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Résumé

La pneumocystose a Pneumocystis jirovecii (PCP) est une infection opportuniste grave chez I'immunodéprimé.
L’objectif de cette étude était de déterminer la prévalence de la PCP chez patients VIH-1positifs. Des échan-
tillons de crachat de 83 patients ont été collectés dans des boites a crachat a usage unique. Apres un mélange
de I’échantillon avec 4 % de solution de NaOH, une série de centrifugation a été effectuée. Le culot a été
récupéré dans des tubes Eppendorf et conservé a -20°C avant I’extraction de I’ADN. L’extraction et I’am-
plification de I"’ADN ont été faites avec le kit « Pneumocystis jirovecii (carinii) Real — TM ». L appareil
Real Time PCR Fast 7500 a été utilisé pour I’amplification. Les résultats de notre étude ont montré la présence
de la PCP chez 84,34 % des patients. Parmi eux 61,4% avaient un taux de CD4 compris entre 200 a 350
Cellules/ul et 38,6 % des patients avaient un taux de CD4 < 200 Cellules/ul. Les femmes étaient les plus
touchées (74,7 %). La toux, I’expectoration et la fievre sont les signes cliniques les plus associées a la
survenue d’une PCP. Notre travail a permis de révéler la présence de cette maladie au sein des patients VIH-
1positifs suivis a I’Hopital Saint Camille de Ouagadougou.

Mots-clés : Pneumocystis a P. jirovecii, VIH, PCR en Temps Réelle, Burkina Faso.

Underestimated presence of Pneumocystis jirovecii in HIV-1 infected
people in Burkina Faso

Abstract

Pneumocystis jirovecii pneumocystis (PCP) is a severe opportunistic infection in immunocompromised
patients. The objective of this study was to determine the prevalence of PCP in HIV-1 patients. Sputum
samples from 83 patients were collected in single-use sputum boxes. After mixing the sample with 4% NaOH
solution, a series of centrifugation was performed. The pellet was recovered in Eppendorf tubes and stored
at -20 ° C prior to DNA extraction. Extraction and amplification of the DNA was done with the kit
"Pneumocystis jirovecii (Carinii) Real - TM". Real Time PCR Fast 7500 was used for amplification. The
results of our study showed the presence of PCP in among 84.34% of the HIV-1 positive patients. Among
them, 61.4% had a CD4 count between 200 and 350 cells / ul and 38.6% of patients had a CD4 count <200
cells / ul. Women were the most affected (74.7%). Cough, sputum and fever were the clinical signs mostly
associated with the occurrence of PCP. Our work has revealed the presence of this disease in HIV-1 positive
patients followed at St. Camille Hospital in Ouagadougou.
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Introduction

La pneumocystose a Pneumocystis jirovecii (PCP) est causée par un champignon appelé Pneumocystis
Jjirovecii. Ce champignon entraine une infection pulmonaire lorsque le systtme immunitaire est
affaibli (1). Les personnes porteuses du VIH dont la numération des cellules CD4 est inférieure a
200 cellules/ul courent un risque plus grand de contracter la PCP (2). Cependant, en raison de la
spécificité et le risque de toxicité avec le traitement, la confirmation de PCP est une information
importante pour le suivi des patients (3). La culture de P. jirovecii n’étant pas réalisable a ce jour,
le diagnostic repose sur la mise en évidence du micro-organisme au sein de prélevements respiratoires
(4). Cela par examen direct tel que la technique des colorations traditionnelles (4,6-8). La technique
de biologie moléculaire pour la mise en évidence du génome de P. jirovecii dans les prélevements
respiratoires est sensible, spécifique et rapide, méme avec de faibles charges fongiques (9). Par
cette technique, on a recherché surtout le gene MSG (Major Surface Glycoprotein) qui code la
glycoprotéine de surface la plus abondante des protéines de surface exprimées par le genre
Pneumocystis (9) . Plusieurs études ont prouvé qu'entre un quart (1/4) et un tiers (1/3) de toutes
les admissions des patients infectés par le VIH sont dues a P. jirovecii (10,7).

C’est conscient de ce probleme de santé que nous avons mené cette étude dans le but de déterminer
la prévalence de cette maladie chez les patients séropositifs au VIH-1 a I’Hopital Saint Camille de
Ouagadougou (HOSCO) au Burkina Faso.

Matériel et méthodes

Cadre d’étude et échantillonnage

Notre étude s’est déroulée a I’Hopital Saint Camille de Ouagadougou (HOSCO) et au Centre de
Recherche Biomoléculaire Pietro Annigoni (CERBA). L’ HOSCO dans lequel nous avons effectué
notre échantillonnage contient une file active adulte de huit cent cinquante-neuf (859) personnes
dont cent quatre-vingt-treize (193) hommes et six cent soixante six (666) femmes. Parmi eux,
quatre-vingt-trois (83) patients ont pris part a notre étude selon nos criteres d’inclusion.

Le CERBA dans lequel nous avons effectué nos analyses (traitement de 1’échantillon, I’extraction
de I’ADN et I’amplification) est une fédération de plusieurs laboratoires qui possede un plateau
technique moderne pour les recherches fondamentales, pharmacologiques et de biologie molécu-
laire.

Prélevement et traitement des échantillons

Le type de VIH, le taux de CD4 et les signes cliniques étaient les criteres essentiels d’inclusions
qui ont conduit au recrutement des patients pour I’étude. Apres I’explication des objectifs, de
I’impact de I’étude et le consentement libre et éclairé du patient, du crachat est prélevé dans des
pots a crachat a usage unique. Les échantillons de crachats étaient préalablement traités avant
I’étape d’extraction : nous avons homogénéisé les échantillons avec un mélange a volume égal de
4 9% de solution de NaOH, puis nous avons centrifugé les échantillons a 3000 tr/mn pendant
15 minutes et prélevé soigneusement le surnageant en laissant le culot dans le tube. Les mémes
étapes ont été répétées une deuxieme fois mais en centrifugeant a 12000 tr/mn pendant 10 minutes.
Le culot ainsi obtenu a été conservé a — 80°C pour I’extraction de I’ADN.
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Extraction de I’ADN et amplification de Pneumocystis jirovecii

L’extraction de I’ ADN et I’amplification ont été réalisées a 1’aide du kit « Pneumocystis jirovecii
(carinii) Real-TM » de Sacace Biotechnologies (Como, Italy) en suivant les instructions du fabricant.

L’amplification a été effectuée a I’aide de I’appareil 7500 Fast Real Time (Applied Biosystems)
selon le programme suivant: 95 °C pendant 15 mn pour la dénaturation initiale ; ensuite 95 °C
pendant 15 secondes/ 60 °C pendant 1 mn/ 72°C pendant Imn le tout en 45 cycles.

Aspect éthique

Le consentement libre et éclairé des patients, I’anonymat, le respect de la confidentialité ainsi que
I’accord du comité d’éthique de I’Hopital Saint Camille de Ouagadougou (HOSCO) et du Centre
de Recherche Biomoléculaire Pietro Annigoni (CERBA) ont été indispensables pour la réalisation
de cette étude.

Analyse des données

Les données ont été saisies dans Excel 2007 et ensuite analysées avec le logiciel standard Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) version 20,0 pour Windows et par le logiciel EPI Info version
6.0. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05.

Résultats

Un total de quatre-vingt trois (83) patients VIH-1 séropositifs ont pris part a cette étude dont 21
hommes soit 25,3 % et 62 femmes soit 74,7%. Selon le tableau I, I’age moyen au moment de
notre étude était de 37,71 + 10,26 ans. Dans notre population d’étude, 55 personnes avaient un
taux de cellules CD4 compris [1-300 cellules/uL] ce qui représentait 66,3 % et 28 personnes soit
33,7 % un taux [300-500 cellules/uL]. L’observance du traitement était de 62,7 %. On a noté 38,6
% des patients qui avaient un taux de CD4 < 200 Cellule/pl alors que 61,4 % avaient un taux de
CD4 compris [200-350 cellules/uL].

La prévalence P. jirovecii trouvée au cours de notre étude par la technique de la PCR en temps
réel était de 84,34 % (70/83).
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Tableau I : Caractéristiques sociodémographiques, cliniques et biologiques de la population
d’étude

Caractéristiques Effectif n=83 (%) p value

Sexe Masculin 21 (25, 3) <0, 0001
Féminin 62 (74, 7)

Profession Ménageres 49 (59,0) 0, 0005
Secteur Informel 16 (19,3)
Secteur Privé 5 (6,0)
Secteur Public 4 4,8)
Eleves / Etudiants 9 (10,8)

Traitement 1= ligne 55 (66,3) 0, 0039
2¢ ligne 28 (33,7)

Observance Bonne 52 (62,7) 0, 0285
Mauvaise 31 (37,3)

CD4 (Cellules/ pl) <200 32 (38,6) 0, 0387
200 a 350 Cellule/ pl 51 (61,4%)

PCR Positif 70 (84,34)
Négatif 13 (15,66)

Les signes cliniques sont les premiers €léments de suspicion de la pneumocystose. Il ressort
clairement selon le tableau II que la toux (75,9 %), I’expectoration (75,9 %) et la fievre (41,0 %)
sont les signes cliniques les plus associées a la survenue d’une PCP. Ce résultat se confirme avec
la PCR ou plus de 85 % de patient présentant ces signes sont réellement positifs.

Tableau II : Corrélation entre les signes cliniques et la présence de la PCP

Signes cliniques Toux Fievre Essoufflement Expectoration Frissons
Résultats PCP+ N (%)  54(85,71) 29(85,29) 8 (66,68) 54 (85,71) 7 (70,00)
PCR PCP- N (%) 9(14,29) 514,71)  4(33,32) 9 (14,29) 3(30,00)
Valeur de p

Total N (%) 63 (75,9) 34 (41,0 12 (14,5) 63 (75,9) 10 (12,0)

Le taux moyen de lymphocytes T-CD4 lors du diagnostic de la PCP était de 217,43 + 97,88 cellules
par microlitre (cellules/ul). La population d’étude était répartie en deux grands (02) groupes en
fonction de leur taux de CD4. Le premier groupe ayant un taux de CD4< 200 cellules/ul et le
deuxieme groupe, ceux ayant un taux de CD4 compris entre 200 et 350 cellules/ul. Dans le premier
groupe nous avons trouvé 38,57 % de patients qui étaient positifs a la PCR par rapport a 61,43 %
dans le deuxieme groupe.
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Tableau III. Présence de la PCP en fonction du taux de CD4

CD4 (cellules/uL) Total p value
<200 200- 350
PCP* N(%) 27 (38,57%) 43 (61,43%) 70 (100%)
0, 9940
PCP™ N(%) 5 (38,46%) 8 (61,54%) 13 (100%)

Discussion

L’objectif principal de notre étude a consisté a un diagnostic moléculaire de la pneumocystose a
Pneumocystis jirovecii pour la premiere fois dans une population de personnes VIH-1 positives
au Burkina Faso. Ce choix se place dans le sillage des études qui cherchent a comprendre combien
les marqueurs biologiques et génétiques interagissent dans I’€volution de I’infection a VIH vers
ses formes graves.

L’age moyen de notre population étude était de 37,71 + 10,26 ans ce qui pourrait montrer que notre
population d’étude est relativement jeune et cela est le résultat de la gratuité des ARVs au Burkina
Faso. Les femmes représentaient 74,7 % soit 62/83 de la population d’étude. Ce taux s’expliquerait
par le fait que la plupart des patients VIH séropositifs sont des femmes soit 666/859 des patients
suivis a ’THOSCO. En plus de cela, il faut noter que les femmes sont plus exposées au VIH que
les hommes. Parmi les femmes, on dénombre 49 qui sont ménageres ; ce qui représentent la
profession dominante soit 59,0 % suivis des personnes qui exercent dans le secteur informel.
Ce taux s’expliquerait par le faible niveau d’instruction de la population.

En ce qui concerne les caractéristiques cliniques et biologiques (tableau II), il faut noter que le
taux de bonne observance était de 62,7 %. Ce taux démontre que les femmes sont non seulement
plus sensibles aux conseils des professionnels de santé mais aussi soucieuses de leur santé compa-
rativement aux hommes. Il faut aussi noter que 66,3 % des patients sont a la 1** ligne thérapeutique,
nous en déduisons donc que le taux de résistance aux ARVs est encore assez faible dans le contexte
du Burkina Faso. 84,34 % des patients étaient P. jirovecii, ce qui démontre clairement la forte
présence de ce champignon au sein de notre population d’étude.

La pneumocystose a P. jirovecii est une infection opportuniste aigue d’évolution souvent défavorable
avec une mortalité élevée selon Nakamura en 2009 (11). Cette infection est fréquente chez les
patients infectés par le VIH avec une prévalence de 60 a 80 % dans les pays industrialisés (12) et
de 13 255 % dans les pays en développement (1) . Les résultats de la PCR en temps réel montrent
que 70/83 personnes soit 84,34 % étaient positives au Pneumocystis jirovecii. Cela prouve la
présence réelle de la pneumonie a P. jirovecii chez les patients VIH-1 positifs au Burkina Faso.
Notre prévalence de 84,34 % est similaire a celle trouvée par Cushion (13) qui est de 82 % en
2009 au Cameroun chez des patients VIH séropositifs par la méthode de la PCR en ciblant prin-
cipalement le gene MSG. Selon Kamarasamy (14) en 2005 parmi les patients ayants un taux de
CD4 faible, on estime que plus de 74 % sont subjectifs a développer la PCP.

En fonction du taux de CD4, I’étude a montré que 38,57 % soit 27/83 patients ayant un taux de
CD4 < 200 Cellules/ul sont positifs au P. jirovecii (tableau III). Une étude au Kenya a trouvé a
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peu pres le méme résultat ou P. jirovecii a été détecté par I'immunofluorescence et par coloration
respectivement a 37,2 % et 27,4 % sur 51 patients de VIH-1 (15). Moukhlis et collaborateurs (16)
en 2010 ont trouvé respectivement 52% et 55 % de patients VIH-1 séropositifs au Cambodge et
au Vietnam positifs a Pneumocystis jirovecii. Une étude prospective sur quatre (4) ans sur un total
de 659 patients a montré que 63,8% d’entre eux étaient positifs a la PCP par la méthode de la PCR
(17). Des résultats faibles par rapport a ceux que nous avons trouvés ont été rapportés. En Ethiopie,
la PCP a été détectée dans 4,7 % de personnes VIH séropositives (18). La pneumocystose a
P. jirovecii a été détectée chez 16/367 (4,4 %) des patient VIH-1 séropositifs par la technique de
laPCR (19) . Au Nigeria, Tasaka (20) en 2012 a trouvé 12,6 % (29/230) de patients VIH séropositifs
qui étaient positifs a la PCP. La PCR en temps réel a mis en évidence la présence du génome de
Pneumocystis jirovecii dans 13 % des prélevements respiratoires au CHU de Nancy pour lesquels
I’immunofluorescence était négative. Thomas et collaborateurs (21) en 2004 travaillant sur des
patients présentant des symptomes respiratoires ont montré par la technique de la PCR conventionnelle
que 22/98 personnes soit 22,45 % étaient positives a P. jirovecii. Cette forte diminution des cas
de la PCP apres 1996 s’expliquerait par I'utilisation de thérapie antivirale hautement réactive
(HAART) chez les patients infectés par le VIH (22). En Ouganda, la PCP n'a pas été détectée parmi
des personnes atteintes du SIDA selon Walzer (23) et collaborateurs en 2008 par la technique de
coloration. Ceci peut traduire soit une faible sensibilité de la méthode.

La toux et I’expectoration (85,71 %) étaient les signes cliniques les plus associés a la survenue de
la PCP suivi de la fievre (85,29 %). Malin et collaborateurs dans une étude avaient trouvé les
memes signes cliniques associés a la PCP. Ces différentes peuvent s’expliquer non seulement par
le type d’échantillon (crachat, LBA ...) et la méthode (PCR, colorations spécifiques ...) utilisés
lors des études mais aussi par la spécificité et la sensibilité de ces méthodes.

La particularité de notre étude est le pourcentage de PCP chez les patients ayant un taux de CD4
compris entre 200 et 350 Cellules/ul qui était de 61,43 % soit 43/83 de la population d’étude. Ce
résultat est difficilement comparable avec d’autres résultats parce que la plupart des études tiennent
comptes de taux de CD4 < 200 Cellules/ul comme limite supérieure.

Ce taux pourrait s’expliquer par deux (2) hypotheses :
Soit il y’a une erreur d’appréciation en prenant comme limite supérieure de taux de CD4 a
200 Cellules/ul pour les patients susceptibles de contracter la pneumonie a P. jirovecii.
Soit il y aurait une résistance de Pneumocystis jirovecii au cotrimoxazole principal moyen
de lutte contre cette maladie opportuniste.

La prévalence de notre étude est de 84,34 %, au vu de ce résultat et aussi du taux d’observance
élevé 62,7 % et que la plupart des patients est en premiere ligne thérapeutique (66,3 %) nous privi-
légions I’hypothese de résistance de Pneumocystis jirovecii au cotrimoxazole.

Conclusion

Notre travail a permis de révéler la présence de cette maladie au sein des patients VIH positifs
suivis a I’Hopital Saint Camille de Ouagadougou au Burkina Faso. Au vu de ce résultat, il est
important d’investiguer encore plus sur les mécanismes de résistance de ce champion pour mieux
le connaitre et rester vigilant car une inattention peut augmenter le taux de I’infection. Les mani-
festations cliniques de la pneumocystose a Pneumocystis jirovecii révélées par notre étude sont la
toux, les expectorations et la fievre.
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