Les patients a risque modéré sont les patients
autogreffés et ceux recevant une chimiothérapie intensive (R-CHOP 14, RFC, ABVD,
gemcitabine, méthotrexate a forte dose). Cependant, la prophylaxie efface tous ces facteurs
de risque (Maertens, Cesaro et al. 2016) et le principal facteur de risque est I'absence de
prophylaxie ou la non-compliance chez les patients a haut risque. Les facteurs de risque
d’acquisition ont été peu étudiés en dehors des cas de transmission interhumaine décrits

plus haut.
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8. Prophylaxie

Avant I'ere de la prophylaxie, I'incidence allait jusqu’a 40% chez les enfants atteints de LAL,
et augmentait avec l'intensité de la chimiothérapie (Hughes, Feldman et al. 1975). Elle était

de 16% apres allogreffe (Meyers, Pifer et al. 1979).

L'incidence de PcP a diminué depuis la mise en place de la prophylaxie chez les patients a
risque. Les PcP surviennent majoritairement en I'absence de prophylaxie. Pagano et al. dans
leur étude rétrospective de 55 cas de PcP en hématologie n’a retrouvé que 2 cas qui avaient
une prophylaxie par cotrimoxazole (Pagano, Fianchi et al. 2002). Tuan rapportait 19 PcP post
greffe de CSH entre 1976 et 1991 sur 1454 greffes: un seul des 19 patients prenait une
prophylaxie (Tuan, Dennison et al. 1992). Sur 1359 patients greffés a Seattle, les 15 PcP ne
correspondaient qu’a des cas sans prophylaxie par cotrimoxazole (Chen, Boeckh et al. 2003).
Dans une étude rétrospective monocentrique (Saint-Louis) sur 6 ans reprenant 519
allogreffes, 13 PcP (2.5%) ont été identifiées (De Castro, Neuville et al. 2005) : 3 précoces
(avant 6 mois) dans les 5 premiers mois sous prophylaxie (mais on ne sait pas laquelle), et 10
tardives (aprés 6 mois) alors que la prophylaxie avait été arrétée. La médiane de survenue de

la PcP était de 14.5 mois.

Deux métaanalyses montraient que la prophylaxie diminue de 91% le risque de PcP (Green,

Paul et al. 2007; Green, Paul et al. 2007).

Le type de prophylaxie a également une importance, la prophylaxie par cotrimoxazole étant
la plus efficace. Ainsi, dans une étude rétrospective apres allogreffe de CSH, I'incidence de
PcP était de 0.37% (2/535) sous cotrimoxazole versus 7.2% (8/111) sous dapsone p<0.001
(Souza, Boeckh et al. 1999). Vasconcelles et al ont analysé 327 patients et retrouvé 8 PcP.
Aucun des 105 patients qui avaient une prophylaxie par cotrimoxazole n’a développé de PcP,
1 cas de PcP sur les 31 patients sous dapsone, 4 sur les 44 sous aérosols de pentamidine, 2
sur les 147 qui ont eu plusieurs prophylaxies, et 1 PcP trés tardive sans prophylaxie
(Vasconcelles, Bernardo et al. 2000). En cas de prophylaxie bien conduite par cotrimoxazole

chez I'enfant, I'incidence de PcP était de 0.09% (Caselli, Petris et al. 2014).

La généralisation de la prophylaxie chez les patients les plus a risque entraine un

déplacement des cas de survenue des PcP qui surviennent chez les patients qui n’ont pas ou
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plus de prophylaxie : non compliance, non tolérance de la prophylaxie ou arrét de celle-ci car

la période la plus a risque est passée.

La prophylaxie est donc fortement recommandée selon I'ECIL (Maertens, Cesaro et al.

2016) :

- Chez les patients ayant une leucémie aigué lymphoblastique (LAL) de I'induction a la
fin de I'entretien de la chimiothérapie

- Chez les patients allogreffés de la prise de greffe jusqu’a au moins 6 mois et aussi
longtemps que le patient regoit des immunosuppresseurs

- Chez les patients recevant de I'alemtuzumab pendant au moins 6 mois apres la fin du
traitement

- Chez les patients recevant rituximab-fludarabine-cyclophosphamide ou
I’'alemtuzumab pendant au moins 6 mois apres la fin du traitement

- Chez les patients recevant une corticothérapie de plus de 20 mg/j d’équivalent

prednisone pendant 4 semaines consécutives.

Elle est optionnelle en cas de :

- Lymphome traité par R-CHOP14 ou BEACOPP escaladé
- Analogues nucléosidiques (fludarabine, cladribine, mycophenolate mofetil)
- Radiothérapie pour des tumeurs cérébrales ou des métastases lorsque Ia

radiothérapie est associée a de fortes doses de corticoides

La molécule de choix est le cotrimoxazole, toute autre prophylaxie étant moins efficace

(Tableau 4).
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Tableau 4 Choix des molécules pour la prophylaxie des patients d’hématologie,

recommandations de I'ECIL. (Maertens, Cesaro et al. 2016)

Molécule dose

1°" choix

Comprimés 80/400 mg 1/j ou

TMP/SMX All
cp 160/800 mg 1/j ou 3/sem Bl
2° choix
Dapsone All 50 mg x2/j Bl
Atovaquone Bl 1500 mg/j Bl
Pentamidine aérosols All 300 mg 1/mois

Pentamidine IV pas de data -

9. Incidence des PcP en augmentation

Malgré une meilleure définition des risques et des prophylaxies, l'incidence des PcP

augmente : au Royaume-Uni elle est passée de 3.15 cas par million d’habitants par an entre

2000 et 2005, a 5.13 cas entre 2006 et 2010, soit plus du double en 10 ans, et un passage de

157 a 352 cas/an (Maini, Henderson et al. 2013). Cette augmentation concerne les patients

VIH négatif et en particulier les patients atteints d’hémopathie maligne et les greffés

d’organe solide.

L'augmentation du nombre de pneumocystoses est probablement lié¢e a deux types de

facteurs :

- l'augmentation de la population a risque. Il est vrai qu’avec les trithérapies, les

patients séropositifs pour le VIH a risque de PcP sont moins nombreux. En revanche

les traitements anticancéreux se multiplient, le nombre de greffes de CSH et de

greffes d’organe solides augmente, ce qui augmente au total la population a risque.

- L’évolution des outils diagnostiques. La gPCR est plus sensible que |'examen

microscopique. Le diagnostic est donc posé plus souvent.
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10. Objectifs de I’étude pneumocystose

Les facteurs de risque de PcP intrinséques au patient sont actuellement effacés par une
prophylaxie efficace par cotrimoxazole. En revanche, il existe des situations ou des facteurs
exogenes vont constituer un risque pour le patient, voire conduire a une épidémie. L’étude
de ces situations est primordiale afin d’identifier les facteurs favorisant une épidémie, de
facon a pouvoir agir en amont. L'objectif de notre étude de I'épidémie de pneumocystose
était donc d’affirmer la transmission interhumaine de Pneumocystis jirovecii et d’en

identifier les potentiels facteurs favorisants.
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C. Objectifs de la these

L'objectif de cette thése était de décrire les facteurs de risque des infections fongiques chez

les patients d’hématologie, avec deux objectifs spécifiques.

Nous avons étudié les facteurs de risque d’Al intrinseques chez les patients allogreffés,
I'aspergillose étant 'infection a filamenteux la plus fréquente et les allogreffés la population
la plus a risque. Pour cela, nous avons élaboré une étude cas-témoins nichée dans une

cohorte en croisant deux bases de données issues d’un registre et d’'une étude prospective.

Nous avons d’autre part étudié la transmission interhumaine de Pneumocystis jirovecii. Pour
cela nous avons investigué une épidémie de pneumocystose survenue dans le service avec

analyse moléculaire.
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Il. Facteurs de risque d’Al chez les patients allogreffés

A. Méthodes
1. Schéma de I’étude

Nous avons conduit une étude cas-témoins nichée dans une cohorte a partir de deux
cohortes prospectives : le programme SAIF (Surveillance des Aspergilloses Invasives en
France, Institut Pasteur Paris, SAIF) d’'une part, qui a collecté anonymement les cas d’Al dans
les hopitaux universitaires de trois régions francaises (lle-de-France, Grand Ouest et Rhone-
Alpes) de 2005 a 2010 (Lortholary, Gangneux et al. 2011), et le registre européen ProMise de
I'EBMT (European Group for Blood and Marrow Transplantation) d’autre part, qui collecte
prospectivement toutes les greffes de CSH en Europe. Nous avons croisé ces deux bases de
données complémentaires. SAIF contient les données cliniques, radiologiques et
mycologiques des patients ayant une Al. Le registre ProMise contient toutes les données
liées a la greffe de CSH de tous les patients greffés en Europe. Cette étude a été déclarée a la

CNIL (Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés) (number 1882064 v 0).

2. Cas

Les cas consécutifs d’Al ont été sélectionnés a partir de la base de données SAIF. Le
programme SAIF collectait prospectivement tous les cas consécutifs d’Al des centres
participants du 1% janvier 2005 au 31 décembre 2010. Les cas étaient déclarés par le
mycologue de chaque centre qui remplissait le questionnaire. Les données collectées
comprenaient les données démographiques, la pathologie sous-jacente, les données du
diagnostic d’Al (imagerie, examen direct et culture mycologique, histologie,
galactomananne), les dates d’hospitalisation, la premiére ligne d’antifongiques. Puis un
comité local composé au moins du mycologue et de I’"hématologue en charge du patient
revoyait le dossier et classait chaque épisode d’Al en Al possible, prouvée et probable selon
les criteres EORTC-MSG 2002 (Ascioglu, Rex et al. 2002) pour les patients inclus avant 2008
et selon les criteres EORTC-MSG 2008 (De Pauw, Walsh et al. 2008) pour les patients inclus
de 2008 a 2010. La date de diagnostic d’Al retenue est la premiere date a laquelle les criteres

diagnostiques d’Al étaient présents. Les patients étaient pris en charge selon les procédures
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locales tant pour le diagnostic que pour le traitement. Le programme SAIF ne comportait pas

de directives sur la prise en charge des patients.

Les Al ont été classées en fonction de la date de survenue aprés allogreffe en précoces si
elles survenaient avant J40, tardives si elles survenaient entre J40 et J100 et tres tardives si

elles survenaient apres J100 (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008).

A partir de la base de données de SAIF, nous avons sélectionné tous les cas d’Al prouvées et
probables chez les patients de plus de 15 ans survenant apres une allogreffe de CSH. Nous
n’avons considéré que les premiers épisodes d’Al aprés allogreffe de CSH. En revanche un

antécédent d’Al avant allogreffe n’était pas un critere d’exclusion.

Parmi les 20 centres francais qui ont participé au programme SAIF et qui ont déclaré des cas
survenant chez des patients allogreffés, 19 ont accepté de participer a cette étude (Tableau

5). Ces 19 centres ont effectué 3881 allogreffes de CSH sur cette période 2005-2010.
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Tableau 5 Liste des centres et nombre de cas par centre

Centre Nombre de cas inclus
Paris Necker 14
Paris Saint-Louis 30
Besanc¢on 10
Caen 3
Créteil 34
Nantes 14
Poitiers 4
Bordeaux 3
Grenoble 11
Nice 7
Angers 1
Brest 6
Rennes 10
IGR 1
Lyon-Sud 23
Strasbourg 3
Nancy 2
Montpellier 8
Limoges 1

3. Témoins

Notre objectif était d’apparier 4 témoins pour chaque cas sur le centre, I'dge (+ 5 ans) et
I'année de greffe. Les témoins étaient sélectionnés a partir du registre ProMise parmi les

patients qui n’avaient pas développé d’Al apres allogreffe.
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4. Collection des données

Les données cliniques et biologiques pré et post-transplantation des cas et des témoins ont
été collectées a partir de la base de données du registre ProMise. Les définitions utilisées
étaient celles de 'EBMT. La date de prise de greffe étai définie par le premier de 3 jours
consécutifs au cours desquels les polynucléaires neutrophiles atteignaient 0.5 G/L. La GvH
aigué était décrite selon les grades de Glucksberg (Glucksberg, Storb et al. 1974). Des
données complémentaires ont été collectées rétrospectivement par un questionnaire

envoyé a chaque centre.

Selon les recommandations de I'EBMT, tous les patients ont signé un consentement avant la
greffe pour I'enregistrement des données dans le registre ProMise et leur utilisation pour

des études rétrospectives.

5. Analyse statistique

Avec un risque alpha a 5%, 175 cas étaient nécessaires pour obtenir une puissance de 80%
permettant de détecter des odds ratios (OR) > 1.65 pour des facteurs présents dans 35% de
la population témoin et des OR > 5.21 pour des facteurs présents chez 1% de la population
controle correspondant a la prévalence du facteur le moins fréquent (neutropénie

secondaire).

Le tableau 6 montre la comparaison des variables pré- et post- transplantation des cas et des
témoins. Les variables qualitatives étaient décrites par les effectifs (%) et comparées par le
test du chi-2 ou le test exact de Fisher si les effectifs théoriques étaient inférieurs ou égaux a
5. Les variables qualitatives étaient décrites par la médiane (interquartiles 25%-75%) et
comparées par le test non paramétrique de Kruskall-Wallis. Les OR et leur intervalle de
confiance a 95% (ICqs9) ONt été estimés séparément pour les facteurs associés avec p<0.20
en analyse univariée en utilisant des modeéles de régression logistique avec ajustement sur
les variables d’appariement: le centre, I'age et I'année de greffe. Les variables quantitatives
ont été converties en variables catégorielles en utilisant un seuil présent dans la littérature
s’il existait ou a défaut en utilisant la médiane. Les variables pré-greffe ont été étudiées sur

la population entiére. Pour les variables post-greffe, seuls les témoins ayant une durée de
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suivi supérieure ou égale au délai de survenue de I’Al du cas correspondant ont été retenus
(population « post-greffe»). D’autre part, seuls les événements survenus avant la date de

diagnostic de I’Al ont été étudiés pour les variables post-greffe.

La prophylaxie par posaconazole a été introduite en France chez les patients allogreffés
atteints de GvH au cours du deuxiéme trimestre 2007 a la suite de la publication d’Ullmann
et al. (Ullmann, Lipton et al. 2007). La plupart des patients étaient hospitalisés dans un
environnement protégé (chambre a flux laminaire) durant la phase initiale comprenant la
période d’aplasie sauf ceux recevant une greffe non myéloablative (conditionnement par
fludarabine et irradiation corporelle totale de 2 Gy) en raison de la courte durée d’aplasie
attendue. Comme la prophylaxie de I'aspergillose par posaconazole au cours de la GvH est
recommandée depuis 2008 (Ullmann, Lipton et al. 2007), des OR ajustés (ORa) sur la période
(2005-2007 et 2008-2010) ont été calculés pour cette variable.

Pour I'analyse multivariée, nous avons considéré les variables pour lesquelles le degré de
signification de p était inférieur a 0.10 en analyse univariée. Les interactions et les facteurs
de confusion ont été recherchés par des analyses bivariées. Nous avons créé un premier
modele logistique multivarié en ne considérant que les variables pré-greffe (modele 1). Puis
dans un second modele, nous avons ajouté les variables post-greffe sur la population « post-
greffe » (modéle 2). La discrimination a été vérifiée par |'aire sous la courbe ROC (Zweig

1993) et 'adéquation par le test d’ Hosmer-Lemeshow (Hosmer and Lemeshow 2000).

Les facteurs de risque d’Al selon le délai d’apparition (précoces, tardives et tres tardives) ont
été analysés selon la méme stratégie. Des modeles de régression multinomiale en prenant
les témoins comme classe de référence ont été utilisés. En raison du petit nombre de
patients dans certains groupes, nous avons regroupé certaines classes pour les variables

suivantes : statut de la maladie, source du greffon, sérologie CMV donneur (D)/receveur (R).

La survie a été analysée par construction de courbes de Kaplan-Meier, le critére d’évaluation
étant le statut vital a la date des dernieres nouvelles. Les courbes de survie ont été

comparées avec le test du Logrank.

Tous les tests étaient bidirectionnels et les valeurs de p<0.05 étaient considérées comme

significatives. Les analyses ont été effectuées avec le logiciel STATA V 12.0 (Stata
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Corporation, College Station, TX, USA). Cette étude observationnelle a été rédigée selon les
régles standard de rapport des études observationnelles en épidémiologie (von Elm, Altman

et al. 2008).
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Tableau 6 Facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une aspergillose invasive (analyse univariée)

Facteurs pré-greffe

Cas

Témoins

Analyses ajustées sur les variables

P? d’appariement ®
(n=185) (n=651) aOR [95% IC] P
Age, médiane (Q1 - Q3), années 50.1 (36.7-57.6) 49.3 (38.0-57.6) 0.85
Sexe féminin 71 (38.4) 257 (39.5) 0.79
Indice de masse corporelle (152/542)° 24.2 (21.9-26.6) 23.6 (21.2-26.3) 0.11 0.7 [0.2-2.0] 0.47
Karnofsky = 100 (161/560) 68 (42.2) 248 (44.3) 0.64
Pathologie sous-jacente 0.52
Leucémie aigué et syndrome myélodysplasique 122 (66.0) 453 (69.6)
Syndromes lymphoprolifératifs 41 (22.2) 120 (18.4)
Syndromes myéloprolifaratifs 16 (8.7) 48 (7.4)
Autres® 6(3.2) 30 (4.6)
Statut de la maladie (141/483) 0.20
Rémission complete 92 (65.3) 333 (68.9)
Rémission partielle 0 9(1.9)
Maladie stable 2(1.4) 2(0.4)
Echec/rechute 46 (32.6) 134 (27.7)
Autres 1(0.7) 5(1.0)
Source du greffon (185/649) 0.91
Moelle 51 (27.6) 169 (26.0)
Cellules souches périphériques (CSP) 111 (60.0) 402 (61.9)
Cordon 23 (12.4) 76 (11.7)
Moelle + CSP 0 2(0.3)
Donneur non apparenté (185/649) 106 (57.3) 350 (53.9) 0.42
Type de conditionnement 0.21
Myéloablatif 10 (5.4) 27 (4.2)
Fludarabine + ICT 2 Gy 48 (26.0) 135 (20.7)
Intensité réduite 127 (68.7) 489 (75.1)
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Sérologie CMV D/R (183/638) 0.11
D-/R+ 61 (33.3) 156 (24.5) 1.54 [1.1-2.2] 0.02
D-/R- 47 (25.7) 198 (31.0)
D+/R- 23 (15.6) 89 (14.0) 1
D+/R+ 52 (28.4) 195 (30.6)
Transplantation durant I'été® 44 (23.8) 124 (19.1) 0.16 1.3[0.9-2.0] 0.16
SAL dans le conditionnement 64 (34.6) 277 (45.6) 0.05 0.7 [0.5-1.0] 0.05
Irradiation corporelle totale (184/646) 110 (94.4) 316 (48.9) 0.01 1.6 [1.1-2.2] 0.01
Clofarabine 6(3.2) 8(1.2) 0.10 2.8[1.0-8.3] 0.06
Infection fongique invasive avant greffe (145/524) 12 (8.3) 52(9.9) 0.55
Donneur de sexe féminin (181/641) 75 (41.4) 272 (42.4) 0.81
Age du donneur (149/547) médiane (Q1-Q3)" 41.7 (30.2-49.6) 43.6 (32.2-51.4) 0.18 1.3[0.9-1.9] 0.21
Facteurs post-greffe Cas (185) Témoins (526) P aOR [95% IC] P
GvH aigué (149/516) <0.001
Grade 0-1 349 (67.6) 104 (56.2) 1
Grade 2 108 (20.9) 37(20.0) 1.2[0.7-1.8] 0.54
Grade 3-4 59 (11.4) 44 (23.8) 2.6 [1.7-4.1] <0.001
Infection a CMV (185/526) 36 (19.5) 113 (21.5) 0.56
Délai median (Q1-Q3) de prise de greffe® (185/526) 19 (16-27) 19 (15-25) 0.76
Absence de prise de greffe (182/515) 10 (5.5) 18 (3.5) 0.24
Rechute aprés greffe (175/500) 40 (22.9) 7(1.4) <0.001 20.7 [9.0-47.5] <0.001
Neutropénie secondaire (138/418) 55 (39.9) 94 (22.5) <0.001 2.3[1.5-3.5] <0.001

Abréviations: aOR: odds ratio ajustés; IC: intervalle de confiance; CSP : cellules souches périphériques; SAL : sérum anti-lymphocytaire
?Valeur de P du test du chi2, du test exact de Fisher ou du test non paramétrique de Kruskal Wallis si approprié
b Analyse ajustée sur les variables d’appariement : le centre, I'dge (x 5 ans) et I'année de greffe

©aOR calculé pour un indice de masse corporelle < 18
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4Tumeur solide, aplasie médullaire, maladies génétiques, histiocytose et hémoglobinopathie
¢ Juillet, aoQt, septembre
faOR calculé pour un age > 60 ans

& aOR calculé pour un délai de prise de greffe > 18 jours

78



B. Résultats

1. Caractéristiques des patients

Nous avons inclus 185 cas d’Al : 166 (90%) Al probables et 19 (10%) Al prouvées. Le délai
médian de survenue des Al apres la greffe était de 133 jours (64-233) avec des extrémes de 3
a 4308 jours soit un peu plus de 11 ans. Trente-cing (19%) des cas d’Al correspondaient a des
Al précoces, 33 (18%) a des Al tardives, et 117 (63%) a des Al trés tardives (Figure 16). Le
nombre médian de cas par centre était de 7 (interquartiles 25% et 75% 3-14) allant de 1 a 34

(Tableau 6).
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Figure 16 : Date de survenue des aspergilloses invasives

Parmi 681 témoins éligibles, 651 témoins ont été inclus (Figure 17). Cent-trente-cing cas
avaient 4 témoins appariés, 24 avaient 3 témoins, 15 avaient 2 témoins, 9 avaient 1 témoin
et 2 n"avaient pas de témoin. Pour I'analyse des variables post-greffe, 526 témoins avaient

un suivi au moins aussi long que le délai de survenue de I’Al du cas correspondant.

79



Base de données SAIF
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-23 patients des
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\
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v

kla greffe /
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-2 témoins
décédés durant le
conditionnement
-28 témoins
correspondant aux
7 cas ayant
développé une Al
avant et non apres

185 casinclus :
* 166 Al probables

e 19 Al prouvées

651 témoins inclus

Figure 17 Diagramme de flux

Les témoins étaient bien appariés avec un bon équilibre dans les facteurs d’appariement

entre les deux groupes (age (p=0.85) ; centre (p=1.0) ; et année de greffe (p=1.0)).
La durée médiane de suivi était de 711 jours (209-1828).

Les caractéristiques des cas et des témoins sont résumées dans le tableau 6. Brievement,
I’age médian a la greffe était de 49.6 ans (37.5-57.6). Plus des deux tiers des patients avaient
une leucémie aigué ou une myélodysplasie. Seuls 4.4% des patients avaient recu une greffe
avec conditionnement myélo-ablatif, les autres conditionnements étant d’intensité réduite
ou non myélo-ablatif. La principale source du greffon était les cellules souches
périphériques. Plus de la moitié des patients ont été greffés a partir d’'un donneur non
apparenté. La ferritine pré-greffe, les antécédents de bronchopneumopathie chronique
obstructive, de diabéte, de tabagisme, ainsi que toutes les drogues du conditionnent et les

drogues de prévention de la GvH n’étaient pas associés a la survenue d’une Al (Tableau 7).
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Tableau 7 Analyse descriptive des facteurs pré-greffe complémentaires

Facteurs pré-greffe
Ferritine a la greffe (41/217)
Antécédents de BPCO (165/609)
Antécédents de diabéte (161/609)
Tabac (149/553)
Drogues du conditionnement
Amsacrine
Aracytine
Busulphan
Etoposide
Fludarabine
Melphalan
Thiothepa
Drogues pour la prévention de la GvH
Cyclophosphamide
Inhibiteurs de calcineurine
Methotrexate
Autres

Cas (n=185)
1353 (565-2610)
2(1.21)
8(4.97)

23 (15.44)

10 (5.4)
14 (7.6)
60 (32.4)
2(1.1)
101 (54.6)
15 (8.1)
2(1.1)

21(11.8)

81 (45.5)

69 (38.8)
7(3.9)

Témoins (n=679)
1390 (551-2380)
10 (1.64)

29 (4.77)
100 (18.08)

60 (4.4)
34 (5.0)
259 (38.1)
7 (1.0)
404 (59.5)
63(9.3)
6(0.9)

114 (17.6)

277 (42.8)

234 (36.2)
22 (3.4)

0.7589
1.0
0.916
0.544

0.571
0.178
0.154
1.000
0.230
0.622
0.682
0.322

Abréviations : BPCO : Bronchopathie chronique obstructive
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2. Facteurs pré- et post- greffe associés au risque d’Al
a) Analyse univariée

En analyse univariée, les facteurs pré-greffe significativement associés au risque d’Al étaient
(tableau 6) la sérologie CMV D/R (D-/R+ versus les autres combinaisons) et l'irradiation
corporelle totale (ICT). Il n’y avait pas d’effet dose pour I'ICT: 35.3% des cas avaient
bénéficié d’une ICT de 2 a 6 Gy versus 24.5% des témoins ; 24.5% des cas avaient bénéficié
d’'une ICT>8 Gy versus 23.7% des témoins. Le sérum anti-lymphocytaire (SAL) dans le
conditionnement était significativement associé a un moindre risque d’Al, et une tendance a

I’'augmentation était observée pour I'utilisation de la clofarabine.

Parmi les facteurs post-greffe, une GvH aigué de grade 3-4, une rechute apres greffe et la
survenue d’une neutropénie secondaire étaient significativement associées a la survenue

d’une Al, quelle que soit sa date de survenue.

Etant donné que nous ne disposions pas de la donnée sur la prophylaxie par posaconazole
durant la GvH, mais que l'usage de celle-ci s’est généralisé a partir de 2008 a la suite de la
publication d’Ullmann et al. (Ullmann, Lipton et al. 2007), nous avons vérifié que cette
prophylaxie n’affectait pas I'association entre GvH aigué et Al. Apres ajustement sur la
période (2005 a 2007 versus 2008 a 2010), la GvH aigué de grade 3-4 restait toujours
associée a la survenue d’une Al : aOR 2.65 [1.68-4.17], p<0.001.

b) Analyse multivariée

Aucune interaction n’a été observée. En analyse multivariée (Tableau 8), la sérologie CMV D-
/R+, 'usage de la clofarabine, et I'ICT étaient associés de fagon indépendante a la survenue

d’une Al. Le SAL n’était plus associé a la survenue d’Al aprés ajustement sur I'ICT.

L’analyse prenant en compte les facteurs pré- et post-greffe (table 2) montrait que I'ICT, une
GVH aigué de grade 3-4, et la rechute apres greffe étaient indépendamment associées a la
survenue d’une Al. Seule une tendance persistait pour la neutropénie. La sérologie CMV D/R
ne persistait pas dans le modéle en raison de son association avec la survenue d’une GvH
aigué.
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Le modeéle final était bien calibré (adéquation p>0.20) mais la discrimination moyenne (aire

sous la courbe ROC 0.77 [0.73-0.82]).

Tableau 8 Analyse multivariée des facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une

aspergillose

Modele 1 : Facteurs pré-greffe

aOR ¢]

(185 cas et 651 témoins)
Sérologie CMV D-R+ 1.5[1.0-2.2] 0.03
Clofarabine 4.1[1.3-13.2] 0.02
Irradiation corporelle totale 1.6 [1.1-2.4] 0.01
Modele 2 : Facteurs pré- et post-greffe 2OR 0
(185 cas et 526 témoins)
Irradiation corporelle totale 1.9[1.1-3.2] 0.02
GvH aigué

Grade 2 1.8 [1.0-3.2] 0.05

Grade 3-4 4.3[2.4-7.7] <0.001
Rechute 31.0[10.4-92.4] <0.001
Neutropénie secondaire 1.6 [1.0-2.8] 0.07

Abréviations: aOR: odds ratio ajusté; GvH: maladie du greffon contre I’hote
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3. Facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une Al
précoce, tardive et trés tardive

a) Analyse univariée

L’analyse univariée (Tableau 9) montrait que :

- La survenue d’une Al précoce était associée a I'absence de rémission compléete au
moment de la greffe, a une greffe de sang de cordon, a un donneur non apparenté, a
la transplantation en été, et a I'usage de la clofarabine dans le conditionnement.
Parmi les facteurs post-greffe, I'labsence de prise de greffe et une rechute étaient
associées au risque d’Al alors que I'absence de GvH et I'infection ou la maladie a CMV
étaient associées a une diminution du risque d’Al précoce.

- La survenue d’une Al tardive était associée parmi les facteurs pré-greffe a I'absence
de SAL dans le conditionnement et parmi les facteurs post-greffe a une GvH de grade
3-4 et une rechute apres greffe. La GvH aigué de grade 3-4 était toujours associée a la
survenue d’une Al tardive apres ajustement sur la période (avant 2008 versus a partir
de 2008) : aOR 3.88 [1,58-9.57] p=0.003.

- La survenue d’une Al tres tardive était associée parmi les facteurs pré-greffe a la
sérologie CMV D-/R+, I'lCT, et a I'absence de SAL dans le conditionnement, et parmi
les facteurs post-greffe a une GvH aigué de grade 22, a la rechute apres greffe et a la
neutropénie secondaire. La GvH aigué de grade >2 était toujours associée a la
survenue d’une Al trés tardive apres ajustement sur la période (avant 2008 versus a
partir de 2008) : aOR 1.66 [0,98-2.79], p = 0.057 pour la GvH aigué de grade 2 et aOR
4.12 [2.21-7.68], p<0.001 pour la GvH aigué de grade 3-4. Il existait une tendance non
significative a l’association entre hémopathie sous-jacente de type syndrome

lymphoprolifératif, leucémie aigué et syndrome myélodysplasique, et Al tres tardive.
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Tableau 9 Analyse univariée des facteurs pré- et post-greffe en fonction du délai de survenue de I'aspergillose invasive

b

Facteurs pré-greffe Al Analyses ajustées sur les variables d’appariement aOR [95% IC]
Témoins ,Al Al tardives Al t.rés Al précoces Al tardives Al trés tardives
(n=651)  Pro2c*S  (n=33) tardives OR [95%IC P OR [95%IC P OR [95%IC P
(n=35) (n=117) [95%Ic] [95%Ic] [95%IC]
Age, médiane (Q1-Q3),  49.3(38.0- 47.5(35.9- 54.8(388- 50.1(36.7- ..
années 57.6) 60.8) 57.9) 57.4) ’
Sexe féminin 257(39.5) 15(42.9) 10(30.3) 46(39.3) 0.73
IMC (542/30/30/92), 23.6(21.2- 24.1(22.5- 24.2 (19.6- 24.3(21.8- 0.24
médiane (Q1-Q3) 26.3) 29.8) 27.4) 26.5) '
Score de Karnofsky =
100 (560/30/33/98) 312 (55.7) 16 (53.3) 15 (45.5) 62 (63.3) 0.30
!’athologle sous- 015
jacente :
Leucémie aigué et
syndrome 453 (69.6) 22(62.9) 18(54.6) 82(70.1) 0.7[0.2-3.1] 0.62 0.3[0.9-1.0] 0.12 5.8[0.8-43.1] 0.09
myélodysplasique
Syndrome
lymphoprolifératif 120 (18.4) 7 (20.0) 7(21.2) 27 (23.1) 0.8[0.2-4.2] 0.78 0.5[0.1-2.1] 0.33 7.3[0.9-56.7] 0.06
Syndrome
myéloprolifératif 48 (7.4) 4(11.4) 5(15.2) 7 (6.0) 1,2[0.2-7.5] 0.81 1.0[0.2-4.6] 0.96 4.2[0.5-36.6] 0.19
Autres® 30 (4.6) 2(5.7) 3(9.1) 1(0.9) 1 1 1
Absence de rémission
compléte 150 (31.1) 14(53.9) 6(25.0) 29(31.9) 0.09 2.4[1.1-54] 0.03 0.7[0.3-1.8] 043 1.1[0.7-1.7] 0.82
(483/26/24/91)
Cordon (649/35/33/117) 76 (11.7) 10 (28.6) 3(9.1) 10 (8.6) 0.03 29[1.3-6.4] 0.01 0.7[0.2-2.3] 0.51 0.8 [0.4-1.6] 0.47
Donneur non apparenté
(649/35/33/117) 350(53.9) 27(77.1) 16 (48.5) 63 (53.9) 0.05 2.7[1.2-6.1] 0.02 0.7[0.4-1.5] 0.36 1.1[0.7-1.6] 0.75
Type de 0.27
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conditionnement

Myeloablatif 27(42)  4(114)  1(3.0) 5(4.3)

Q;darab'”e *ICT2 135207) 9(257) 10(303) 29 (24.8)

Intensité réduite 489 (75.1) 22(62.9) 22(66.7) 83 (70.9)
Sérologie CMVD-/R+ 156 (24.5) 11(31.4) 8(24.2) 42(365) 0.05 15[0.7-3.1] 031 10[0.524] 094 1.7[1.12.7 0.01
Greffe pendant 'été® 124 (19.1) 12(34.3) 6(182) 26(22.2) 016 2.3[1.147] 003 10[04-2.4] 093 1.2[0.82.0] 045
SAL dans le 277(423) 20(57.1) 10(30.3) 34(29.1) 0.005 15[0.7-32] 025 04[0.2-09] 0.03 0.6[0.4-1.0] 0.05
conditionnement
ICT (646/35/33/116) 316 (48.9) 21(60.0) 18(54.6) 71(61.2) 007 1.7[0.935 0.13 14[0.729] 033 16[1.1-2.4] 0.03
Clofarabine 8(1.2) 3(8.6) 2(6.1) 1(0.9) 0.008 63[1.5-25.6] 0.01 3.9[08-19.6] 0.0 0.9[0.1-7.0] 0.8
IFI avant greffe
(524/30/31/84) 52(9.9)  2(6.7) 3(9.7) 7(83)  0.96
Donneur de sexe
féminin 272(42.4) 15(44.1) 9(27.3) 51(447) 034
(641/34/33/114)
Age du donneur 41.7 (30.2- 40.5(26.8- 45.4(36.5- 43.6(33.8-
(547/23/29/97) 4.6 45.1) 53.3) 0 026
médiane (Q1-Q3) ’ ’ ’ ’

Témoins ,AI Al tardives Al t.res Al précoces Al tardives Al t_res
Facteurs post-greffe (n=526) précoces (n=33) tardives P (n=35) P (n=33) P tardives P
- (n=35) B (n=117) B B (n=117)

GvH aigué
(516/35/33/117) <0.001

grade 0-1 349 (67.6) 33(943) 14 (42.4) 57 (48.7) 1 1

grade 2 108(20.9) 1(2.9)  4(12.1) 32(27.4) 0.1[0.0-0.8] 0.03 1.0[03-3.1] 100 1.7[1.1-2.9] 0.03

grade 3-4 59(11.4) 1(29)  15(455) 28(23.9) 02[0.0-1.3] 009 6.2[2.8-13.7] <0.001 3.2[1.9-5.5] <0.001
Infection a CMV 113(21.5)  1(2.9)  5(15.2) 30(25.6) 0.03 0.1[0.0-0.8] 0.03 0.7[0.3-1.8] 045 13[0.821] 027
, . . e
Délai de prise de greffe ™ g 1o 5c) 55(17.40) 17(15-34) 19(1523) 013 1.6[083.3] 021 06[03-12] 017 09[06-14] 067

(117/35/33/117)
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médiane (Q1-Q3)

Absence de prise de

greffe (515/34/32/116) 18 (3.5) 8(23.5) 2(6.3) 0 <0.001 8.7 [3.4-22.0] <0.001 1.8[0.4-8.4] 043 2.610-7[0-] 0.99
Rechute aprés greffe 31.1[13.2-
(500/32/33/110) 7(1.4) 3(9.4) 2 (6.1) 35(31.8) <0.001 8.0[1.9-32.6] 0.004 5.0[1.0-25.3] 0.05 73.1] <0.001

Neutropénie secondaire
(418/23/25/90) 94 (22.5) 5(21.7) 8(32.0) 42 (46.7) <0.001 0.9[0.3-2.6] 0.91 1.5[0.6-3.6] 0.38 3.2[2.0-5.2] <0.001

Abréviations: IMC: indice de masse corporelle; ICT: irradiation corporelle totale; SAL : sérum anti-lymphocytaire; IFl : infection fongique invasive
? Valeur de P du test du chi2, du test exact de Fisher ou du test non paramétrique de Kruskal Wallis si approprié

b Analyse ajustée sur les variables d’appariement : le centre, I'dge (x 5 ans) et I'année de la greffe

¢ Tumeur solide, aplasie médullaire, maladies génétiques, histiocytose et hémoglobinopathie

dJuiIIet, aodt, septembre

€ aOR calculé pour un délai de prise de greffe > 18 jours
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b) Analyse multivariée

v Al précoces

En analyse multivariée, le premier modele ne prenant en compte que les facteurs pré-greffe
montrait que la survenue d’une Al précoce tend a étre associée a I'absence de rémission
compléte au moment de la greffe et a un donneur non apparenté (Tableaux 10 et 13). La

saison n’était plus significative aprés ajustement sur la maladie active.

Le modeéle prenant en compte les facteurs pré- et post-greffe montrait que I'absence de
prise de greffe était le seul facteur a rester indépendamment associé a la survenue d’une Al
précoce. Le donneur non apparenté et la rechute n’étaient plus significativement associés a
la survenue d’une Al précoce aprés ajustement sur la rémission compléte. Le modeéle final
avait une bonne calibration (adéquation p 0.32) et une discrimination modérée (aire sous la

courbe ROC 0.72 [0.60-0.84]).

Tableau 10 Analyse multivariée des facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une

Al précoce

Al précoce aOR p

Facteurs pré-greffe

(35 cas, 118 témoins)
Statut de la maladie Absence de rémission complete 2.4 [0.9-6.3] 0.07

Donneur non apparenté 2.4[0.9-6.4] 0.10

Facteurs pré- et post-greffe

(35 cas, 99 témoins)

Statut de la maladie Absence de rémission complete 2.6 [0.9-7.2] 0.06
Absence de prise de greffe 16.4[2.9-92.6] 0.002
v' Al tardives

En analyse multivariée (Tableaux 11 et 13), le premier modeéle ne prenant en compte que les

facteurs pré-greffe montrait que seule I'absence d’utilisation de SAL dans le

88



conditionnement tendait a étre associée a la survenue d’une Al tardive. La clofarabine
n’était plus significativement associée a la survenue d’une Al tardive apres ajustement sur le

SAL.

Le modeéle prenant en compte les facteurs pré- et post-greffe montrait que la GvH aigué de
grade 3-4 et la rechute aprés greffe étaient associées a la survenue d’une Al tardive. Le SAL
n’était plus significativement associé a la survenue d’une Al tardive en raison de la GvH
aigué. Le modéle final a une bonne calibration (adéquation p 0.33) et une discrimination

modérée (aire sous la courbe ROC 0.69 [0.58-0.80]).

Tableau 11 Analyse multivariée des facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une

Al tardive

Al tardive aOR p

Facteurs pré-greffe

(33 cas, 115 témoins)
SAL dans le conditionnement 0.4 [0.2-1.0] 0.06

Facteurs pré- et post-greffe

(33 cas, 101 témoins)

GvH aigué Grade 2 1.2 [0.3-4.4] 0.76
Grade 3-4 4.7 [1.8-12.0] 0.001
Rechute apres greffe 11.4 [0.9-142.5] 0.06

Abréviations : SAL : sérum anti-lymphocytaire ; GvH : réaction du greffon contre I’h6te

v' Al trés tardives

En analyse multivariée (Tableaux 12 et 13), le premier modéle ne prenant en compte que les
facteurs pré-greffe montrait que seule la sérologie CMV D-/R+ était associée a la survenue
d’une Al tres tardive. L’'hémopathie sous-jacente de type syndrome lymphoprolifératif,

leucémie aigué et syndrome myélodysplasique tendaient a étre associée a la survenue d’une
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Al tres tardive. Le SAL et I'ICT n’étaient plus significativement associés a la survenue d’une Al

trés tardive apres ajustement sur I’hémopathie sous-jacente et la sérologie CMV D/R.

Le modele prenant en compte les facteurs pré- et post-greffe montrait que la survenue
d’une Al trés tardive était associée a la survenue d’une GvH aigué de grade 22, a la rechute
apres greffe et a la neutropénie secondaire. L’hémopathie sous-jacente n’était plus
significativement associée a la survenue d’une Al trés tardive apres ajustement sur la
rechute et la neutropénie secondaire. La sérologie CMV D/R n’était plus significativement
associée a la survenue d’une Al trés tardive aprés ajustement sur la GvH aigué et la
neutropénie secondaire. Le modeéle final avait une bonne calibration (adéquation p 0.54) et

une bonne discrimination (aire sous la courbe ROC 0.80 [0.74-0.85]).

Tableau 12 Analyse multivariée des facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une

Al tres tardive

Al trés tardive aOR p

Facteurs pré-greffe

(117 cas, 418 témoins)

Pathologie sous-jacente LA et SMD 6.1[0,8-46,5] 0.08
Syndrome lymphoprolifératif 7.5[0.9-59.9] 0.06
Syndrome myéloprolifératif 4.7 [0.5-41.8] 0.17
Autres 1

Sérologie CMV D/R D-R+ 1.6 [1.0-2.2] 0.05

Facteurs pré- et post-greffe

(117 cas, 184 témoins)

GvH aigué Grade 2 2.6 [1.3-5.3] 0.006
Grade 3-4 6.9 [3.1-15.3] <0.001

Rechute 24.1[7.3-79.6] <0.001

Neutropénie secondaire 2.2 [1.1-4.1] 0.02
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Abréviations : LA : leucémie aigué ; SMD : syndrome myélodysplasique ; GvH : réaction du

greffon contre I’h6te
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Tableau 13 Analyse multivariée des facteurs pré- et post-greffe associés a la survenue d’une Al selon la date

Al précoces Al tardives Al tres tardives
ORa [ICos%] p ORa [ICg5%] p ORa [1Cos%] p
Facteurs pré-greffe
Pathologie sous-jacente
LA et SMD 6.1 [0,8-46,5] 0.08
Syndrome lymphoprolifératif 7.5[0.9-59.9] 0.06
Syndrome myéloprolifératif 4.7 [0.5-41.8] 0.17
Autres 1
Absence de rémission complete 2.4[0.9-6.3] 0.07
Donneur non apparenté 2.4[0.9-6.4] 0.10
Sérologie CMV D-/R+ 1.6 [1.0-2.2] 0.05
Sérum anti-lymphocytaire 0.4 [0.2-1.0] 0.06
Facteurs pré- et post-greffe
Absence de rémission compléte 2.6 [0.9-7.2] 0.06
GvH aigué
Grade 2 1.2 [0.3-4.4] 0.76 2.6 [1.3-5.3] 0.006
Grade 3-4 4.7 [1.8-12.0] 0.001 6.9 [3.1-15.3] <0.001
Absence de prise de greffe 16.4 [2.9-92.6] 0.002
Rechute 11.4 [0.9-142.5] 0.06 24.1[7.3-79.6] <0.001
Neutropénie secondaire 2.2[1.1-4.1] 0.02
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4, Survie

La probabilité de survie globale était estimée a 11% pour les cas et de 49% pour les témoins
(p<0.001) pour un suivi médian de 255 jours et 995 jours respectivement (p<0.001) (Figure
18).

1.00
P<0.0001
0.80 —
0.60 —
Témoins
0.40 —
0.20
L
0.00 —
I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14
années
Témoins 651 370 258 120 44 2 0 0
Cas 185 39 21 8 4 2 2 1

Figure 18 Courbe de survie de Kaplan-Meier des cas et des témoins

Il n’y avait pas de différence si on comparait les courbes de survie sur la période 2005-2007
(Figure 19) (ere pré-posaconazole) et 2008-2010 (période oU la prophylaxie par

posaconazole au cours de la GvH était généralisée).
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1.00 —
0.80
o 0.60
®
8
§’ Témoins 2005-2007
» 0.40 - Témoins 2008-2010
0.20 7 Cas 2008-2010
;‘1—| Cas 2005-2007
0.00
T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
années
Cas 2008-2010 365 217 142 42 8 2 0
Témoinss 2005-2007 102 25 13 4 2 1 1
Cas 2005-2007 286 153 116 78 36 0 0

Figure 19 Courbe de survie de Kaplan-Meier des cas et des témoins avec stratification sur la

date d’apparition de I'aspergillose (2005-2007 versus 2008-2010)

La survie globale était de 49% pour les témoins, 17% pour les Al précoces, 9% pour les Al
tardives et 9% pour les Al tres tardives pour un suivi médian de respectivement de 995 (291-
1967) jours, 99 (38-560) jours, 115 (80-236) jours et 357 (204-783) jours (p<0.001) (Figure
20).
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1.00 —
0.80
0.60 — ; .
Témoins
0.40
0.20 - Al précoce
‘_‘_‘_‘1—| Al trés tardive
P
0.00 Al tardive
| | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14
années
Al précoces 526 359 255 117 42 0 0 0
Al tardives 35 5 3 1 0 0 0 0
Al trés tardives 33 2 2 1 0 0 0 0

Figure 20 Survie globale en fonction du délai de survenue de I'aspergillose invasive
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C. Discussion

1. Discussion des résultats
a) Facteurs associés a la survenue d’une Al

Notre étude montre que malgré I'évolution des procédures d’allogreffe depuis deux
décennies, I'ICT, la GvH aigué, et la rechute sont toujours les facteurs de risque de survenue
d’une aspergillose invasive. L'avéenement de la prophylaxie par posaconazole au décours
d’'une GvH n’a pas modifié I'association majeure entre celle-ci et la survenue d’une

aspergillose.

Notre étude montre qu’outre la GVH, I'absence de prise de greffe, la rechute et la
neutropénie secondaire sont des facteurs de risque d’Al, ce qui souléve la question de la
prophylaxie dans ces autres situations qui ne sont pas nécessairement associées a la GvH.
Des études prospectives pourraient étre envisagées afin d’évaluer la prophylaxie dans ces
indications. Parmi les facteurs significatifs en univarié mais non significatifs en multivarié, la
sérologie CMV était associée a la GvH aigué et a la neutropénie secondaire pour le modeéle Al
et pour le modeéle Al trés tardive. La sérologie CMV était en effet logiquement associée a la
survenue d’une infection a CMV et l'infection a CMV est connue pour étre associée a la GvH
(Martino, Caballero et al. 2001). D’autre part, la neutropénie secondaire est connue pour
étre associée au ganciclovir donné en traitement de I'infection a CMV (Goodrich, Bowden et
al. 1993; Winston, Ho et al. 1993). Dans le modéle Al versus témoins, la clofarabine était
associée a la rechute. Elle était également associée a I'absence de rémission compléte pour
les Al précoces. La clofarabine est effectivement une drogue utilisée dans les
conditionnements séquentiels pour des patients greffés avec une maladie active et qui donc
rechutent plus apres la greffe. Dans notre étude, un antécédent d’IFl n’est pas un facteur de
risque d’Al, contrairement a ce que retrouvaient Fukuda et al. (Fukuda, Boeckh et al. 2004)
dans leur étude rétrospective de 1992 a 2001. Cette observation est limitée par le fait que
dans notre étude, la nature de I'IFI antérieure a la greffe (aspergillose, candidose, autre)
n‘est pas connue. Néanmoins, le développement des prophylaxies secondaires explique

probablement que nous ne retrouvions plus ce parameéetre comme facteur de risque.
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b) L’aspergillose, une complication de plus en plus tardive de la

greffe
Notre étude montre que la majorité des aspergilloses survient trés tardivement, puisque
63% survient apres J100, et ce, indépendamment du type de conditionnement. Ceci
confirme les observations antérieures montrant la survenue de plus en plus tardive des
aspergilloses aprés greffe (Grow, Moreb et al. 2002; Marr, Carter et al. 2002; Pagano, Caira
et al. 2007; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008; Mihu, King et al. 2008). La proportion d’Al trés
tardive est encore plus marquée dans notre étude peut-étre du fait de la grande proportion
de greffe a conditionnement réduit. Ceci suggere que les greffeurs ont appris a prévenir les
aspergilloses précoces mais que le risque est toujours présent apres 3 mois. En France, la
majorité des patients sont hospitalisés en environnement protégé ou stérile (chambre a
pression positive et chambre a flux laminaire) durant la phase d’aplasie mais nous ne
disposons pas de cette donnée dans notre étude. En revanche, il est rare que les patients
soient réhospitalisés en secteur stérile au décours d’une GvH aigué. Notre étude suggere
qgue cela serait potentiellement justifié. Enfin, le fait que la GvH aigué soit un facteur de
risque d’aspergillose trés tardive pose la question de la durée de prophylaxie nécessaire chez
ces patients avec les risques de toxicité, d’interactions médicamenteuses, de sélection de

résistance et de co(it engendrés par une prophylaxie prolongée.

c) Association prédominante des facteurs post-greffe et de la
survenue d’une Al quel que soit le délai

Notre étude montre que seuls les facteurs post-greffe restent indépendamment associés a la
survenue d’une Al, quel que soit le délai d’apparition de celle-ci. Pour chaque délai de
survenue d’aspergillose, nous avons construit 2 modeéles, le premier ne prenant en compte

que les facteurs pré-greffe et le deuxiéme ajoutant les facteurs post-greffe, afin de

rechercher si la survenue d’une aspergillose était prédictible a JO de la greffe.

Dans le premier modeéle, aucun facteur pré-greffe n’était indépendamment associé a la
survenue d’une Al précoce; il y avait une tendance pour le donneur non apparenté et
I’absence de rémission compléte qui sont des facteurs décrits dans la littérature. Méme pour

les aspergilloses précoces, les facteurs pré-greffe étaient finalement supplantés par
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I’'absence de prise de greffe, contrairement a ce que trouvaient Marr et al. (Marr, Carter et
al. 2002), Garcia-Vidal et al. (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008) et Mikulska et al. (Mikulska,
Raiola et al. 2009). L'influence de I’dge n’a cependant pas pu étre étudiée dans notre étude

car il s’agissait d’une variable d’appariement.

Le premier modele montrait une tendance a une association entre I'absence de SAL dans le
conditionnement et la survenue d’une aspergillose tardive. Le SAL correspond a une
prophylaxie de la GvH et cette association était effacée par la survenue d’une GvH aigué de
grade 3-4. Enfin le premier modéle montrait une tendance a I'association entre syndrome
lymphoprolifératif, leucémie aigué ou myélodysplasie, et survenue d’une aspergillose tres
tardive confirmant les résultats de Marr et al. (Marr, Carter et al. 2002) qui avaient observé
moins d’Al précoces chez les patients allogreffés pour une leucémie myéloide chronique et
plus d’Al tardives (>J40) chez les patients greffés pour un myélome multiple. Le deuxiéme
modele montrait finalement que les aspergilloses précoces étaient associées a I'absence de
prise de greffe, les aspergilloses tardives a la survenue d’une GvH aigué de grade 3-4 et les
aspergilloses tres tardives a la survenue d’'une GvH aigué de grade 22, d’'une rechute post-
greffe et d’une neutropénie secondaire. Tous les facteurs pré-greffe ont été gommés par les
facteurs post-greffe y compris pour les Al précoces, démontrant que le risque d’Al n’est pas

prédictible a JO et que le risque est évolutif dans le temps.

d) Plusieurs types d’aspergilloses

D’autre part, les aspergilloses survenant au cours d’une aplasie ont été largement étudiées,
tant sur I'imagerie (Caillot, Couaillier et al. 2001), qu’en terme de biomarqueurs comme le
galactomannane. Or les aspergilloses tardives sont différentes tant sur le plan clinique que
physiopathologique. Les aspergilloses du patient neutropénique sont plus angio-invasives, le
signe du halo puis celui du croissant gazeux sont fréquent, le galactomannane est souvent
positif (Bergeron, Porcher et al. 2012). Pour les aspergilloses tardives, il s’agit d’une
pathologie des voies aériennes, le scanner montre plutot des images d’arbre en bourgeon et
le galactomannane est moins souvent positif (Cordonnier, Botterel et al. 2009). Les
définitions des aspergilloses de 'EORTC-MSG ne tiennent pas compte de ces disparités alors

que linterprétation de la positivité des prélévements respiratoires, souvent positifs a
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plusieurs champignons filamenteux chez les patients tres immunodéprimés atteints d’une
GvH, peut étre délicate (Garcia-Hermoso, Alanio et al. 2015). Ceci pose la question de la
pertinence des définitions de I'aspergillose invasive qui ont été établies surtout pour les
patients neutropéniques et qui devraient probablement étre affinées pour d’autres
populations comme les patients ayant une GvH. Ces définitions sont d’ailleurs en cours de

révision.

e) Mortalité

Enfin, malgré les progrés thérapeutiques, notre étude montre que la mortalité des patients
ayant une aspergillose est toujours tres importante par rapport aux témoins, quel que soit le
délai d’apparition de celle-ci et cela n’a pas été modifié par I'introduction du posaconazole
en 2008. Cette surmortalité peut étre liée a l'infection elle-méme mais peut aussi refléter
une population plus immunodéprimée qui développe de nombreuses infections

opportunistes associées.

2. Différences entre nos observations et les données de la
littérature

Contrairement a Panackal et al. (Panackal, Li et al. 2010), nous n’avons pas retrouvé dans
notre étude, d’association entre la saison de la transplantation et la survenue d’une Al,
méme en séparant les régions du Nord et du Sud. Ceci est peut-étre lié au fait qu’il y a moins
de disparités de climat en France qu’aux Etats-Unis. Néanmoins dans notre étude, la greffe
durant I'été était associée en analyse univariée a la survenue d’une Al précoce mais cette
association disparaissait apres ajustement sur le statut de la maladie a la greffe (maladie

active).

Dans le programme SAIF (Lortholary, Gangneux et al. 2011), les hémopathies lymphoides
représentaient un peu plus de 20% des patients ayant une Al. Il s’agissait la d’'une nouvelle
population a risque d’aspergillose du fait de l'augmentation du nombre de lignes

thérapeutiques engendrant une immunodépression de plus en plus profonde. Dans notre
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étude, les hémopathies lymphoides n’étaient pas un facteur de risque indépendant d’Al.
Comme pour les autres facteurs pré-greffe, le role de la pathologie sous-jacente est effacé

par les facteurs post-greffe.

3. Forces et limites
a) Points forts de la méthodologie

La méthodologie de cette étude est robuste, puisqu’il s’agit d’'une étude cas-témoins nichée
dans une cohorte reconstituée a partir de deux bases de données prospectives et
consécutives : le registre européen des greffes de CSH ProMise et le programme prospectif
francais de surveillance des aspergilloses invasives SAIF. Les données de greffe ont été
recueillies prospectivement de la méme facon pour les cas et les témoins, limitant donc un
potentiel biais d’information. C'est I'une des plus larges séries d’aspergillose apres allogreffe
de CSH de la littérature, avec 185 cas d’aspergillose invasive recueillis dans 19 centres
francais ayant réalisé 3881 allogreffes sur une période de 6 ans. Pour les facteurs post-
greffe, nous n"avons considéré que les événements antérieurs a la survenue de I'Al, ce qui a
permis de respecter la séquence temporelle exposition-maladie. De plus, pour les facteurs
post-greffe, seuls les témoins ayant une période de suivi au moins égale au délai de
survenue de I'Al ont été étudiés, ce qui permet aux témoins d’avoir eu le temps de

développer les mémes complications (biais du sujet immortel).

b) Choix des seuils pour les Al précoces, tardives et trés tardives

Dans notre étude, les facteurs de risque d’aspergillose sont différents en fonction du délai de
survenue de celle-ci, comme précédemment rapporté au décours d’allogreffes myélo-
ablatives (Marr, Carter et al. 2002; Garcia-Vidal, Upton et al. 2008). Nous avons choisi de
classer les aspergilloses en précoces, tardives et trés tardives selon les dates post-greffe
proposées par Garcia-Vidal et al. (Garcia-Vidal, Upton et al. 2008). D’autres études ne
différenciaient que les aspergilloses précoces (<40 jours) et tardives (> 40 jours) (Marr,

Carter et al. 2002). Ce choix nous a semblé judicieux car dans notre population, une grande
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proportion d’Al était tres tardive, que la GvH aigué par définition apparait jusqu’a J100 et

gue les données de ProMise étaient probablement mieux remplies jusqu’a J100 qu’apres.

c) Discrimination modérée

Tous nos modeles ont une bonne calibration (test d’'Hosmer-Lemershow > 0.20) montrant
gue nos modeles sont en adéquation avec les données. En revanche les aires sous la courbe
ROC sont comprises entre 0.69 et 0.80 (moyenne a 0.75 [0.70-0.79]), témoignant d’une
discrimination modérée, ce qui suggere le role de facteurs additionnels non analysés ici car
non disponibles : les facteurs classiques liés a la greffe et étudiés dans notre étude ne

suffisent pas a prédire totalement qui fera une aspergillose invasive.

d) Limites de notre étude

Nous ne disposons pas de certaines données comme I’hospitalisation en environnement
stérile, la prophylaxie antifongique, ou les doses de corticoides. En ce qui concerne la
donnée sur l'environnement stérile, la majorité des centres francais hospitalisent les
patients durant la phase initiale en chambre a flux laminaire ou en chambre a pression
positive. Ces mesures de prévention diminuent le risque fongique mais ne I'éliminent pas
completement (Hahn, Cummings et al. 2002). En ce qui concerne les données de prophylaxie
anti-filamenteuse, la prophylaxie par posaconazole au décours d’une GvH a débuté en
France au second semestre 2007 suite a la publication d’Ullmann et al en aolt 2017
(Ullmann, Lipton et al. 2007). L’analyse stratifiée sur la période 2005-2007 versus 2008-2010
montrait que la GvH aigué reste un facteur de risque d’aspergillose malgré la prophylaxie par
posaconazole. En ce qui concerne la prophylaxie secondaire, cela concernait les 64 patients
ayant un antécédent d’IFl (12 cas et 52 témoins), ce qui représente un petit nombre de
patients. La prophylaxie secondaire explique probablement, au moins partiellement, qu’un

antécédent d’IFl n’était pas associé a un risque accru de développer une Al.

Nous avons cherché a collecter rétrospectivement certaines données comme la ferritine, la

numération formule sanguine a J60 et J100, mais ces variables comportent beaucoup de
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données manquantes. Le dosage pré-greffe de la ferritine n’était pas aussi systématique en

2005 qu’aujourd’hui.

Enfin les données collectées apres J100 sont probablement moins bien remplies que les
données pré-greffe et post-greffe jusqu’a J100. En revanche les données d’aspergillose ont
été collectées prospectivement et les données liées a la greffe ont été enregistrées
prospectivement dans ProMise assurant la consécutivité et I'exhaustivité de ces données.

Pour ces données, il n’y a donc pas de biais de mémoire.

La présence de données manquantes peut aboutir a une perte de puissance statistique et
biaiser les calculs d’association (odd ratio) en univarié et surtout en multivarié puisque cette

derniere ne tient compte que des individus complétement renseignés.

Nous n’avons pas utilisé de méthodes d’imputation des données manquantes. Les variables
pré-greffe comportaient peu de données manquantes, les variables de suivi (variables post-
greffe) en comportaient jusqu’a 22% pour les variables exploitées. Certaines variables
collectées rétrospectivement comme la ferritine, les NFS de J60 et J100, ou d’autres
recueillies prospectivement comme la GvH chronique, étaient trop mal renseignées pour
étre exploitées correctement. Ainsi la GvH chronique était renseignée pour 33% des témoins
et 63% des cas. L'utilisation d’'une méthode d’imputation multiple pour ces variables aurait
nécessité que les populations avec des données complétes et incompléetes soient identiques

et que le manque d’information ne soit pas lié a la variable elle-méme.

La sélection des cas correspond aux Al diagnostiquées. Les Al non diagnostiquées échappent
a notre sélection, ce qui entraine un potentiel biais de sélection par non inclusion des cas
non diagnostiqués. Néanmoins, I'aspergillose est une pathologie bien connue des greffeurs
et recherchée systématiquement. En outre, nous avons sélectionné les témoins parmi les
patients greffés n’ayant pas développé d’Al afin de limiter le biais de sélection. Nous avons
185 cas d’Al pour 3881 patients greffés sur cette période (5%), ce qui correspond a une

fréquence classique dans la littérature.

D’autre part, le classement des aspergilloses en Al précoces, tardives et trés tardives repose
sur la date de diagnostic de I’Al. Ceci suppose que le diagnostic ait été fait rapidement aprés

le début des symptémes, ce qui est généralement le cas, I'Al étant une complication
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symptomatique et grave. Nous ne pouvons néanmoins pas exclure un biais de classement
pour les cas ayant un diagnostic d’Al juste apres J40 et juste aprés J100 soit 7 cas avec un
diagnostic de J41 a J49 et 9 cas avec un diagnostic d’Al trés tardive de J101 a J109, ce qui
représente un petit nombre de cas. On ne peut pas non plus exclure que certaines Al
précoces aient en fait débuté juste avant la greffe. Néanmoins les patients candidats a la

greffe bénéficient d’un bilan pré-greffe qui recherche I'aspergillose au moindre doute.

De plus il faut rappeler qu’une étude cas-témoins permet de trouver des associations entre
une maladie et des facteurs d’exposition mais ne peut pas affirmer un lien de causalité. Les
criteres de Bradford Hill (force de [I'association, stabilité de I’association, cohérence,
spécificité, temporalité, relation dose-effet, plausibilité, preuve expérimentale et analogie)

permettent d’approcher un lien de causalité.

Le score de propension est une méthode statistique initialement développée pour les essais
thérapeutiques non randomisés afin de rendre les groupes comparables. Il contient les
informations des autres variables explicatives et permet de lever le biais d’indication. Nous
avons tenté d’établir un score de propension pour chaque variable retrouvée en analyse
multivariée. Ces scores auraient permis de vérifier si les patients qui ont eu une ICT, une
non-prise de greffe, une GvH aigué, une rechute ou une neutropénie secondaire et ceux qui
n‘en ont pas eu étaient similaires. Nous n’aurions pas pu apparier sur les scores de
propension car cela aurait détruit I'appariement sur I'age, le centre et 'année de la greffe,
mais nous aurions pu ajuster dessus. Néanmoins, le score de propension est établi sur les
patients pour lesquels il n’y a pas de données manquantes. La réalisation des scores de
propension a donc abouti a la perte d’un grand nombre de cas dans I’analyse et a une perte

de puissance majeure, raison pour laquelle ces analyses n’ont pas été présentées.

Enfin, nous n’avons pas exploré les prédispositions génétiques telles que le polymorphisme
du TLR4 du donneur (Bochud, Chien et al. 2008), le polymorphisme de PTX3 du donneur
(Cunha, Aversa et al. 2014), des mutations de la dectine-1 ou de DC-SIGN chez le receveur
(Cunha, Di lanni et al. 2010; Chai, de Boer et al. 2011; Sainz, Lupianez et al. 2012) qui sont
également des facteurs de risque de développer une Al aprées allogreffe de CSH. Les facteurs
génétiques sont encore du domaine de la recherche et leur détection n’est pas encore de

pratique courante, d’autant plus que notre étude remonte a 2005-2010. Les facteurs
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génétiques font probablement partie des variables manquant a notre étude expliquant la
discrimination modérée de nos modeles. Dans 'avenir, la détection des polymorphismes de
la Dectin-1, DC-SIGN, certaines interleukines, certains TLR, chez les donneurs et les receveurs
aideront probablement a déterminer un risque individuel (White, Parr et al. 2017) voire a
personnaliser la prise en charge du risque fongique. Néanmoins, les facteurs cliniques sont

encore pertinents aujourd’hui pour identifier les patients a risque d’aspergillose.

D. Conclusion

Dans notre étude comprenant une large majorité de greffes a conditionnement atténué ou
non myélo-ablatif, la GvH aigué reste associée a la survenue d’une Al dés la prise de greffe.
Les facteurs pré-greffe ne peuvent a eux seuls permettre de prédire la survenue d’Al y
compris précoce. Les facteurs post-greffe ont un poids majeur en particulier I'absence de
prise de greffe pour les Al précoces, la GvH aigué sévere pour les Al tardives et la GvH aigué
modérée a sévere, la rechute et la neutropénie secondaire pour les Al trés tardives. Bien que
nous n’ayons pas de données précises sur l'usage du posaconazole prophylactique, il
apparait dans notre étude que lI'incidence des Al aprés allogreffe n’a pas été modifiée par sa
mise a disposition et son utilisation par les équipes des greffe depuis 2008. La non-prise de
greffe, la neutropénie secondaire et la rechute devraient étre considérés comme des
facteurs de risque majeur d’Al par les centres greffeurs et la prophylaxie discutée dans ces

situations, voire explorée dans des études contrélées.
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lll. Etude d’une épidémie de Pneumocystis jirovecii dans un

service d’hématologie

A. Introduction

Apres les facteurs de risque intrinséques au patient, nous nous sommes intéressés au risque

d’acquisition d’une infection fongique par transmission nosocomiale.

Pour cela, nous avons étudié une épidémie de pneumocystose survenue dans le service
d’hématologie clinique et de thérapie cellulaire de I’hépital Henri Mondor (Robin, Alanio et
al. 2017) (Annexe 1). Le mécanisme d’acquisition de Pneumocystis jirovecii est actuellement
débattu : soit une réactivation chez un patient colonisé avec une acquisition durant
I’enfance, soit une primo-infection. L’acquisition durant I’enfance avait été évoquée devant
le grand nombre d’enfants séropositifs pour le pneumocystis, proche de 100% (Morris and
Norris 2012). La transmission interhumaine a été rapportée au cours d’épidémies surtout
dans des services de transplantation rénale. La diffusion dans l'air de la chambre d’un
patient infecté est établie avec un gradient décroissant au fur et a mesure qu’on s’éloigne du

patient (Choukri, Menotti et al. 2010; Damiani, Choukri et al. 2012).

Quelques épidémies de pneumocystose ont déja été rapportées en hématologie (Helweg-
Larsen, Tsolaki et al. 1998; Ong and Jones 1998; Depypere, Saegeman et al. 2016) mais

jusqu’a présent sans démonstration moléculaire de I'épidémie.

Nous avons donc rapporté une épidémie de 12 cas de pneumocystose dans le service
d’hématologie et thérapie cellulaire de I'h6épital Henri Mondor de novembre 2015 a mai
2016. L'objectif était de mettre en évidence la transmission nosocomiale de Ia

pneumocystose et pour cela, d’utiliser des outils de biologie moléculaire.
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B. Méthodes

Cf article Annexe 1

Le génotypage a été effectué au CNRMA (Centre Nationale de Référence des Mycoses et
Antifongiques) a I'Institut Pasteur sous la responsabilité des Pr Bretagne et Dr Alanio, a partir
d’échantillons congelés dans le laboratoire de parasitologie mycologie de I’hopital Henri
Mondor, dirigé par le Pr Botterel. Brievement la méthode de génotypage de Pneumocystis
jirovecii (Figures 21 et 22) (Gits-Muselli, Peraldi et al. 2015) repose sur |’analyse des
microsatellites au niveau de 6 marqueurs nucléaires. La PCR est lancée a partir d’amorces
fluorescentes. La taille des produits de PCR obtenus aprés électrophorése dépend du
nombre de répétitions d’un petit motif pour chaque marqueur, ce qui définit un allele. Une
combinaison unique d’un alléle par marqueur définit un génotype. On peut déterminer un
génotype si tous les alleles sont uniques (génotype pur) ou si plusieurs alléles sont retrouvés
pour un seul marqueur (mélange de plusieurs génotypes). Si plusieurs alléles sont retrouvés
pour plus d’un marqueur, les génotypes ne peuvent pas étre déterminés puisqu’il peut y
avoir plusieurs combinaisons (mélange de plusieurs génotypes non typables). Cette
technique est plus sensible pour différencier les différents génotypes car les
polymorphismes sont étudiés dans les introns et ceux-ci sont soumis a moins de contraintes
que les régions codantes. De plus, cette technique est plus sensible pour détecter des

génotypes multiples.
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capillary electrophoresis

207 bp
207bp = 9 repeats '
CACACACACACACACACA
] Ee——
—@ 7
+ r. 8. 9 .9
195bp = 3 repeats 20'7 bp
> 195 bp
s CACACA s ' ] ;

1:50 ratio (2%) for the detection of the minority allele S s = o I

Figure 21 Analyse des microsatellites de 6 marqueurs nucléaires. La taille des produits de
PCR obtenus par électrophorese dépend du nombre de répétitions en tandem au niveau de

chaque marqueur et définit un alléle. D’apres (Gits-Muselli, Peraldi et al. 2015)
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Figure 22 Génotypage de Pneumocystis jirovecii. Une combinaison d’un allele spécifique par
marqueur définit un génotype. Un génotype peut étre identifié si tous les alleles sont
uniques pour un marqueur (génotype pur) ou si plusieurs alleles sont retrouvés pour un seul
marqueur (génotype multiple). Si plusieurs alléles sont observés pour plus d’'un marqueur, le

génotype est impossible a déterminer.
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C. Résultats

Cf article Annexe 1

1. Caractéristiques des patients

Douze patients ont été inclus de novembre 2015 a mai 2016 (Figure 23). Leurs

caractéristiques sont résumées dans le tableau 14.

Tous présentaient une pneumopathie fébrile documentée par un LBA. Le scanner thoracique
montrait une pneumopathie interstitielle, pour la majorité des cas diffuse, et des opacités en
verre dépoli. Au diagnostic de PcP, 3 patients avaient une prophylaxie par atovaquone, 1
patient par aérosol de pentamidine et 8 n’avaient pas de prophylaxie, 5 par non indication
selon les recommandations internationales (2 LA biphénotypiques et 3 LAM) et 1 en raison
d’une neutropénie tres profonde aprés allogreffe par non prise de greffe. Deux patients
avaient arrété leur prophylaxie quelques mois avant, conformément aux recommandations

européennes et a celles du service. Aucun patient n’avait une prophylaxie par cotrimoxazole.
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Figure 23 Nombre de cas de pneumocystose observés dans le service d’hématologie de 2013 a 2016
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Tableau 14 Caractéristiques des patients

. p . Prophylaxie  Autre cause possible de .
Patient Age Sexe Hémopathie Allogreffe i B . Devenir
PcP pneumonie
1 27 M LAM secondaire a Non 0 A. fum:gatus (culture Tra{te, )
SMD positive sur LBA) Perdu de vue 8 jours apres LBA
) 32 M Maladie de Oui Atovaquone VF; (écouvillon n,asal etLBA) Traité,
Hodgkin Donneur non apparenté (750mgX2/j) et pneuTBoAr))Iae (sang et guéri
Oui Traité
3 49 F SMD lére : Cordon 0 Hémorragie alvéolaire L , ’ o
R ) décédé de détresse respiratoire
2e : haplo-identique
Oui
lere : géno-identique Traité
raité,
4 51 M LAL Ph+ 2e : donneur non 0 HSV (LBA) , .
apparenté guerl
5 50 r LLC Oui Aérosols de  Rhinovirus (écouvillon nasal) Traité,
Donneur non apparenté  pentacarinate A. fumigatus (LBA) décédé de détresse respiratoire
LA Traité
6 68 F . ) Non 0 - .
Biphenotypique guéri
7 65 M LAL oui , 0 - Traité,
Donneur non apparenté gueri
Non traité,
Oui Atovaquone Mis sous prophylaxie par TMP-SMX
8 55 M LLC Géno-identique (750mgx2/d) Pas de rechute
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10

11

12

64

65

66

26

LA
Biphenotypique
Myélofibrose
secondaire a

thrombocytémie
essentielle

LAM

LAM (traitement
de rattrapage)

Non

Oui

Géno-identique

Non

Non

Atovaquone
(750mgx2/j)

Traité,
guéri

Traité,
décédé de détresse respiratoire

Traité,
guéri
Non traité,

Mis sous prophylaxie par TMP-SMX
Pas de rechute
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2. Génotypages de Pneumocystis jirovecii

Chez 3 patients, (Patients 8, 11 et 12), P. jirovecii n’a pas pu étre génotypé en raison d’'une
guantité d’ADN insuffisante (Tableau 15). Les patients 4 et 9 partageaient le méme génotype
Gt3 en association avec d’autres génotypes. Le patient 1 présentait le génotype 5 pur.
Quatre patients (patients 2, 5, 7 et 10) partageaient le méme génotype (génotype 2) qui
était pur. Ce génotype n’avait jamais été observé en Europe dans une collection de plus de

300 specimen de P. jirovecii (Alanio, Gits-Muselli et al. 2017).

3. Carte de transmission

Afin d’explorer I’hypothése d’une transmission interhumaine, nous avons élaboré une carte
de transmission des 4 patients partageant le génotype 2 (Figure 24). Nous avons collecté
tous les séjours a I’hdpital, que ce soit en hopital de jour, en consultation, ou en
hospitalisation conventionnelle dans les 4 mois précédant le diagnostic. Nous avons
considéré que la transmission était possible si deux patients s’étaient retrouvés dans la
méme piece le méme jour. Tous les contacts entre ces 4 patients ont eu lieu exclusivement
en hopital de jour. Le nombre médian de contacts entre ces 4 patients (6.5) était supérieur

au nombre de contact entre les autres patients (1) (p=0.048).

Une expectoration réalisée le 10/11/2015 chez le patient 5 dans un contexte de
pneumopathie avec refus du LBA, était déja positive pour P. jirovecii mais I’évolution sous
antibiotiques avait été favorable et un traitement prophylactique par aérosol de
pentamidine, interrompu quelques semaines auparavant, avait été repris. Le génotypage du
P. jirovecii présent dans cette expectoration montrait déja un génotype 2 pur. Le patient 5 a
développé une nouvelle pneumopathie fébrile un mois plus tard, documentée par un LBA

positif pour P. jirovecii en microscopie et en gPCR, d’évolution fatale.

Les patients 4 et 9 qui partageaient le méme génotype 3 ne s’étaient jamais rencontrés.
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Tableau 15 Résultats biologiques des 12 patients

Patient Date LBA Microscopie  gPCR result (Cq) Genotype P. jirovecii (Gt) B-I()p-:/l:::sne
1 6/11/2015 MGG-; IF- 37.2 Gt5 Positif (198)
2 9/11/2015 MGG-; IF- 34.6 Gt2 (pur) Négatif (<80)
3 10/11/2015 MGG -; IF - 40.0 Gt1 (pur) Positif (93)
4 14/11/2015 MGG +; IF + 29.5 Mélange (incluant Gt3) Positif (>500)
5 21/12/2015 MGG +; IF + 26.7 Gt2 (pur) Positif (>500)
6 9/01/2016 MGG -; IF - 35.6 Mélange Positif (357)
7 12/01/ 2016 MGG - ; IF - 333 Gt2 (pur) Négatif (<80)
8 14/01/2014 MGG -; IF - 39.4 Quantité ADN insuffisante Non fait
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19/01/2016

15/03/2016

15/04/2016

11/05/ 2016

MGG - ; IF -

MGG +; IF+
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27.6

23.5

32.8

41.0

Gt3 + Gt4 (multiple)

Gt2 (pur)

Quantité ADN insuffisante

Quantité ADN insuffisante

Non fait

Positif (>500)

Négatif (<80)

Non fait
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Figure 24 Carte de transmission des quatre patients infectés par le génotype 2
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Annexe 1 Molecular Demonstration of a Pneumocystis Outbreak in stem cell transplant

patients : evidence for transmission in the daycare center (Robin, Alanio et al. 2017).
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Prieurncestis TRrernission in Hermaology

INTRODUCTION

Prcumocpstis firovecii pneutnonia (PCP) s a lifethreatening
fungal complication in hematology  patients.  particularly
tecipients of allogeneic hematopoietic semn cell transphntation
[HECT), whers mortality is greater than 50% (Cordonmier etal,
20167 It is usually accepted that P jirewecii is acquired eatly in
life: and that individuals are continumi sy erposed to it through
the air (Gajdusel, 1957; Gigiotti and Wright, 201 %; dormis and
Bhorris 2012). Howewer, it s unclear whether infection is the
exclusive result of recent exposure or if reactivation of the arly-
acquited strain aould also particdpate in the development of PCP.
Person-to-parson transnisson has besn documented during
outhreaks especially in solid organ transplant wards (Tlannakis
and Boswell, 2016). To avoid such fransnisson, recent guidelines
for managing PCP in hematology patients published by the
European Conference on Infections in Leubermia gronp (Alanio
etal, M1 aertens et al, 2016; Maschroeyer et al., 2016) state
that "It seemns reasonable that seversly inmunocornprommised
Fatients should avoid contact with patients with docurmented
PCP." Howewer, becanss data is lacking in this population, this is
a C-IIT recomnroendation (e.g. there is poor evidence to support
i), simnilarly, the 2007 suidelines for isolation precaution s from
the U5 Center s for Disease Control and Prevention advises that
PCP-infected patients shoul not be placed in the same room as
imnrnunocornpromised patients and other standard precautions
shotld hetaken (Siegel et al, 2007).

Genotyping studies of outhreaks in renal (Thomas and
Limnper, 2004; de Boer & al. 2011 Viannakis and Boswell,
20167 o1 liver (Desonbeaus of al, 2016) iransplant anits were
of major importance when reconsidering the mechanism of
PCP devdoproent and supporting interhurnan o environomental
fransmnission of P jirewecii Additionally, the presnce of
B jiroveciiinthe exhaled airof PCP patients (Choulal & al, 2010;
Dramniani et al., 201 2 and the common genotype found ininfectad
patients and colonized health care worlers (Damianietal, 2012
grongdy sugeest that PCP infection can also be nosocomnial.
However, only 16 of the reported outbreals in kidney recipients
this far (Fiannalkis and Boswell, 2016) were documnented using
molecular hiclogy, and no firm statement on the transaoission
tnode hias been made.

The methods for detecting and genotyping P jireveci
hiave greatly evolved ower the bst years 4 PCP diagnosis
imcreasingy relies on real time quantitative PCER (gPCE) instead
of microscopy and immunofluorescence staining (Alanio et al.,
W16c). The qPCE assay increases the rate of detection
and provides additional clues for elucidating the source of
contarnination. “arious methods of genotyping have been
developed (reviewed in Alanio et al, 20060); multilocus sequence
typing and internal transcribed spacer (ITE) sequencing are the
oo st cotnInom, Mew genotyping meathods based on short fandem
Tepeat markers located in the nuclear genome are now available,
alloving easier and more rapid analysis of clustered infections
and accurate detection of mixtures (Parobel etal, 2014 Alanio
etal, Hlah).

To our lmowledge, this is the firg possible interhuman
transnission of B jireves i documented o sing moderm molecular

tools in the hematology ward. Microsatellite marker genotyping
was sed during an outbreal of febrile pnewmonia noa
hematology ward, and positive B firewecii detection was
employed. This sudy shows that hematology patients can
be infected by P jirewecdi penotypes transuitted from other
at-risk patients in the ward. This clearly supports a stong
recornriendation for isoltion and respiratory precautions where
B jirewecii is defected in respiratory DMA specimens from
Fatients cared for in the sane hemnatology ward.

MATERIALS AND METHODS

Study Setting

The hematology department comprises 26 single-occipancy
toorns for conventional hospitalization. It includes one unit (Un it
1) weithiot air filtration that has eight beds tweo units with larminar
air-flow filtration that have six (Unit 2 and 12 (Unit 30 beds, and
adayeare clinic, which cares for 30 -50 patients daily on the upper
floor. When the patients ate at the davcare canter, they all artive
hetween 8 and Pa.m. and may stay several hourson site, shatinga
unic waiting roomn. The departnent mainly recruits patient s with
acute lenlemnia, myelodvsplastic syndrome, myelbproliferative
disorders, and aplastic anemmia. Around 40 allogeneic HECTs ate
performed annually. Patients, hospital stays and daycare center
staysniumnberad 255 905 and 24590, respectively, and the median
hiospital stay was 20 days. These values have not appreciably
varied since 2013,

Procedures for PCP prophylaxis in acute yphoblastic
laulemmnia and lymphomna patients and in HSCT recipients are in
writing The fir #-line recommended regiten isa singde double-
srength tablet of trimethoprim -sulfarnethonazale (TRIP-504%)
thrice weekly, but if not tolerated, the second-line is atovaquone
(7o0mg oral suspension twice daily) or pentamidine aerosol
moonthly. Patient s with preurnonia, ecceptthoss in palliativecare,
are investigated by fiberoptic brondhoscopy and bronchoalvenlar
lavage (BAL) with a systamatic search for Pjirevecii iy Iay-
Granwald Giemsa (MGG staining [RAL-S55; FAL Reagents,
Martillac, France) and an indirect imrounofluorescence assay
(& MOMORLUO™E kit B jirewecit Bio-Fad Marnes la
Coquetts, France) as previowsly described (Bottersl et al,
W12 Simce X013, 2 qPCE targeting the mitochondrial LU
of the 1RMA of P jirovecii has been moutinely performed in
Tespiratory specimens (BAL fluid or upper respiratory ract
satnples) (Bofterel et al, 2012 Other causes of prewmmonia are
investigated using systematic laboratory procedures to identify
baderial, viral, and other fungal pathogens as well as alwenlar
hernorrhage and alveolar proteinosis. A serum (1-3) (-D-glucan
test (Fungitdl assay, Associates of Cape Cod, Inc. Cap Cod,
Massachusetts), when requesed. was performed acoording o
manfacturer recommmendations and was oonsidersd positive at
=80 pgil. Howeva, the test was not routine at this time and
col not e performed within 48 hof the BAT for all patients.

Figure 1 shows the frequency of febrile pneumonia and
positive DIMA fests for P jirowrdl between Rnuary 2013 and
Tay 2016, It was 4 to 5 cases per year before the fall of 2015,
biat 4 cases were observed from Movernber & to 14, 2015 Eight
additionial cases were observed from December 2015 to Mfay
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FISURE 1| Mumbzrof pneumocystis cases observed in the hematolgydepartment beteeen Januang 2003 and May 2006,

016, This unexpected high incidence led to a search for evidence
of transnission using P. firoweci genotyping and an analysis of
Fatient presance in the ward, According to French Health Public
Law (CEP Art L1121-1.1), such an investigation does not require
specific informmed consent or ethics cotrnittes approval.

Molecular Typing

Molecular typing of P jirewecii was perfommed on DRA
extracted from respiratory specimen (BAL orfand spurtiumn) that
wele frozen at —200C, Microsatellite analysis was performed
according to previously published methods (Gits-Tduselli et al,
20150, Briefly, tests for siv nuckar microsatellite matkers (#0232,
Fl06, F138 F1E9. #2768, and #2790 were performed using
fluorescent primers. The size of the PCR product obtained after
capillary eledrophoresis dependson the numnber of short tandem
Tepeats for each marler. For a given marke, the size that is
proportional to the nuimnber of repeats definesan allele. A unique
cornhination of one specific allele pa marker identifies a specific
genotype. The genotypes were arhitrarily atititited nummbers and
were considered to be found if all alleles were unique for a
given marker (pure genotypel or if more than one allde was
found for ome marker (multiple genotypes). Otherwise (e, when
multiple alleles were observed for more than 1 marler), the
genotype could not be determined, and the result was reported
a5 a “mixture” of various genotypes.

RESULTS

PCP Patients

Twelve consecutive PCP patients hospitalieed from Movernber
015 to May 2016 were inchided, and their characteristics
are surnnarized in Tablel. All were investigated by fiheroptic
bronchoscopy and BAL. Seven were allogensic HSCT recpients.
At BAL, all 12 patients were symnptomatic, febrile and
hypoxemnic, and lung CT immages were consistent with interstitial

Fheurnonia, maindy diffuses patchy, ground-gass opacities. A
serummn (1-3) B-D-glucan test was available for nine patients
and was positive for sic (Patients 1, %6 and 10 Table 1)
Mo sarum (1-3) -D-glacan test was parformed for Patients 6,
9 and 12, At diagnosis, PCP prophylais was atovaquone in
thres patients and pentamidine aerosols in one becanse thess
Fatients were intokrant of TidP-50E. Eight patients had no
prophylaxis five because of the absence of recommendations
for mived phenotype AL (n = 20 or for ARML (p = 2 and
one because of deep nentropenia after HECT . In the other two,
prophylazis was siopped several months priot, after withdrawing
imnrnunosuppressive drugs. As a result, none of the 12 patients
received TiP-50DE prophylactically.

Genotyping Results
In thres patients (Patients & 11, and 12, the P firovwech
genotype conld not he determined becanse insufficient amounts
of D4 were obfained. In Patient 1, only one marker (F022) was
arnplified, bt with a different allele from other patients, allowing
the assumption that this patient had a specific genotype (G15).
In the eight remaining patients the siv marlkers were comedly
amplified. Cme genotype (G120 was found pure in four patients
(Patients 2. 5, 7. and 10), all of whom were diagnosed within a
tireframe of 4 months (Movernber 9, 2015 to March 15 2016).
Of note, G12 had not been found inour collection of genotyped
B jirovecii sspecinen s from Franees and Burope (# = 300 in total)
(alanio etal, 2014, 2016; Gits-dluselliet al, 2015). The various
G2 alleles were searched for but not found in the other patients,
confirmning that they did not harhor it

Patients 4 and @ shared &3 genotype in addition to other
alldes in Patient 4, and in addition to Gt4 in Patient 9. Of nots,
Gt3 has heen very rarely observed in our experience (one patient
fromn Paris one from Gemnany, and one from The Metherlands
ot of at least 200 patients).
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Transmission Map
i3t 2was first observed on Mowernber 9, 201 5 in the BAL of Patient
2 (FigareZ). To expbre a possible nosocomial transnission
through close contact betweeen the four Gt2 patients we collected
all the dates times of stays and meeting sites within the hospital
fromn Jaly 2015 40 May 2016 (e, starting 4 months before
and ending & months after the first case). Direct fransmission
was deemed possible if patients were found to be in the ame
rooro on the same day. All contacts hetwesn these four patients
occnred in the dayeare center, which has only one weaitin g roomm
(Figure 2). The median number of contads was 6.5 (Tangs 4-
10). In comirast, the median number of contacts between the
other eight patients and any G2 patient was significantly lower
(oedian, 1; Tange, 0-2; P = 0.048). Additionally, non-Gt2 to non-
Gt 2 patient contac waszero for five patients. one for one of them,
and three for two of them. Figare 2 strongly sugpest that either
patient 2or patient 5 was the sourceof G2 transmission,
Moreover, 1 month before diagnosis in Degernber 2015,
Patient 5 was hospitalieed for fever bronchopulmonary
synptomn s and hypoxia in a different unit than Patient 2 The
chest ©T scan showed migonodules in the upper right lobe,
indirect investigations were negative, and the patient refused
fibroscopy. P jireweci was found via PCR in sputumn collected on
Movanber 10, but the result of the test was missed. Improvement
ceonrred after taking antibaderials, and prophylactic aerosols
of pentamidine were Teinstated. but 4 weels later, the patient

was hospitalized for febrile dysgpnes. 4 BAL documented
full -blowm POP with positive microscopy and PCR. She died
from respiratory failure. We retrospectively defermined from a
spiaturn sarnple that the B, jiroveci genotype was pure G2

Althoisgh Patients 4 and 2 share the rare G2 genotype, they
TiEver Toet,

DISCUSSION

We report here the documentation of interhurnan tran smission
of P. jirevecii, which was between 4 allogeneic HECT recipients.
We used P jirevec genotyping and analysis of the tran smission
Fath in the hospital which revealed that transamission probably
occurred in the daycare centar (Figare 2) where the patients
repeatedly met for post-ransplant follow-up. Contacts hetween
the four Gi2-patients and the concomitance of PCP infection in
Patient 2 and B jirevecii detection in Patient 5 males it plasible
that either Patient 2 or Patient 5 could have been the first
transnitter. The G2 transmnission could have sarted from the
first PCP case (Patient 2), who tran smitted the disease to Patients
5 and 10, either of whom could have contaminated Patient 7.
Alternatively, becanse Patient 5 was retrospectively identified as
a Gt2carrier, she aould have been the first fransmitter.

This trananission likely occurred hecause of the absence of
effective PCP prophylaxis. Indeed, out of 30 PCP outhreaks
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FISURE 2| Trnsmizsion map of the § patients infected with genotype 2 Prenmos yetis Boreciiin the hematologywand, s howing thatany mesting
btz n twio Gt patients most have baen in the daycae center beoause no 2 patients wie e concomitanthy hosptalzed in the sme unitof the wand,
Patient 2 rret Patients & ancd 10mce each beiore developing PCP and twice each afer deseloping POP while uncler teatroent olowed by seconcary prophidaes,
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reviewsd by Tiannakis et al, in 2016, 15 (B3] were
reported in kidney transplant recipients and mos were not
Teceiving PCP prophylaxis (Viannalis and Boswell, 2014). In
the hematology ward, there are usually written procedures for
PCP prophylaxis at least for the most atrisk patients (e,
allogeneic HSCT mecipients acate lymphoblastic lenkernia and
Iymphotoa patients). The first-choice prophylactic regimen in at-
tisk patients is TRIP-SRDE (Sterm et al, 2014 Macrtens ef al,
A016). Howewer, this can be associated with side effects poor
corpliance, or omission. Although the staff complies with our
policies none of the 12 patients ncluded in this study was
Teceiving TrIP-50DE at the time of PCP diagnosis. Because all
four Gt patients were allogeneic HECT recipients, they might
hiawve been at higher risk becanss of their repetitive, often wecldy,
appointnents at the dayeare center in spite of hein ga minority of
ol study popadation.

Until now, only two POP outhreaks have been reported
in hematology wards. In one, five diapno ses were reported within
& months in the same unit bt withowt molesabr mvestizgation
[Cmg and Jomes, 1998). In the other, nested amplification,
cloning, and sequencing of ITS showed a cotumon ITS saquences
type between two of the eight hematology study patients who
shated the e Toom (Helweg-Larsen o al., 199%), However, the
genotype was also the most common found in Denmarls, whers
the study was performed. Therefore the authors concluded
that "person-to-person transnissdon may ocour bt it may be
a Telatively infrequent event™ (Helweg-Larsen et al, 159€). On
the other hand, a 2013 Belgian survey includin g 21 patient s with
B jiravecii based on PCR of BAL fluid in the sme hospital with
six heamatology patients failed o find tran smission of the same
B jirevecii genotype wsing moultilocus sequence typin g (Depypers
ctal, 2016). Inour selies nosocornial tran ani ssion in the dapeare
center between four of the 12 patients s amply supported.
First, thess patients shared a unique P jirewecii ganotype that
hiad newver been observed in our expaience on more than 300
B jirevecii strains actoss Eutope (GitsIfuselliet al . 2015 Alanio
et al, 2018a) while 70-22% of PCP cases harhor mixtures
of genotypes (Gits-Diuselli et al, 2015 Alanin et al, 2016k
Depypere et al, 2016). Second, they had multiple opportunities
to meet in the daycare center where they repetitively stayed
several hours in the sme, confined, waiting oo, Finally, al
were desply immunosuppressad, and thiee wae receiving no
PCP prophylazis.

Sharing the same genotype does not allow determination of
the mdexr case. Indeed. we do not kmow when transmission
eventually oocurred, but because 3 singe pure genotype (G2
was found in four patients a recent acquisition in these patients
is sugpested. Whether the fransmission of Gt2 was direct,
interhurnan, the result of close contact, or was indirect through
the environmnent canalso not be determnined. Healtheare workers
conld bethe culprits, as suggested in other studies (Vargas etal,
H000; efiller et al, 2001 Yakde et al, 20150, Tt this was not
exploted. Similatly, 16 outhreaks in kidney fransplant patients
hiave: been docurnented using various moleculbr methods and a
singleor predominant drain was found in 13 ofthem, supporting
interhuman transmission either from patient to patient, wia
healtheare worlers or through the environment (Tiannaki s and

Boswell, 2016). However, in none of thess reports could all
cases be ascribed fo the same genotype suppesting that both
mechanians of infaction—reactivation and recent interhurnan
fransnission—probably ocourmed concornitantly, whether ornot
inthe settingof an outhreak, Multiple P jireweci genotypes could
circulate at the sane times, and from vations people. As genotype
Inixtures are comnom in PCP patients (Gitsvfuselli et al, 2015
Alanio et al, 2016h; Depypere et al, 2016), this precludes any
conclusion about which genotype was initially present. Ondy
monitoring of patients over along period of time cold ehicidate
this fact.

While it is important to note that transmission occurred
hetween our shudy patients one may consider that PCP was not
confirred in five of those included in this study. Indesd, Patients
% 7 8 % and 12 were migoscopically negative using MGG or
IEA staining and were serurm f-D-glucan negative, However, all
Fatients had clinical and imaging pattems consistent with PCP.
Ewen if somne patientsare considersd probable or putative cases, it
does not change the possibility of P jireveré ransnission amon g
thern. We do not Jmow whether there isa minimal fungal load
to contamninate another patient. It could be hypothesized that
any cotgh generated by another bronchopulmonary infection,
especially a respitatory wiral infection, could contribute o
imcreased transmission of P firevecil whatever the fungal load.
Therefore, our study confirn s the interest of addinga P jirovecii
gPCE. on respiratory samples of hematology patients with
plmonary soptoms o determine whether they ate possitle
fransmnitters (Guigue et al, 2005,

To detamine whether patients with bw fun gal loads are the
souree of infection or participate in the transaonission chain is
harnpersd by the inability o gaotype when facing a low fungal
turden. The qPCE used for P firewecii detection in respiratory
satnples targets a multicopy pane (IntLEUTRIA) to nprove test
sensitivity CAlanio et al, 2011; Boftearel et al, 2012), whereas
the alldes tested for genotyping are located on singe-copy
genes (G its Buselli et al, 201 5). Therefore, other epiderniological
links or transnission betwesn patients hatboring w fungal
loads could have bem missed. A typing spstemn based on the
imvestigation of mitodhondrial marlers naindy by sequendng
iLET o cpth genes) for genotyping would lead to inereassd
sensitivity, but the reliability of thismethod is disputable becanse
mitochondrial heteroplasmy and recombination could occur
(alero et al, 2016). Furthermors, the plasticity and moutation
Tates is Jmown to differ between the mitodhondrial genome and
the nuadear genomme. This is why mitochondrial genes have not
been retained in the moultilocu s sequence typing approach for
Camiar aliang, for instance (Odds and Tacohssn, 2008

In conclusion, this study Jlustrates two important features:
(1) nosocornial frananission of P, jirewcd is possible hetwesn
infected patients within the hematology ward, as ilastrated
in our daycare center; and (D TP-SRDE. the optimal
PCP prophylaxis (hfaerhens et al, 2016) s important, and
its absence increases the suseeptibility of at-risk patients
during an outhreak. This clearly supports a strong specific
recornmmendation for isolation and respiratory precaution s with
PCE and more generally, encourages reinforcin g control policies
when pulnonary symptomms are seen in the hematology ward.
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This recommendation was, up to now, not evidence-based
for PCP i hematology C(Siege et al, 2007 daertens ot al,
1016). Thus hospitalieed PCP patients should be in single-
oot pancy Toommns and wear at least a surgical mask to prevent
fransnission when meeting other patients in confined waiting
oo, sich as a dayeare center. Wearting a mask could have
prevented theonsea of this outhreal, Curdata support that thess
recornmmendations be extended to any POP-at-Tisk patient with
febrile preumnonia and the presence of P jirevecii detected using
gPCE on Tespiratory specinens. Wearing a mask in the hospital
for any hemmatology patient without respiratory symptom should
logically decreass the trananission of any pathogen transmitted
through air, and subsequently decrease the incidence of other
Tespiratory dissases, especially durin g the fall winter season. The
efficacy and acceptability of such measure should, however, be
carefully assessed.
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D. Discussion
1. Définition d’'une épidémie
Nous avons rapporté une épidémie de pneumocystose dans un service d’hématologie. Une
épidémie est définie par la survenue d’'un nombre de cas supérieur au nombre de cas
attendus dans une unité de temps et de lieu. En théorie, ce terme ne se limite donc pas aux
maladies contagieuses ou transmissibles et on peut avoir des phénomeénes épidémiques non
infectieux. Il n’y a pas stricto sensu de nombre minimal de cas pour parler d’épidémie mais
pour les grandes épidémies (grippe...), on parle d’épidémie quand le seuil épidémique
(calculé, par exemple pour la grippe, sur la moyenne des valeurs observées les années
précédentes), est franchi. Dans notre étude, le seuil épidémique dans notre service est de 4
a 5 cas/an. Ainsi au sens épidémiologique du terme, nos 12 cas de pneumocystose

constituent une épidémie, méme si les génotypes ne sont pas identiques et donc qu’ils ne

proviennent pas de la méme source.

2. Investigation d’une épidémie

Pour étudier une épidémie, il faut identifier I'agent causal, la source, le mode de
transmission, la population a risque et les facteurs de risque. L'étude d’une épidémie
comprend classiqguement deux étapes : la premiére purement descriptive et la deuxieme
analytique. Il faut affirmer la réalité de I'épidémie. Dans notre étude, les 4 cas du mois de
novembre 2015 nous ont alertés sur I'existence d’une potentielle épidémie puisque nous
avions eu en 9 jours le nombre de cas attendus sur un an. Nous avons défini les cas : tous les
patients suivis dans le service ayant une pneumopathie avec une PCR pneumocystis positive,
+ un examen direct et une immunofluorescence positif(s) dans le lavage broncho-alvéolaire.
Huit cas supplémentaires en 6 mois ont confirmé I'épidémie. Ces 12 cas ont été documentés
par une PCR pneumocystis + un examen direct et une immunofluorescence positif(s) dans le
lavage broncho-alvéolaire. Nous avons donc rétrospectivement collecté tous les cas du
service et défini notre épidémie de novembre 2015 a mai 2016. Nous avons émis
I’hypothéese d’une transmission interhumaine puisque tous nos patients étaient suivis dans

les mémes unités de lieu, en hospitalisation conventionnelle, en hospitalisation de jour ou en
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consultation. Pour tester cette hypothése nous avons cherché une preuve biologique en
génotypant les souches de Pneumocystis jirovecii des 12 patients. Quatre patients avaient la
méme souche pure et rare (Gt2), jamais retrouvée sur plus de 300 souches génotypées en
Europe (Alanio, Gits-Muselli et al. 2017). Pour le patient 5, nous avons rétrospectivement
retrouvé ce méme Pneumocystis jirovecii Gt2 dans des crachats deux mois avant le
diagnostic de PcP, c’est-a-dire au mois de novembre 2015. Deux autres patients avaient la
méme souche Gt3, non pure pour I'un d’entre eux. Les 12 patients ne pouvaient pas avoir
été contaminés par la méme source. Sur ces critéres génétiques, nous avons recentré nos
recherches sur ces six (4+2) patients. Nous avons recherché tous les passages des 12 patients
dans les différentes unités d’hospitalisation, de consultation, et d’hopital de jour du service.
Il ny a pas de données précises sur la période oU un patient peut transmettre Pneumocystis
jirovecii, mais l'incubation pourrait durer 3 a 12 semaines avant le début des symptomes
(Manoloff, Francioli et al. 2003; Depypere, Saegeman et al. 2016). Nous sommes donc
remontés a 4 mois avant chaque diagnostic et avons défini la possibilité d’une transmission
si les cas s’étaient retrouvés le méme jour dans la méme piéce dans les 4 mois précédant le
diagnostic. Les deux patients infectés par la souche Gt3 ne s’étaient jamais rencontrés. Nous
avons alors élaboré une carte de transmission pour les 4 patients Gt2. Le seul endroit ou ces
4 patients se sont rencontrés est I’hopital de jour. En hopital de jour, les patients sont
convoqués a 8 heures du matin, restent plusieurs heures dans la méme salle d’attente et
regoivent la plupart des soins infirmiers dans une salle commune (Figures 25, 26 et 27). Pour
ces 4 patients, nous avions donc la possibilité d’'une source commune et d’une transmission
interhumaine. Le fait que ces patients soient infectés avec le méme génotype suggére une
acquisition récente. Dans la majorité des cas de pneumocystose (70 a 92% des cas), les
patients sont infectés avec plusieurs souches de facon concomitante (Gits-Muselli, Peraldi et
al. 2015; Alanio, Gits-Muselli et al. 2016; Depypere, Saegeman et al. 2016). Le fait que le
génotype 2 soit un génotype rare, jamais décrit sur plus de 300 souches génotypées en
Europe (Alanio, Gits-Muselli et al. 2017), et que seul ce génotype ait été retrouvé (et non un
mélange de plusieurs souches) chez les 4 patients infectés avec le génotype 2, est en faveur
d’une transmission interhumaine récente. De plus, le nombre de contacts entre les patients
Gt2 était statistiguement supérieur au nombre de contacts entre les patients non Gt2, ce qui
est également en faveur d'une transmission interhumaine. Dans les enquétes

épidémiologiques classiques autour d’'une épidémie a un agent pathogene connu pour étre
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transmissible (par exemple, une enquéte autour d’une toxi-infection alimentaire), I'étape
suivante est de réaliser une enquéte cas-témoins en choisissant des témoins issus de la
méme population que les cas afin de comparer les expositions. Nous n’avons pas réalisé ce
type d’enquéte car |'objectif était d’affirmer la transmission interhumaine nosocomiale dans
une pathologie ol ce mode d’acquisition n’est pas reconnu comme majeur et non de
remonter a une source contaminée non humaine (par exemple, un lot de viande dans une

toxi-infection alimentaire).

Figure 25 Salle de soins commune de I’'hopital de jour

Figure 26 Salle d’attente de I'hopital de jour
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Figure 27 Salle de repas de I’hdpital de jour attenant a la salle d’attente

3. Source de I’épidémie

Nous avons essayé de déterminer le cas index, c’est-a-dire la premiere personne
contaminée. Deux scénarios sont possibles. Soit le patient 2 est le cas index qui a transmis la
souche de Pneumocystis jirovecii Gt2 au patient 5 et au patient 7. Le patient 5 et/ou le
patient 7 ont alors transmis cette souche au patient 10. Soit le patient 5 qui était déja
porteur (ou infecté) de la souche au mois de novembre est le cas index. Devant la multitude
des contacts et des scénarios possibles, nous ne pouvons pas dater exactement les

transmissions.

Les patients 2, 7, 8, 9 et 12 avaient des signes cliniques et une imagerie compatibles avec
une pneumocystose et une PCR pneumocystis positive dans le lavage broncho-alvéolaire. En
revanche I'examen direct, 'immunofluorescence et le B-D-Glucane étaient négatifs. On ne
peut pas trancher a coup slr entre colonisation et infection a Pneumocystis jirovecii.
Néanmoins cette étude est une étude de transmission et méme s’ils n’étaient que colonisés,

les patients ont pu transmettre leur souche.

De plus on ne peut pas savoir si un seuil minimal de charge fongique est nécessaire pour
transmettre Pneumocystis jirovecii. On peut supposer que la toux augmente la contagiosité
en faisant remonter les kystes des alvéoles. Ceci suggére l'intérét de rechercher
Pneumocystis jirovecii chez les patients qui toussent, quelle qu’en soit la cause, afin de

dépister un risque de contagiosité.
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Enfin, les patients 8, 11 et 12 avaient une charge fongique trop faible pour permettre le
génotypage de Pneumocystis jirovecii. On ne peut donc pas savoir s’ils étaient porteurs du
génotype Gt2 et pourraient avoir participé a la transmission. lls auraient aussi pu étre

porteurs du génotype Gt3 et faire partie d’'une deuxiéme boucle de transmission.

4, Mode de transmission

La transmission interhumaine de Pneumocystis jirovecii est trés probable, mais le mode de
transmission peut étre direct ou indirect. Soit les 4 patients se sont transmis directement la
souche, soit la souche a été véhiculée par I'environnement ou par le personnel. Nous ne
pourrons pas trancher entre ces deux hypothéses car nous n’avons pas pu explorer
I’environnement et le personnel du fait du caractére rétrospectif de I’étude. La transmission
interhumaine de Pneumocystis jirovecii a déja été rapportée, ainsi Miller et al. ont mis en
évidence la transmission de Pneumocystis jirovecii d’'une mére a son enfant de 4.5 semaines
(Miller, Ambrose et al. 2002). La transmission par le personnel de santé a également été
décrite (Vargas, Ponce et al. 2000; Valade, Azoulay et al. 2015). Vargas et al. (Vargas, Ponce
et al. 2000) ont trouvé la méme souche de Pneumocystis jirovecii (carinii a I'époque) sp
hominis chez un enfant, sa mere et deux personnels de santé qui s’étaient occupés de
I’enfant. Cette souche n’a pas été retrouvée chez 30 témoins (personnel de santé ne s’étant
jamais occupé du patient). La diffusion dans I'air autour des patients infectés a également
déja été mise en évidence. Valade et al. (Valade, Azoulay et al. 2015) ont prospectivement
prélevé I'air de la chambre et le personnel de santé s’étant occupé de 15 patients
hospitalisés pour pneumocystose. Sept préléevements d’air étaient positifs et 9/102
personnels de santé étaient colonisés. Choukri et al. (Choukri, Menotti et al. 2010) avaient
aussi mis en évidence la diffusion de pneumocystis autour de patients infectés avec un
gradient décroissant avec la distance. La diffusion dans I'air peut se faire aussi a partir
d’individus colonisés. Dans une étude prospective bicentrique, Frealle et al. (Frealle, Valade
et al. 2017) ont analysé des échantillons d’air des chambres de 17 patients colonisés, et I'air

a été détecté positif pour les chambres de 3 patients.

De méme, Yiannakis et al. (Yiannakis and Boswell 2016) ont repris 30 épidémies de

pneumocystoses, parmi lesquelles 16 ont bénéficié d’'une analyse moléculaire. Vingt-cinq de
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ces épidémies survenaient dans des services de transplantation d’organe solide, en
particulier rénale. Cet article suggére une transmission interhumaine directe ou indirecte via
I’environnement ou le personnel de santé. La transmission interhumaine pourrait se faire via
un patient infecté, un patient en phase prodromale donc a- ou pauci-symptomatique ou un

porteur sain, colonisé.

De Boer et al. (de Boer, de Fijter et al. 2011) ont analysé 16 épidémies de PcP dans des
services de transplantation rénale dont 6 avec analyse moléculaire : dans 5/6 études un
génotype était prédominant au cours de |'épidémie, en faveur d’une transmission

interhumaine nosocomiale.

Seules 3 épidémies de pneumocystose en hématologie ont été décrites dans la littérature. La
premiére (Ong and Jones 1998) est survenue en 1995-1996 a Belfast dans un service
d’hématologie. Cing patients ayant recu une chimiothérapie pour LAM, LAL, lymphome et
myélome ont développé une pneumocystose sur une période de 6 mois. Tous avaient regu
des corticoides, y compris le patient atteint de LAM qui avait recu de la dexaméthasone pour
des vomissements résistant aux anti-émétiques usuels. Ces cing patients ont été hospitalisés
dans la méme unité de quatre lits et ont été soignés par la méme équipe paramédicale. La
définition d’épidémie dans ce cas était purement épidémiologique puisqu’il n’y a pas eu

d’analyse moléculaire.

La deuxieme étude (Helweg-Larsen, Tsolaki et al. 1998) rapportait une épidémie de
pneumocystose a Pneumocystis jirovecii sp hominis chez 8 patients d’hématologie et 6
patients VIH. L’analyse moléculaire retrouve la méme souche pour 2 patients d’hématologie
ayant partagé la méme chambre et 2 patients VIH qui ont eu des contacts prolongés au sein
du service. Cette souche de Pneumocystis jirovecii est la plus fréquente au Danemark et les
auteurs concluent que si la transmission interhumaine est possible, ce n’est pas le

mécanisme le plus fréquent.

Une troisiéme étude rapportait (Depypere, Saegeman et al. 2016) 21 cas de PcP survenus a
I’"hopital de Leuven en Belgique en 2013, dont 6 cas chez des patients d’hématologie.
L'analyse moléculaire a retrouvé des génotypes différents, infirmant la possibilité d’une

transmission interhumaine nosocomiale.
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Notre étude est donc la premiere a mettre en évidence une transmission interhumaine
nosocomiale de Pneumocystis jirovecii au cours d’une épidémie dans un service

d’hématologie.

5. Réservoir

Le réservoir de Pneumocystis jirovecii peut étre constitué des individus sains colonisés et des
patients en phase prodromale. Sur une série autopsique de 77 individus issus de la
population générale, 65% des adultes en bonne santé étaient colonisés a Pneumocystis
jirovecii (Ponce, Gallo et al. 2010). Dans une série prospective, une colonisation a été
retrouvée chez 20% des 50 adultes en bonne santé et sans comorbidités (Medrano, Montes-
Cano et al. 2005). Un deuxiéme prélévement 6 mois apres n’était positif que dans 2 cas sur 9

avec un génotype différent.

6. Variation saisonniére

Dans notre étude, une transmission nosocomiale a été mise en évidence pour 4 patients
mais pas pour les 8 autres. Notre épidémie a eu lieu de novembre a mars donc sur les mois
d’hiver. Les variations saisonnieres de I'incidence des pneumocystoses sont controversées.
La plus grande étude sur le sujet a étudié prospectivement 792 cas de PcP et a trouvé un pic
d’incidence en janvier a Chelsea (Westminster, Royaume-Uni) (Lubis, Baylis et al. 2003). Une
étude rétrospective de 536 PcP confirmait la prédominance hivernale et la corrélation
inverse avec la température en Espagne (Varela, Regordan et al. 2004). Inversement, une
étude rétrospective d’une centaine de cas a Londres a retrouvé une prédominance estivale
et une corrélation avec la température et de faibles précipitations (Miller, Grant et al. 1992).
Plus récemment une étude rétrospective de 576 cas de PcP rapportait également une

prédominance estivale des PcP a Munich (Sing, Schmoldt et al. 2009).
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7. Identification de la population a risque

Tous les patients de I'étude étaient des patients immunodéprimés dont sept étaient
allogreffés. Ces patients étaient donc plus susceptibles que d’autres de développer une

pneumocystose.

Sur les 12 patients, 8 patients n’avaient pas de prophylaxie et 4 seulement avaient une
prophylaxie par atovaquone ou aérosols de pentamidine. Aucun n’avait une prophylaxie par
cotrimoxazole. Cela confirme que le cotrimoxazole est la prophylaxie optimale de la
pneumocystose. Cette prophylaxie est fréquemment interrompue pour toxicité
hématologique ou hépatique, ce qui était le cas pour ces 4 patients sous prophylaxie de

deuxieme intention.

Trois patients avaient une leucémie aigué myéloide et n’étaient pas allogreffés. Ills n’avaient
donc aucune prophylaxie anti-pneumocystis car cette population n’est pas reconnue pour
étre a haut risque de pneumocystose chez I'adulte. Chez I'’enfant en revanche, certaines
équipes considerent la LAM comme a risque de pneumocystose et donnent une prophylaxie
a ces enfants (Lindemulder and Albano 2007; Kim, Dabb et al. 2008; Maertens, Cesaro et al.
2016). Une étude chinoise récente (Chang, Kuo et al. 2018) rapportait 20 cas de
pneumocystose sur 291 LAM et suggérait que la LAM pourrait étre aussi un facteur de risque

de PcP chez I'adulte.

8. Les mesures prises et perspectives

v Hygiéne

Tout d’abord nous avons informé I'équipe d’hygiéne de I'hopital de notre travail et leur

avons transmis les résultats, nos conclusions et nos perspectives.

Devant la forte probabilité de transmission nosocomiale, nous avons renforcé nos mesures
d’hygiene. Tous les patients avec un diagnostic de pneumocystose étaient déja hospitalisés
en chambre seule avec des précautions complémentaires de type « goutelettes ». Dans les
recommandations du CDC (Siegel, Rhinehart et al. 2007) et de I'ECIL (Maertens, Cesaro et al.

2016), il est simplement mentionné qu’il ne faut pas mettre en contact un patient

131



immunodéprimé et un patient atteint de pneumocystose, ceci reposant sur un faible niveau
de preuve. Les 12 patients ont bien été isolés dées le diagnostic. La durée de contagiosité est
mal définie mais pourrait aller de plusieurs mois avant les symptomes a 1 semaine apres le
début du traitement (Depypere, Saegeman et al. 2016). Nous avons donc ainsi évité de

contaminer d’autres patients une fois le diagnostic des cas posé.

D’autre part, nous avons instauré la mise en place systématique d’'un masque chirurgical a
tout patient qui tousse en hopital de jour. En effet, la transmission a eu lieu avant que nous
fassions le diagnostic de pneumocystose. De plus cela permet de diminuer la transmission

d’autres pathogenes comme les virus respiratoires.

Durant une épidémie de pneumocystis, il faudrait mettre un masque a tous, patients et
personnel : ainsi les personnes infectées ou colonisées ne pourraient pas transmettre et les
personnes (patients et personnel) non infectées et non colonisées ne seraient pas

contaminées, et ne pourraient pas transmettre a leur tour.

v Recherche de Pneumocystis jirovecii par des méthodes non invasives.

Nous avions déja mis en place dans le service la recherche de Pneumocystis jirovecii dans des
prélevements respiratoires non invasifs au cours des pneumopathies : expectorations,
lavages naso-pharyngés et expectorations « induites » aprés un aérosol de bicarbonates.
L'intérét du dépistage précoce de Pneumocystis jirovecii par des techniques non invasives
était déja montré chez les patients VIH (Samuel, Whitelaw et al. 2011) et confirmé chez les
patients immunodéprimés avec une prévalence de Pneumocystis jirovecii dans le lavage
nasopharyngé de 5% (Guigue, Alanio et al. 2015). Nous avons également commencé a

étudier la colonisation des patients arrivant pour leucémie aigué ou allogreffe.

Il faudrait également dépister les contacts afin de casser une boucle de transmission.
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v" Prophylaxie médicamenteuse

La prophylaxie la plus efficace est le cotrimoxazole, toutes les autres molécules, atovaquone,

pentamidine, dapsone sont moins efficaces.

Cette étude nous a sensibilisés a la moindre efficacité des prophylaxies alternatives et
chaque fois qu’un patient ayant une indication a une prophylaxie anti-pneumocystis, n’est
pas sous cotrimoxazole, nous en cherchons précisément la raison. Dans la grande majorité
des cas, il s’agissait d’'une contre-indication temporaire ou une hypothése d’intolérance au

cotrimoxazole qui a été par la suite infirmée, et nous reprenons le cotrimoxazole.

D’autre part, nous avons cherché a explorer les échecs des autres prophylaxies en particulier
de I'atovaquone qui est notre deuxieme ligne lorsque le cotrimoxazole ne peut pas étre
administré. La posologie de 750 mg deux fois par jour est celle du traitement curatif,
I’'atovaguone n’ayant pas I’AMM en prophylaxie. L’atovaquone doit étre prise avec un repas
gras afin d’en améliorer I'absorption. Il n’y a pas de recommandations de dosage et les
concentrations plasmatiques cibles ne sont pas bien établies. Néanmoins une concentration
> 15 pg/mL (Romand, Della Bruna et al. 1996) semble corrélée a I'efficacité thérapeutique
dans une étude historique (Hughes, Leoung et al. 1993). En collaboration avec le Dr Hulin,
pharmacologue a I’h6pital Henri Mondor et des Dr Massias et L&, pharmacologues a I’hopital
Bichat, nous avons effectué les dosages des concentrations résiduelles et de pic chez 33
patients sous atovaquone en prophylaxie (26 patients d’hématologie et 7 patients VIH+)
(Annexe 2). Il n'y a pas de différence entre les résiduelles et les pics. Les dosages sont
reproductibles. La résiduelle était en médiane a 11.3 pg/mL et le pic a 13.4 pg/mL. Il n’y avait
pas de différence entre les patients d’hématologie et les patients VIH. Nous n’avons pas
retrouvé de facteurs associés a un sous-dosage. A la suite de ce travail nous avons démarré
un nouveau protocole de dosage de |'atovaquone avec un schéma d’adaptation des
posologies en fonction des résiduelles pour optimiser [Iefficacité de ['atovaquone

prophylactique.

D’autre part nous avons revu nos procédures sur la prophylaxie anti-pneumocystis et allongé
la période de prophylaxie parce que certains cas sont survenus plusieurs mois aprés I'arrét
des immunosuppresseurs et de la prophylaxie anti-pneumocystis. Dans les
recommandations européennes, la période a risque durant laquelle un patient allogreffé doit
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recevoir une prophylaxie est d’au moins 6 mois et tant que le patient recoit des
immunosuppresseurs (Maertens, Cesaro et al. 2016). Dans notre procédure, nous avions
déja allongé le délai a 1 an apreés greffe et 1 mois apres arrét des immunosuppresseurs. Dans
la nouvelle version de nos procédures, nous avons encore allongé le délai a 3 mois aprés

arrét des immunosuppresseurs.

v Facteurs de risque intrinséques de pneumocystose

Nous nous sommes intéressés aux facteurs de risque intrinséques de pneumocystose chez
les allogreffés. Pour cela nous avons mis en place une étude prospective au sein de
I'Infectious Disease Working Party de 'EBMT. Il s’agit d’'une étude cas-témoins nichée dans
une cohorte. Nous incluons prospectivement tous les cas de PcP survenant chez des patients
allogreffés depuis moins de 2 ans. Deux témoins sont appariés sur le centre, la date de
greffe, ’hémopathie sous-jacente et choisis parmi les allogreffés qui n’ont pas développé de
pneumocystose a la date correspondant au délai de survenue d’une PcP chez le cas

correspondant. Les inclusions sont toujours en cours.

D’autre part dans notre étude, 3 patients avaient une LAM et n’étaient pas allogreffés. Ils ne
recevaient pas de prophylaxie car ils n’étaient pas considérés comme a risque. Nous allons
étudier rétrospectivement les pneumocystoses chez les patients non allogreffés ayant une
LAM du service, de facon a identifier les facteurs de risque dans cette population

classiquement non considérée comme a risque chez I'adulte.

Enfin, I'idéal serait de pouvoir restructurer I’'HDJ avec des chambres pour pouvoir isoler les
patients car le caractere tres confiné des locaux est de nature a favoriser les contacts tres

proches entre patients.
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E. Conclusion

Cette étude est la premiére démonstration moléculaire d’une épidémie de pneumocystose
dans un service d’hématologie. Cette étude nous a permis d’étre plus vigilants dans le choix
de la molécule de prophylaxie, de revoir nos durées de prophylaxie, et de renforcer les
mesures d’hygiéne. Elle a été le point de départ d’une autre étude sur les dosages

d’atovaquone (Annexe 2) et sur les pneumocystoses dans les LAM.
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Objectives: Atcvaquore & ore of the alternatives te timethopimisuifarmethoxazele for prophylaxis of
Prieumnsoestis jiksvedii preurnenia (FCPY in immureoempromised patients. [noweluntees, ther was wide inter-
iredividita lvariability iratevagusre bieseailability, The airn of thic study was te g ssecsthe plasma conoentraticns
of atevaquens in immunecompremised patients under PCP prophiylaxis.

Metheds: Adult hoermatolegy or HIV-posithe patients receiving otovaquone (750 mg oral SUEpension twice g
dayh for PCP prophylxis were included. Flasrna concentrations were assessed vsing UV-HFLS, arcund 12 b after
the everirg dose Kot ard 1 5 hafterthe maomirg doese .

Results: & total of B2 measurerents were pedormed in 33 patierts. This included 1% HSCT recipients, 7 haerna-
tology ren-transplant patients and 7 HIV-posithe patients. The median Cmin (0R was 113 pgiml (B2 278
and the median Cmg. was 13 4 pgirnl (B0 28.3) The S and Sna,of atevaquene were rot differert between
HIW-regative and HIV-positive patients, or between HST ard ren-HSOT patients. Atowaqucene condentrations
wiee Mot influenced by the co-ad rinistratien of valadiclesin (e 200 or cickespanin (0 11, by quegraftvemoe-
koot diseaze (r 7 oor by the irtake of atesaquene with food. Mineteen of the 33 (G8%) patients Rad Smin
<15 paiml, a threshold associated with a low rate of dlinical response in FCP treatmment.

Conclusions Atewaquone & poorly abserbed inmore than balfef immoneoomprem sed patients and its beasail-
ability waries between individuals. These unpredictabke varations raise the questionef therapeLtic drug moniter-
ire, im crder to identify patients with ke concentratisns ard these whe coull berefit from regqimenadaptation
orfrorn aternathes,

Introduction bicmy rithesis.’ [ts abserption & varablke, increased with a meal®?

Frigurnecystis freveci prewrnenia (PP} sa 1ife -theeate nirg infection
in irnrnunecernprornised patienits. Tirmethoprimisdfamethoxazok
e the gold standard for prophiylaxis® * [ncase of allergy or intcler-
anae to tirmethoprirmisufarmetharazole, atowaquene s ome of the
dlternative regimers.” “ Severiteen percert of allegeneic HACT re-
dpierts® ard rawghly balf of HIV-positive patients® ray reed alter-
rathe regirnens, whidh are concidered t have lower efficacy
wmpared with tirmetheprim/sulfamethoxazole ™ Howaver, the
reasons forthis low efficaoy are notwell unde stood.

Atcwaquone =0 bid ey naphthoguircere, 9 highby lipephilic
compaund, active inovitie against Rasmadiumn, Prewmaoystis and
Toxoplasrng  species by inhibiting  mitechondrial - py dridire

ard was fat dese-dependent? Alsa, gtovaquore is subjedt to
drug dig interdtions with aciclovir, anti-diarhozals, opiates,
efavirenz ard PIs™ In HIW-posithie patients, Otowdquone was
shown to have prophilactic efficacy comparable o that of dap-
=one, but to be better tokemted. ! Atovaquone was found to be
equally effective as pentaridire aeresols at the dose of 1500 g
ance daily.*® Howeser, althaugha daiby dose of 750 mygwas rot oz
efficiert as a doese of 1500 ma, ? nore of these studies asecsed
the atevaquorse plasma concentrations as a cause of prophilactic
failure. 5o far, there & ne recommendation for ther peLtic drug
rcnitaireg (ToM) of atevaquens, despite krown varable beavail-
atility of the druyg and prephiviacic failues.

& The Authar 2017, Published by Oxford University Press an behalfaf the British Society far Antimicrobial Chematharame. ANl ights rasened.

Far Pearissions, please email jaurnal s penmession s@aup.ean.
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Annexe 2 Plasma concentrations of atovaquone given to immunocompromised patient to

prevent Pneumocystis jirovecii. (Robin, Le et al. 2017)
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The ctjecthe of this cboersaticral study was to assess the
plasrna concentrtions of atewaquens it im ML recem premised
patiente Lnder POF prophiylaxis with atovaquens and evaluate
whetherthey were inthe expected ranges.

Methods

Al gdult patients receiing atowaguone for PCP prop mdase inour hoematol,
oy -and clinical inrmunclogy wards between May and Septemnber 2016 were
proposed to be assessed for atovogquone plasma concentrations. Al patients
were given atowaguone (7 50 mg twice o day, ol suspenszion] f0r1.a miniruanm
of 2weeks, and their plosma atovaguone concentrat o e were therefore ton
sidered to be inasteody state. Jther medicat on datawithin thelast 14 days
were recorded. Bidogieal materiol waz obtained orly for routine purposss.
Aroording to the French Heolth Puble Law (5P At L1121 1.1), such imesti
qation does not require informed consent or ethics cormmittee approval. The
refusd, to give odditional reco rmrmendations for the drog intake was del ber
ate, in order to collect data in routine conditons. The first bliood sample
was collected ~o1 E hafter thelast drog intake, to assess O, Afterwards, the
patients took ther rorning dose and a second blood sample was collected
1 5h thereafter, inorder to measure O, o . Pasma was immedigtely sepa
rated and frozenat - Z0"Cuntl proceeding to theaszay.

Atovagquone plasmalevels were measared using LY HPLC o5 well as LWV
detettion a5 previously described.® [n the absence of an established min
imal atovaguone concentration threshold value for FCR prophdase, o
randomizred study was refered o, That study showed that the response
rate to atovagaone was significantly better with a G, > 15 pafml (25%)
than below thi threshold (BB%).* Thersfore, the concentrations in the pa
tient = we re oom pared with this threshold.

Statistical analysis
Crtin aNd S, and -l quant itat ke wariables are presented o= redian (KIR].
The Mann-hit ney test was wsedto com pare the first ossess mentof con
centrations. For potients who were assessed twice, the signed rank test
wasused to compare the first and second assessments of concentrations.
Unhariate analysiusing logistic reg ression was performed to investigate
the relationship between atowoquone concentrations ond the potentiol
associated factars, ORs and their 95% Iz were estimated separately for
each potentid, risk foctor. All tests weretwo tailed. Pwdues <005 were con
sidered to be significant. Statist ol analyses were conducted with Stata stat
gticol software 12 0 (Stata Corporation, Callege Station, T#, LISA].

Results

Patients

Thirty-three patients were inclided inthe stody: 26 haematology
patients [ircluding 1% allegereic HSCT redipients ard 7 oron-
trareplanted patierits! and 7 HIV-infected patients (Tabk 10 Al
patients recebsed atesagquere because of allergy or intolermance to
tiirnethapdrnicufamethaxazale.

A total of 82 measurernenits were perforned. All patierits
were sarnpled at kast ance for Smn ard 39 for Snay. [0 addition,
11 patients were sarmpled 4 s2oend time between 1and Bweeks
[rmediandweeks) afterthe first assessrment

Masma concentratiens of atovaguone and possible
associoted factors
The median {mn of atovagquerse was 113 pgiml (B2 27.8;

no 33 ard was ret significanitly differerit frzen the rnedian
Craw (134 paimnl (B0 283, 0 300 (P 00730 Mireteen of the

Table 1. Charocteristics of the 33 patients receiving otowoguone as
Fjirovedi prophylaxis

Age [yearz) 54 (45 65
Maetferndse, Ain () 1M Z (B4136)
Fatierts with hos matologico, diseases, n (%) ZE(73)
non transplanted patie nts,n (%) TIz1)
undedying disease
ALLA 3
AML, A :
aplastic anaemia,n z
allogeneic HSCT recipients, n (%) 19(55)
underying disease
LA 11
rultiple ryelara, n 3
rvelop ol iferative dizorder, n 3
Iyraphorna, n z
SVHD, Ain (%) 5119 (42)
previous or gctive gut GYHD, nfn (%) TiLA[37)
HIV posithe patients, n i) 7]
D cellzrrrn® 15630 1077]
net o penia (PHW? <500 imm], n (%) Z (6|
albarnin igiL) 15.4(200 354
diarrthoea, A %] 1103
congoritant medications, n (%)
walagiclowir 25(7E)
ciclosparin 11 (34)
benzodiarepine 5015)
posaconazole 4 [1Z]
anti protegsedng 305
woriconazcle 103
paracetarndl 103
cephdosparin 1103

‘alues s hown are redian ([DR] uness indicated ot herwise,
SRR, polynuclear neutrophis.

33 [5B%) patients preserted Cnn bekw the threshold of
15 pasrnb (Figure 1ab. The Snp and Sog,. were net influenced, by
the preserce of HSCT, graft-wersue-hect disease [GWHDY, oral
intake of atewaq uere with food, or concernitant ad rministratien of
walaciclovin, Ciclosparinor of ary drug krown to intefere with ate-
wvaquone  metabolizm  (Ciclospoin, paracetamnol vodoondiole,
pomacorazcle, anti-protease d s, beneediazepire ) orwith albu-
riin, Fepatic eneymes o Creatinine values (Table 51, available as
Supplermentany data at JAC Onlined, HIV-positive potients showed
a ren-significart trend of higher concentrations than haernatel-
oy potients. The time elapsed between the intake of atewaguors
ard the blecd sample did ret infloence the Sy [rmedian 126
[11.5 133/ erthelqq [median 150 (1.1 2.5)].

Arnong the 11 haermatology patients whe were sampked twice
ataririterval of several weeks, the second assessment of corcen-
tratizns shawed [ittle sariatien when compared with the fist as-
seeermnent [Figure 1k

Discussion

Thiz study shows that, with a regiren of 750mg twice a day of
atewaquerse for POP prophylaxis, the atewaquere plasma

2afs
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concentrations(seady state and pest-adrninistration inirnmora-
compremnised patients are low, With a mean Snef 11.3 paiml,
these findings are below the stea dy-state conce ntratiens re poted
in HIV-positive patierts taking 750 mg twice or three times a
Aay™ 17 and bekow the e pected G, Mertiored in the surmmary
of product characterstics (SrmPCh (22 pgirnld for POP treatrnert
with a daily dose of 750 mg twice a day. Finally, only 42% of ths
patients bad Cmin levels =15 pgirml g steady-ctate concentration
thiesheld asseciated with o protability of §8% success inoa
prospective studyof 133 patients treated for PO andonly 36%
of patierts had &y, kevels = 22 pg/mil.

So far, atovagquors pharmacekinetics have been studizd inHIY-
positive patierts inFhase [ard [0 studies™™ orin treatrment stud-
iesof FOF, bt not in hae rnatohogy patierts,

The absorption of atowaquens waries arncng  individoals.
The recornrmended dose of 1500 myg per day for FCP prophiylaxic”
was sUppoted by severl studies in HIY-positive patients %172
Uriferturately, rere of thete studies reasured the atewaquers
plasrna concentrations > Conseque rtly, there s ne clear ind ica-
tizn of the aptirnal propriglactic oo ncentraticne of atevaquene in
hLirnare.

For makiria prophylaxis or treatrert, the failbes of ateva-
quenel/proguanil bave been associated with low atovaquons
phasma concertrationt®7 Twe cases of PCF prophylaxis failue
wiith lowe dosesof atovaquene were repoited aftertrareplart, but
these patients were not assessed for atovaquene pIasma coneen-
tratiore Althugh atevaquens recistance corfered by muta-
tizns of the gytechrome b gers of P jikaedi™™ may be obeened,
sub-eptimal serurn concentrtions could be arcther cavse for
drug failure in PCP prophiylazis. This Fypothesis is suppaeted by the
documerted relatiorehip between otevaquors dose ard FCF
propriyloctic effect in HOV-infected patierts!? and in anirnal
ricdels ™

Our study confirms the poor absoption of the diug and the
krge inter-indiidual vaability of plasma concentrtionsoef atova-
quesree. With rere than half of the patierts with atevagqueere cone
centrticns <15 pgiml, the rnain cenoem s the reed for TOM.
On the cther hand, very little intra-ind iidual wariability of coneern-
tratiere amendg the 11 patients asessed twice was fourd. [n case
of low concertrations in optimal senditions (no dieg diug inter-
acticns, intake with a fatty rmeal}, considenrg that a kigher dose
iy Rt significarnitly incregse the plasma concertations, ¥ and
that ne intravencus formulation is awailable, the final dedsion
wioLtld be to switch to dapsone o dercsclized pentarmidine, or to
consider cautious re-introductien of timetheprimsulfamethoxa-
zode. The use of atovaquers TOM could prevernit the croet of FCPin
high-rick patiente.

There are sorne limitatiens to this study. First, the absence of
ary PF cases prevertsd the detection of any relationship be-
taeen atoavaqucene plasma concentratiens and prephy s failue,
ard the establichrment of a minirmal efficiert concertration.
Haonwener, FCF s avery rargevent even in high-risk patients. Usirg a
thiesheld of 15 pgiml establiched ina FCP treatrernt study, 4
e than halfof our patierts had a Cq, below the threshald, [tis
Lrkraswn whether this thesheld i clinically relevant for FCP
prophiykaxis. Howsver, we can hypothesize that the cut-off for
prophiylaxic should be either comparable toor kawer than the cut-
off for therapeutic efficacy, so we may have everestimated it, but
are unlikehy to bave Lnderestimated it Secord, we did not record

the amaunt of fat irngested duing irtake, atthowgh takirg ateva-
quers with a fatty reeal s recornmended in the SrnPC. Howewer,
this recornmendation may rot be outireby deliered to the pa-
tients. Based on these results, it wa s proposed to better educate
patients onthe intake of the dgwith fatty focd.

Conclusions

Trrese findirgs illustrate the qreat inte r-ind bidoal sariability of ate-
waquere absorption and the low plisma concentrtions inoim-
murccompremised patients. This finding raises the question of
TEM, im crder to idertify patienits whe could benefit fram regimen
adaptation o from attematives. Whether these low concentra-
ticne ex plain serne cosesof prop hylactic failure dese rees large pro-
pective Etudies Lsing roltice TOM. Only lorge =tudies will allow
ectablishrienit of a minirnal threskeld of atewoq uene plasma con-
centratiens for anoptimal prophylactic effect.
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IV. Conclusion

Chez les patients d’hématologie, les facteurs de risque d’aspergillose invasive sont
majoritairement intrinséques au patient. Nous avons donc étudié les paramétres
intrinseques pré- et post-greffe des patients allogreffés et leur association avec la survenue
d’une aspergillose invasive. Qutre la prédisposition génétique que nous n’avons pas pu
étudier dans notre cohorte d’aspergilloses, c’est avant tout le niveau d’'immunodépression a
un instant t qui est corrélé au risque fongique. Notre étude sur les facteurs de risque
d’aspergillose montre que les facteurs post-greffe sont fortement associés au risque de
survenue d’'une aspergillose apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, alors
que les facteurs pré-greffe sont effacés par les événements ultérieurs et ne refletent pas

I'immunodépression au moment de I'aspergillose.

Pour la pneumocystose, le degré d’'immunodépression est également un facteur de risque
mais I'absence de prophylaxie par cotrimoxazole est devenue le principal facteur de risque
de pneumocystose, effacant tous les autres parametres intrinséques. Nous avons donc
étudié un parameétre extrinseque a travers I'étude d’'une épidémie de pneumocystose. Des
cas de transmission nosocomiale de Pneumocystis jirovecii ont été rapportés dans des
services ou les patients étaient profondément immunodéprimés et non protégés par une
prophylaxie efficace. Notre étude est néanmoins la premiere a apporter une preuve

moléculaire de transmission dans un service d’hématologie.
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Résumé en francgais

Les infections fongiques sont une complication fréquente des patients d’hématologie et en
particulier des patients ayant regu une greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH). L’objectif
de ce travail était d’identifier les facteurs de risque intrinseques d’infections fongiques et les
modalités de leur transmission.

Nous avons d’abord étudié I'aspergillose invasive (Al) qui est I'infection fongique la plus fréquente
chez les greffés de CSH en croisant les données du registre européen des greffés ProMise et la base
de données de I'étude prospective SAIF. Nous avons mené une étude cas-témoins nichée dans une
cohorte de 185 cas et 651 témoins appariés. Les facteurs associés a la survenue d’une aspergillose
étaient l'irradiation corporelle totale, une GvH aigué de grade 22 et la rechute de I’hémopathie.
Trente-cing cas étaient précoces (<J40), 33 tardifs (entre J40 et J100) et 117 tres tardifs (>J100). Le
facteur associé a la survenue d’une Al précoce était I'absence de prise de greffe. Le facteur associé a
la survenue d’une Al tardive était la GvH aigué de grade 3-4. Les facteurs associés a la survenue d’une
Al tres tardive étaient la GvH aigué de grade >2, la rechute et la neutropénie secondaire. Tous les
facteurs pré-greffe étaient effacés par les facteurs post-greffe.

Puis nous avons étudié la transmission d’infection fongique par I'étude d’une épidémie de
pneumocystose survenue dans le service. Douze cas de pneumocystose sont survenus en 7 mois dans
le service soit beaucoup plus qu’au cours des années précédentes. L’analyse moléculaire a permis de
montrer que 4 cas appartenaient au méme génotype, qui est un génotype rare jamais décrit dans
une série de plus de 300 génotypes en Europe. La carte de transmission a permis de constater que
ces 4 patients se sont rencontrés uniquement en hopital de jour. Cette étude est la premiere
démonstration moléculaire d’'une épidémie de pneumocystose dans un service d’hématologie.

Abstract in English

Fungal infections are a common complication of hematology patients and especially in hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT) recipients. The objective of this work was to identify intrinsic risk
factors for fungal infections and transmission.

We first studied invasive aspergillosis (IA), which is the most common fungal infection after HSCT by
crossing data from the European HSCT registry ProMise and the prospective study database SAIF. We
conducted a nested case-control study in a cohort of 185 cases and 651 matched controls. Factors
associated with onset of aspergillosis were total body irradiation, acute GVHD grade =2, and relapse
of the underlying disease. Thirty-five IA were early (<D40), 33 late (between D40 and D100) and 117
very late (> D100). The factor associated with the occurrence of an early IA was the absence of
engraftment. The factor associated with the occurrence of late IA was acute grade 3-4 GvH. Factors
associated with the occurrence of very late IA were acute GVHD grade >2, relapse, and secondary
neutropenia. All pre-transplant factors were supplanted by post-transplant factors.

Then we studied the transmission of fungal infection by studying a pneumocystosis outbreak
occurring in the hematology department. Twelve cases occurred within 7 months. Molecular analysis
showed that 4 of them belonged to the same genotype, which is a rare genotype never described in a
series of more than 300 genotypes in Europe. The transmission map permitted to identify that these
4 patients met only in the daycare center. This study is the first molecular demonstration of a
pneumocystis outbreak in a hematology ward.
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