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INTRODUCTION

Aprés quelques années ou I’incidence des infections sexuellement transmissibles (IST)
a diminué, on observe depuis 2000 une resurgence des différentes IST dans les pays
industrialisés européens et dans les pays d’Amérique du nord. La prévention et le dépistage
des IST restent ainsi d’actualité. Cependant, la plupart ne sont pas faciles a diagnostiquer, car
elles sont souvent peu symptomatiques voire asymptomatiques. C’est une des raisons pour
laquelle, en 2004, la terminologie a changé : on parle maintenant d’infections et non plus de
maladies sexuellement transmissibles (MST) afin de prendre en compte la fréquence des
formes asymptomatiques.

Les IST peuvent étre d’origine bactérienne (Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae et Treponema pallidum...), virale (papillomavirus, virus de ’herpés, VIH...) ou
parasitaire (Trichomonas vaginalis...). Parmi les IST bactériennes, la gonococcie est répandue
a travers le monde et connue depuis la plus haute antiquité puisque la premiére description a
été faite en 2637 av J.-C. par I’empereur chinois Huang Ti. Considérée longtemps comme une
forme clinique de la syphilis (Hunter), la gonococcie a été individualisée par Ricord en 1830.
Quant a Neisser, il fit, en 1879, la premiere observation de la bactérie responsable, Neisseria

gonorrhoeae, dans un pus urétral [6].

Actuellement, en France, les infections a gonocoque sont en progression : le réseau
RENAGO a observé, depuis 1997, une augmentation réguliere du nombre moyen de
gonocoques isolés par laboratoire. Cette tendance a la hausse était, entre 2005 et 2006, plus
marquée chez les femmes et en province (données publiées en 2008) [36]. Or, a la maternité
régionale de Nancy ou la patientele est constituée de jeunes femmes habitant en province, le
nombre de gonocoque isolé au laboratoire de microbiologie n’a pas augmenté ces derniéres
années mais est stable : entre 0 et 1 Neisseria gonorrhoeae isolé par an. Ces chiffres étant
faibles, il est difficile de savoir si certains gonocoques ne sont pas isolés ou s’il y en a
vraiment peu dans la patientéle de la maternité.

Pour essayer de répondre a cette question, notre étude a été mise en place, grace au
financement de la CREEM (Commission de Recherche, d’Enseignement et d’Ethique
Médicale), pour rechercher systématiquement Neisseria gonorrhoeae par culture et par une
technique de biologie moléculaire, chez toutes les patientes de la maternité de Nancy

répondant a certains critéres d’inclusion et d’exclusion.



Le premier objectif de 1’étude était de s’assurer de la qualité des résultats de la culture
rendus par le laboratoire puisque les données épidémiologiques publiés par I’'InVS, qui
montrent une augmentation des gonococcies, se basent également sur les souches isolées en
culture.

Le deuxieéme objectif de 1’étude était d’évaluer 1’intérét d’une technique de biologie
moléculaire (SDA) pour la recherche du gonocoque. Est-elle plus sensible et aussi spécifique
que la culture ? A t-elle un intérét en routine sur la population tout venant ou doit-elle étre

réservée a un dépistage ciblé ?
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I. Taxonomie

Du fait de 1’étude du génome, la taxonomie des bactéries est en perpétuelle évolution.

Celle des Neisseriaceae est particulierement complexe. Actuellement, la famille des

Neisseriaceae est distincte des familles des Moraxellaceae et Branhamaceae. Au sein de la

famille des Neisseriaceae, on distingue deux genres d’intérét médical : le genre Kingella et le

genre Neisseria [93].

Le genre Kingella, distinct du genre Neisseria par 1’absence de catalase, regroupe les

espéces K. kingae, K. denitrificans et K. oralis.

Le genre Neisseria comprend le groupe | des Neisseria pathogenes dont les deux

principales espéces sont N. gonorrhoeae et N. meningitidis, le groupe Il des Neisseria

commensales (N. subflava, N. flava, N. perflava...) et les especes rarement isolées (N. canis,

N. denitrificans, N. flavescens...) [93]. Le tableau | résume les principaux caractéres

différentiels des espéces du genre Neisseria.

Tableau 1 : Principaux caracteres différentiels des espéces du genre Neisseria (D’apres [26])

52 | g F 25 e | o | o
X SS5|se| 85| & | g2 Acidification des sucres
Especes £5 3_2 < g e S| =
o= N 8 a o) = x 3+
S& | T | 5= a O | O
Ss8 | L | 2F
O E GLU | MAL | SAC | LAC
Neisseria pathogéenes
N.gonorrhoeae C ++ + 0 + + T B B N
N.meningitidis C ++ + 0 + ¥ + T N N
N.lactamica C ++ + (+)J + + + + - +
N.polysacchareae C ++ + (+)J n + + ¥ _ N
Neisseria commensales
N.subflava C ++ - +] ¥ ¥ + n B N
N.flava C ++ - ++] + + T " N _
N.perflava C ++ - -1+] + + + + + -
N.sicca C ++ - -1+] + + + + + -
N.mucosa C ++ - -/+] + + + + + -
N.cinerea C + - +I |+ | + - - - -
Neisseria exceptionnelles
N.canis C +/- - (+)J ¥ + I+ B} i ;
N.denitrificans C - - 0 + + + - + -
N.flavescens C - - +++] ¥ + - i : N
N.macacae C - - 0 + + + + + N
N.elongata B +/- - 0 + - -+ i B _

GLU : glucose, MAL : maltose, SAC : saccharose, LAC : lactose, C : cocci, B : batonnet, J : jaune
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I1. Habitat et transmission

Neisseria gonorrhoeae est une bactérie dite sténoxene, c’est-a-dire adaptée a une seule
espéce animale, en 1’occurrence ici I"'Homme. Elle est toujours pathogéne : en effet, il n’existe
pas de porteur sain. Neisseria gonorrhoeae colonise les muqueuses : voies génitales de

I’homme et de la femme mais également muqueuses rectales, pharyngées...

Sa transmission est presque exclusivement sexuelle. Elle est plus efficace d’un homme
infecté a sa partenaire (environ 50 a 70 % par relation sexuelle) que d’une femme infectée a
son partenaire (20 %). La transmission par voie orale ou rectale n’a pas été quantifiée mais
apparait étre efficace [68]. En effet, la propagation du gonocoque est importante et croissante
dans les milieux homosexuels qui, depuis I’amélioration de la prise en charge des patients
VIH avec la trithérapie, ont montré un relachement des comportements de prévention. Une
augmentation des pratiques sexuelles a risques (relations anales ou fellations non protégées
avec des partenaires occasionnels ou multiples) ainsi que la fréquentation réguliére de lieux
gays ou de prostitution ont ainsi été observées chez les hommes bisexuels présentant des

infections sexuellement transmissibles.

D’autres especes de Neisseria (N. subflava, N. flava, N. perflava, N. sicca...) vivent a
I’état commensal au niveau oropharyngé et uro-génital. Leur possible présence doit attirer
I’attention du biologiste lors de I’isolement de cocci Gram négatif dans les préléevements
suspects : il est important de pouvoir différencier ces Neisseria commensales du Neisseria

pathogene qu’est le gonocoque.
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I11. Physiopathologie

Le gonocoque a développé une relation sophistiquée avec son hote. En effet, cette
bactérie posséde des composants qui permettent, a la fois, d’infecter 1’h6te puis d’échapper a
sa réponse immunitaire.

Le gonocoque adhére aux microvillosités des cellules épithéliales dans lesquelles il
pénétre par endocytose et se multiplie, puis il est libéré par exocytose au niveau de la
membrane basale. Son opsonisation par les phagocytes et la libération de LOS (Lipo-
OligoSaccharide) contribuent a la production de cytokines inflammatoires (comme le TNF ou
Tumor Necrosis Factor) responsables de dommages cellulaires et de I’afflux de

polynucléaires neutrophiles qui forment un matériel purulent exsudé (figure 1).

Figure 1 : Mécanismes d’infection de Neisseria gonorrhoeae et réponse immunitaire de 1’hote
(D’apres : [105])
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LOS= lipo-oligosaccharide, TNF = Tumor Necrosis Factor
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I11.1 Mécanismes d’infection de Neisseria gonorrhoeae

Les capacités d’adhésion, de survie et de multiplication du gonocoque ont été attribuees

a certains de ses eléments qui semblent jouer un réle clé dans sa virulence [98,114].

[11.1.1 Adhésion

L’adhésion du gonocoque aux microvillosités des cellules épithéliales est réalisée par
I’intermédiaire des pili [114]. Les pili sont des appendices filamenteux a la surface du
gonocoque, constitués principalement par la polymérisation d’une méme sous-unité
polypeptidique, la piline (ou PilE). A son extrémité se trouve une protéine PilC impliquée
dans I’adhésion aux cellules épithéliales (figure 2) [80]. Cette adhésion peut étre renforcée par

la glycosylation des pili [39].

Figure 2 : Pilus de Neisseria gonorrhoeae (D’apres [39])
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g
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La liaison du gonocoque aux cellules épithéliales est également augmentée par
I’intermédiaire des protéines d’opacité (OPA), situées dans la membrane externe de la
bactérie et ainsi nommées car elles rendent les colonies opaques [68]. Ces protéines sont
sujettes a un mécanisme de variation de phase, c’est-a-dire & une expression ou une non-
expression des composants de surface : a différents moments donnés, le gonocoque peut ainsi

présenter soit aucune, soit une ou plusieurs OPA.

[11.1.2 Endocytose

Apres I’étape d’adhésion, le gonocoque est endocyté dans les cellules épithéliales au
sein de vacuoles de phagocytose [114]. Cette étape de phagocytose est possible notamment
gréce au lipo-oligosaccharide (LOS).
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Inséré dans le feuillet externe de la membrane plasmique externe, le LOS de Neisseria
gonorrhoeae est composeé de trois éléments : le lipide A, un noyau (ou core) et une chaine
oligosaccharidique (antigene O) (figure 3). A la différence du lipo-polysaccharide (LPS) des
autres bactéries a Gram négatif (endotoxine), I’antigéne O n’est pas répété : on parle de lipo-
OLIGOsaccharide.

C’est plus précisément la chaine oligosaccharidique du LOS qui est impliquée dans
I’internalisation du gonocoque dans les cellules épithéliales via le récepteur de
I’asialoglycoprotéine (ASGP-R) [90]. Cette chaine est soumise a des variations spontanées

inter et intrasouches pouvant modifier 1’internalisation du gonocoque dans les tissus [31].

Figure 3 : LOS de Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [106])

O-antigen

] Core polysaccharide

Lipid A

[11.1.3 Multiplication cellulaire

Aprés internalisation du gonocoque, les vacuoles d’endocytose deviennent
coalescentes et forment des vacuoles plus grosses, a I’intérieur desquelles les gonocoques se
multiplient [114]. La survie du gonocoque, internalisé dans les cellules épithéliales de 1’héte,
est possible grace au lipide A du LOS. En effet, si le lipide A est modifiée, le gonocoque
apparait plus sensible aux mecanismes de destruction intracellulaire, sans que le mecanisme
ne soit élucidé [90]. D’autre part, a I’intérieur des cellules, les gonocoques sont protégés des

anticorps du sérum et des leucocytes [114].
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I11.1.4 Exocytose

Apres leur transport a travers les cellules épithéliales, les vacuoles, chargées de
bactéries, fusionnent avec la membrane basale et libérent par exocytose les gonocoques dans
le tissu conjonctif sous-épithélial. C’est le point de départ d’une inflammation locale ou d’une
infection disséminée par passage sanguin si la bactérie échappe aux mécanismes de défense
de I’héte.

I11.2 Réaction immunitaire de I’hdte et mécanismes d’échappement du

gonocoque

En réponse a I’invasion du gonocoque, les défenses immunitaires de 1’hote vont se
mettre en place, mais différents mécanismes permettent a Neisseria gonorrhoeae d’empécher,
de contourner ou d’ignorer cette réponse immunitaire. Un certain nombre de bactéries peuvent
ainsi persister longtemps dans 1’organisme humain si I’infection n’est pas traitée [98,114].

D’autre part, la différence de symptomatologie entre les hommes et les femmes laisse
penser qu’il existe quelques différences, entre les deux sexes, dans les mécanismes de défense

immunitaire.

I11.2.1 Barriere naturelle a l’infection

La premiére barriére a 1’infection est la muqueuse en elle-méme qui contient dans ses
sécrétions du lysozyme, de la lactoferrine et des IgA, et qui, chez la femme, héberge une flore
commensale constituée essentiellement de lactobacilles [80].

Le lysozyme est une enzyme, sécrétée par les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes, capable de dégrader le peptidoglycane des bactéries et de faciliter la phagocytose
par les leucocytes en jouant le réle d’opsonine non spécifique. Les bactéries a Gram négatif
sont, en revanche, genéralement résistantes a I’action lytique de cette enzyme grace a leur
membrane externe [80].

La lactoferrine est une molécule chélatrice du fer qui protége des infections
bactériennes par sa capacité a priver les bactéries du fer nécessaire a leur croissance. Pour
contourner ce mécanisme de defense, le gonocoque dispose de récepteurs pour la transferrine

et la lactoferrine dont il est capable d’extraire le fer [67].

17



Les IgA, sécrétées par les muqueuses, ont également un rdle protecteur en captant les
pathogenes. Le gonocoque produit des IgA protéases et est ainsi capable de cliver ces
anticorps [67].

Les lactobacilles, qui forment la majorité de la flore commensale des voies génitales
basses de la femme, empéchent par leur présence ’accessibilité aux cellules épithéliales
vaginales et forment une barriére jusqu’a 1’endocol : ils réduiraient ainsi 1’adhésion du
gonocoque de presque 50 %. D’autre part, les lactobacilles seraient capables de déplacer le
gonocoque déja adhérent aux cellules, ce qui suggere leur potentiel comme agent
prophylactique post-exposition. Enfin, les lactobacilles produisent de I’acide lactique,
permettant de maintenir un pH acide défavorable et du peroxyde d’hydrogene (H,O;) toxique
pour le gonocoque. Ces observations peuvent expliquer le fait que les femmes ayant une
vaginose bactérienne, ¢’est-a-dire un déséquilibre de la flore bactérienne au profit d’une flore
anaérobie et aux dépens des lactobacilles sécréteurs d’H,0,, aient une susceptibilité accrue a

développer une gonococcie apres exposition [99,100].

111.2.2 Production de cytokines inflammatoires

La pénétration et la multiplication des bactéries dans 1’espace sous-épithélial induit la
synthese de cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF (Tumor Necrosis Factor) et
I’interleukine 8 (IL8), qui endommagent les cellules et participent au chimiotactisme des
polynucléaires neutrophiles. Cette synthese de cytokines est médiée par le LOS et des
fragments de peptidoglycane.

Le LOS du gonocoque est capable de stimuler la production de TNF par les
macrophages de I’espace sous-épithélial, provoquant ainsi des dommages cellulaires.

Le peptidoglycane forme la paroi bactérienne qui assure, entre autres, le maintien de
I’intégrité cellulaire. Chez les bactéries Gram négatif comme le gonocoque, le peptidoglycane
est fin et enchassé entre deux membranes plasmiques. Il est formé de chaines
polysaccharidiques constituées de NAM (acide N-acétyl-muramique) et de NAG (N-acétyl-
glucosamine) et reliées entre elles par des ponts peptidiques (figure 4). Plusieurs enzymes
participent a la synthese et au remaniement permanent du peptidoglycane :
pyruvyltransférase, transglycosidase, transpeptidase, carboxypeptidase... Lors de la
croissance bactérienne, des fragments de peptidoglycane sont produits et relargués par
I’action de ces enzymes et contribuent ainsi a la pathogenése de I’infection en induisant la

production de cytokines inflammatoires [18].
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Figure 4 : Structure du peptidoglycane (D’aprés [80])

M = acide N-acétyl-muramigque
G =N-acétyl-glucosamine

Les cytokines inflammatoires sont responsables de dommages cellulaires ainsi que de
I’afflux de polynucléaires neutrophiles. L’absence de synthese de ces cytokines par
I’épithélium cervical de la femme et ainsi, 1’absence d’écoulement purulent, pourrait
expliquer I’absence de symptomes chez les femmes, mais cette hypothése reste encore a
étudier [31].

[11.2.3 Phagocytose par les polynucléaires neutrophiles

La phagocytose du gonocoque par les polynucléaires neutrophiles est rendue possible
grace a des protéines de la membrane externe, les protéines Opa. Elle mene a la formation
d’un matériel purulent exsudé dans les tissus infectés, formé principalement de leucocytes
contenant des diplocoques de Neisseria gonorrhoeae.

Les bactéries ne présentant pas ces protéines a la surface de la bactérie ne sont pas
phagocytées et, ainsi, sont souvent associées aux infections disseminées [98]. D’autre part,
pour échapper a cette phagocytose, le gonocoque occupe au maximum 1’espace intracellulaire

ou ne peuvent I’atteindre les cellules phagocytantes.
Cependant, si le gonocoque n’a pu éviter la phagocytose, il dispose de deux

mécanismes pour améliorer sa survie a I’intérieur des cellules phagocytantes: les IgA

protéases et les porines.
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En effet, les IgA protéases joueraient un rdle dans la survie intracellulaire du
gonocoque en clivant une protéine membranaire impliquée dans la maturation des endosomes
et lysosomes. Elles ne sont cependant pas indispensables au gonocoque puisqu’une étude sur
des volontaires a montré que des souches de gonocoque ne sécrétant pas d’IgA protéases
étaient toujours capables de causer une urétrite [90].

D’autre part, les porines, protéines transmembranaires permettant généralement le
passage de petites molécules a travers la membrane externe de la bactérie, peuvent, dans le
cas du gonocoque, se transloquer dans la membrane des cellules hotes et y former des canaux
transmembranaires. Ces canaux perturbent alors le flux de calcium a I’intérieur des cellules
immunitaires, comme les polynucléaires neutrophiles, interférant de ce fait avec leur
dégranulation et la maturation des phagosomes [114]. Les porines, décrites chez le gonocoque
et encore appelées protéines I, sont divisées en deux sous-types principaux : protéine IA et
protéine 1B [6].

[11.2.4 Activation du complément

Au contact des bactéries (notamment du LOS), le complément est active et induit :
- une lyse bactérienne par la formation d’un complexe d’attaque membranaire,
- une opsonisation du gonocoque via I’interaction entre le C3 inactivé déposé sur la bactérie et
le récepteur du complément (CR3) situé sur les phagocytes,
- une réponse inflammatoire (par I’intermédiaire des mastocytes) qui attire les leucocytes [80].

Les personnes présentant un déficit en certaines fractions du complément (C5b, C6,
C7, C8, C9) ont d’ailleurs une plus grande susceptibilité aux infections gonococciques
disséminées. Ainsi, jusqu’a 13 % des patients atteints d’une telle infection ont un déficit en
complément [65,68].

La présence de CR3 au niveau de I’endocol et de 1’exocol pourrait en partie expliquer
la nature asymptomatique des infections gonococciques de la femme. En effet, I’endocytose
médiée par le CR3 via le C3b inactivé a la surface du gonocoque provoque une internalisation
de la bactérie dans les cellules de I’épithélium cervical et son élimination, sans afflux de
neutrophiles, contribuant ainsi a la nature asymptomatique de la cervicite gonococcique. Ce
CR3 est également exprimé au niveau de la mugueuse anorectale ou les infections sont
également souvent asymptomatiques, alors qu’il n’est pas exprimé par 1’épithélium urétral de

I’homme chez qui les infections sont bruyantes [31,32].
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111.2.5 Production d’anticorps spécifiques

Certains antigénes du gonocoque sont immunogénes et induisent une réponse
immunitaire humorale et la sécrétion d’anticorps spécifiques. C’est le cas du LOS, de la
porine (protéine 1) et des pili [31]. Pour échapper a ces anticorps, la bactérie dispose de
différents mécanismes.

Ainsi, la chaine oligosaccharidique du LOS se termine en épitopes qui miment les
glycosphingolipides humains et ne sont ainsi plus reconnus par les anticorps de 1’hote [31].

Les porines du gonocoque sont constituées de régions variables au niveau de leur
surface exposee. Cette variabilité antigénique leur permet d’échapper aux anticorps [27].

Pour les pili, le gonocoque dispose de deux systémes de variation qui lui permettent
soit de ne pas les exprimer (c’est la variation de phase), soit de modifier leur expression
antigénique (c’est la variation antigénique).

La variation de phase inhibe le plus souvent le géne pilC et empéche la production de
protéine PilC indispensable a la polymeérisation de la piline [39].

La variation antigénique est permise grace a la présence, dans le chromosome du
gonocoque, d’une ou parfois deux copies de génes de piline complets, ainsi que d’au moins
six a huit copies muettes du géene (sans signaux de régulation en amont). Par recombinaison
de I’ADN, une copie muette peut étre déplacée au sein d’un géne complet pour étre exprimeée
(figure 5). Ces recombinaisons possibles de I’ADN ainsi que [’apparition de mutations
ponctuelles expliquent que le nombre d’antigénes de pili fabriqués par le gonocoque est trés
important et que les anticorps dirigés contre ces pili ne soient pas protecteurs vis-a-vis du

gonocoque [80,98].

Figure 5 : Mécanisme de variation antigénique des pili de Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [98])
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IVV. Pouvoir pathogene

La physiopathologie des infections gonococciques décrite au chapitre précédent
permet de mieux comprendre le pouvoir pathogéne du gonocoque, la différence de
symptomatologie entre les infections uro-génitales de I’homme et de la femme et la capacité

du germe a se disséminer.

IV.1 Chez I’adulte

IV.1.1 Infections uro-génitales

Les infections uro-génitales gonococciques entre I’homme et la femme différent
fortement au niveau de la symptomatologie : alors qu’elle est bruyante chez 1’homme,

I’infection uro-génitale est souvent asymptomatique chez la femme.

v' Chez ’homme
Les urétrites sont classiqguement décomposées en urétrites gonococciques (500 000
cas/an en France) et non gonococciques. En dehors du gonocoque, les autres pathogénes
responsables d’urétrites sont Chlamydia trachomatis, les mycoplasmes (Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum) et Trichomonas vaginalis [29].

Neisseria gonorrhoeae est responsable de la blennorragie, familierement appelée
« chaude-pisse » en raison de sa symptomatologie bruyante. L’urétrite antérieure aigué
s’accompagne d’une dysurie douloureuse, d’un écoulement purulent au niveau du méat urétral
dans 90 % des cas (figure 6), d’une méatite et parfois d’une balanite. Ces symptomes
surviennent aprés une période d’incubation silencieuse et contagieuse de deux a sept jours,
moins longue que celle des infections & Chlamydia qui dure d’une a deux semaines. L urétrite
peut également étre subaigué (dans 5 a 15 % des cas) et parfois asymptomatique (dans moins
de 10 % des cas).

Traité correctement, 1’écoulement urétral disparait en 12 heures. Si un traitement
concomitant pour Chlamydia trachomatis n’est pas instauré, il peut persister un écoulement
clair et modéré. Il s’agit alors d’une urétrite postgonococcique qui doit étre traitée comme une

infection a Chlamydia trachomatis [29].
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Figure 6 : Urétrite a Neisseria gonorrhoeae (D’apreés [12])

!

Sans traitement, une guérison apparente survient en 15 jours a 6 mois. Des
complications (infections ascendantes) sont alors possibles. Elles sont cependant moins
fréquentes que chez les femmes, chez qui I’infection, en général asymptomatique, est moins
souvent traitée. Les complications uro-génitales consistent en des péri-urétrites, des prostatites
ou des epididymites.

La péri-urétrite, la plus fréquente des complications, peut conduire a la formation
d’abcés, de fibrose urétrale évoluant vers la sténose.

L’atteinte prostatite peut se traduire par une pollakiurie, des impériosités et une
dysurie. Si elle n’est pas traitée, la prostatite peut évoluer vers 1’abcédation.

Une contamination rétrograde de la voie génitale (canaux déférents, épididymes) peut
entrainer une épididymite. Cette propagation peut se faire a la faveur d’un reflux d’urines
infectées dans les canaux éjaculateurs lorsque certaines conditions favorisantes sont
présentes : inflammation de 1’urétre postérieur et du veru montanum, adénomectomie ou
résection prostatique, obstacle sur le bas appareil urinaire. L’épididymite se présente comme
une douleur testiculaire unilatérale sans écoulement et dysurie, le patient pouvant étre fébrile
ou non. A I’examen, 1’épididyme est enflé et tendu a la palpation. L’épididymite peut étre

responsable d’infertilité et d’atrophie testiculaire [6,29,63].

v' Chez la femme
Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae sont les causes les plus importantes
de cervicite, mais d’autres pathogénes peuvent étre a I’origine d’une cervicite : Trichomonas
vaginalis, I’herpes génital (surtout HSV2), les germes impliqués dans les vaginoses
(Gardnerella vaginalis, Mobiluncus...) et les mycoplasmes. La majorité des cervicites

causées par ces pathogénes ne pésentent pas de symptomes cliniques évidents [58,71].
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Neisseria gonorrheae provoque, chez la femme, une cervicite, souvent cliniquement
muette (dans 80 % des cas), avec urétrite concomitante dans 70 & 90 % des cas. La cervicite
peut provoquer un écoulement mucopurulent (figure 7), un saignement facilement inductible
au niveau du col ou un cedéme du col. Parfois des leucorrhées inodorantes éventuellement
sanglantes, des dyspareunies et plus rarement des douleurs abdominales sont observées. La

durée d’incubation est plus longue que chez I’lhomme : de huit & vingt jours [6,71].

Figure 7 : Cervicite purulente a Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [12])

Du fait de la fréquence des formes inapparentes, les femmes, moins souvent traitées,
sont plus sujettes aux complications génitales ascendantes (10 a 20 % des cas). L’infection
génitale haute peut se limiter a 1’utérus (endométrite) ou concerner aussi les annexes
(salpyngite). Les complications aigués des infections génitales hautes sont les abcés pelviens
(pyosalpynx, abces ovariens ou abces du Douglas) et la pelvipéritonite. Parmi les abces
pelviens, dont la symptomatologie est généralement assez caractéristique (fievre et douleurs
pelviennes marquées, troubles du transit), le pyosalpynx est la forme la plus fréquente. Les
séquelles des infections génitales hautes sont responsables de grossesses extra-utérines, de

stérilités et de douleurs pelviennes chroniques [58,89].

v’ Cas particulier de la grossesse
Le gonocoque est responsable des mémes infections chez la femme enceinte (cervicite,
urétrite,...). Acquises pendant le premier trimestre, ces infections impliquent un haut risque
d’avortement spontané. Apres 16 semaines, une chorioamniotite peut se développer.
L’infection a Neisseria gonorrhoeae augmente aussi le risque d’accouchement prématuré et
de rupture prématurée des membranes, ainsi que le risque d’infection postpartum [65]. Chez
les femmes ayant une infection a gonocoque non traitée, le risque d’accouchement prématuré

est estimé entre 14 et 23 % et le taux de mortalité du feetus a 33 % [43].
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IV.1.2 Infections ano-rectales

L’apparition de ce type d’infections s’explique par une modification des
comportements sexuels. Les femmes ou les homosexuels masculins peuvent étre touchés.

L’atteinte anorectale est asymptomatique dans deux tiers des cas. Elle peut cependant
entrainer un prurit anal ou une anite avec écoulement anal purulent. Il est parfois décrit des
selles enrobés de pus, une diarrhée, des saignements anaux, des douleurs périnéales et des
sensations de défecation incomplete [42]. L’anuscopie peut mettre en évidence une muqueuse
rectale fragile, saignant facilement au contact, associée a une proctite. Traitée, la proctite
laisse généralement peu de séquelles [29]. Si elles ne sont pas traitées, les infections

anorectales peuvent étre le point de départ d’infections disséminées.

IV.1.3 Infections pharyngées

Parmi les personnes atteintes de gonococcie, les infections pharyngées concernent 5 a
10 % des femmes et 5 % des hommes hétérosexuels. Elles touchent aussi 10 a 20 % des
homosexuels dont le partenaire est infecté [68].

Elles sont souvent asymptomatiques ou révélées par un érytheme ou une amygdalite
(figure 8) [6]. Des adénopathies cervicales peuvent egalement étre présentes. Ces lésions se
développent généralement dans la semaine aprés la relation bucco-génitale avec une personne
infectée.

La plupart des infections pharyngées se résolvent spontanément sans traitement en
guelques semaines et ne causent habituellement pas de séquelles. Le traitement doit cependant

étre initié pour éviter la propagation de 1’infection [79].

Figure 8 : Pharyngite a Neisseria gonorrhoeae (D’apreés [68])
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IV.1.4 Infections oculaires

La conjonctivite de 1’adulte est rare. Dans la majorité des cas, elle survient suite a une
infection génitale et résulte alors d’une auto-inoculation par manuportage a partir d’urines ou
de sécretions génitales contaminées.

L’incubation dure de 3 a 19 jours. La conjontivite & Neisseria gonorrhoeae provoque
un écoulement purulent. C’est une urgence thérapeutique, imposant une prise en charge
rigoureuse. En 1’absence de traitement adapté, elle peut évoluer de fagon fulminante et

conduire a la perforation oculaire en moins de 24 heures [91].

IV.1.5 Infections disséminées

Les infections disséminées sont trés rares (1 a 3 % des gonococcies) et correspondent a
un passage sanguin du gonocoque [6]. Elles ont pour origine 1’une des localisations décrites
précédemment (génitales, rectales, pharyngées, oculaires). Les facteurs de risque d’infections
disséminées sont liés a la bactérie (souches déficientes en protéines Opa) ou a 1’hote
(personnes  déficientes en complément). D’autres facteurs de risque sont:
I’immunodépression (grossesse, alcoolisme, toxicomanie, VIH...) et les infections primitives

asymptomatiques (non traitées) [25,67].

Cliniquement, les infections disséminées sont divisées en deux formes principales :

v’ La septicémie subaigué a gonocoques (60 % des cas) évolue comme une polyarthrite
aigué fébrile avec ténosynovite, accompagnée de lésions cutanées faites de papulopustules
souvent purpuriques et nécrotiques, situées préférentiellement au voisinage des articulations
atteintes (figure 9). Ces lésions cutanées disparaissent spontanément en 4 a 5 jours [8,65].

v’ L’arthrite septique non fébrile Iui succéde ou apparait d’emblée. Elle atteint
préférentiellement une grosse articulation (€paule, coude, genou...), siege d’un épanchement

purulent. Le pronostic fonctionnel dépend de la précocité du traitement [40,65].

Les autres manifestations systémiques sont exceptionnelles : méningite, endocardite,

ostéite, glomérulonéphrite...[67]
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Figure 9 : Lésions cutanées d’une infection disséminée a Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [68])

IVV.2 Chez I’enfant

En fonction de 1’age de ’enfant, 1’origine de la contamination par Neisseria gonorrheae
est variable : en période néonatale, la contamination se fait lors du passage par les voies

génitales maternelles, mais apres cette période, elle est généralement due a un abus sexuel.

IV.2.1 Infections néonatales

Ce sont le plus souvent des conjonctivites néonatales. D’autres infections plus rares

peuvent survenir pendant cette période.

v' Conjonctivite néonatale

La contamination se fait lors du passage de I’enfant dans les voies génitales
maternelles. La période d’incubation est de 2 a 5 jours mais des cas surviennent 2 a 3
semaines aprés la naissance. Elle entraine chez le nouveau-né une conjonctivite souvent
bilatérale avec écoulement mucopurulent (figure 10) pouvant entrainer, en 1’absence de
traitement, des ulcérations de la cornée, une perforation du globe oculaire et une cécité [114].

La conjonctivite néonatale gonococcique est devenue rare depuis [I’instillation
systématique, a la naissance, d’un collyre antibiotique (rifampicine, érythromycine ou
tétracycline) [19,78].
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Figure 10 : Conjonctivite néonatale a Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [114])

v’ Autres infections
Quelques fois des abces du scalp, des pharyngites, des infections rectales et des
infections disséminées (moins de 1 % des enfants exposés) peuvent survenir dans la période

néonatale [79].

IV.2.2 Infections post-néonatales

Presque toutes les nouvelles infections gonococciques aprés la période néonatale sont
dues a des abus sexuels [79]. On retrouve cependant, dans la littérature, des cas de

transmissions non sexuelles de Neisseria gonorrhoeae [41].

v Abus sexuels
Chez les gargons, I’infection est habituellement symptomatique et ressemble a
I’urétrite gonococcique de ’adulte. Chez les filles, la vaginite ou vulvovaginite gonococcique
est la forme la plus commune puisque la muqueuse vaginale ancestrogénique, qui crée un
environnement alcalin, peut étre colonisé et infecté. Ces vaginites sont presque toujours
symptomatiques avec érytheme vulvaire, dysurie et écoulement vaginal purulent. Les
infections de I’endocol, de 1’urétre, des glandes de Bartholin et du haut appareil génital sont

rares. Des colonisations anorectales et pharyngées peuvent étre découvertes [114].

v Autres cas
Chez les enfants, les infections gonococciques d’origine non sexuelle sont rares, mais
des cas, notamment de conjonctivites, ont été décrits. Les moyens de transmission seraient les
mains, les serviettes, les draps et les thermometres rectaux, particulierement dans des

conditions de surpopulation et de manque d’hygiéne [41].
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V. Epidémiologie

Considérée longtemps comme I’IST la plus répandue, la gonococcie a aujourd’hui
laissé la place aux infections a Chlamydia trachomatis. Cependant, les infections a Neisseria
gonorrhoeae posent toujours un probléme de santé publique et sont en augmentation, ces
dernieres années, dans les pays industrialisés.

Dans certains pays (Etats-Unis, Canada...), la gonococcie fait partie des IST a
déclaration obligatoire. Par contre, en France, comme dans d’autres pays (Grande-
Bretagne...), elle n’est plus a déclaration obligatoire depuis 2000 : I’incidence réelle des

infections a gonocoque Yy est probablement sous-estimée.

V.1 Epidémiologie mondiale des infections a Neisseria gonorrhoeae

Dans les pays en voie de développement, 1’incidence de la gonococcie est élevée : sur
les 60 millions de nouveaux cas dans le monde estimés par I’OMS en 1999, les deux tiers
survenaient en Asie du Sud-Est et en Afrique subsaharienne (respectivement 27 et 17
millions) (tableau 1) [86].

Tableau Il : Incidence estimée des infections gonococciques mondiales chez I’adulte (en millions)
(D’apres [86])
1995 1999
Region Female Male Total Female Male Total
North America 092 083 1.75 084 072 1.56
Western Europe 0.63 0.60 1.23 0.63 0.49 1.11
North Africa
& Middle East 077 077 1.54 068 079 1.47
Eastern Europe
& Central Asia 1.16 117 2.32 1.81 1.50 3.31
Sub Saharan Africa 8.38 7.30 15.67 8.84 8.19 17.03
South
& South East Asia 1455 14.56 29.11 15.09 1232 27.20
East Asia & Pacifii 1.47 1.80 3.27 1.68 1.59 3.27
Australia
& New Zealand 007 0.08 0.13 006 006 0.12
Latin America
& Caribbean 3.67 3.045 7.12 4.07 3.26 727
Total 31.61 3054 62.15 33.65 2870 6235

Dans les pays industrialisés, I’incidence des infections a Neisseria gonorrhoeae est

beaucoup plus faible que dans les pays développés (tableau I1) [86]. L’évolution des
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gonococcies suit 1’évolution générale des IST. Depuis les années 1970 jusqu’au début des
années 1980, une recrudescence des gonococcies a été observée, s’expliquant par la mise a
disposition de la pilule contraceptive et par la libéralisation des pratiques sexuelles. Puis, suite
a I’épidémie du VIH et aux importantes mesures de prévention mises en place (campagnes
d’information, incitation a 1’utilisation du préservatif...), 1’incidence des gonococcies a
diminuée jusqu’au milieu des années 1990 [6,30]. Cependant, depuis I’arrivée de la trithérapie
et I’amélioration de la qualité de vie des patients séropositifs, un relachement des méthodes de
prévention et une augmentation des pratiques sexuelles a risque (rapports non protéges,
partenaires occasionnels ou multiples) a provoqué un accroissement de I’incidence des
gonococcies. Ces augmentations des comportements a risque sont notamment rapportées dans
la communauté homo et bisexuelle masculine séropositive pour le VIH [43,88]. Au Canada,
par exemple, I’incidence des gonococcies a fortement diminué de 1980 a 1996 (de 216
nouveaux cas pour 100 000 habitants a 17). Depuis, elle augmente progressivement (28
nouveaux cas pour 100 000 habitants en 2005) [2].

V.2 Epidémiologie francaise des infections a Neisseria gonorrhoeae

En France, les infections a gonocoque, répertoriées par I’Institut de Veille Sanitaire

(InVS) gréce aux réseaux de surveillance, sont également en augmentation.

V.2.1 Réseaux de surveillance

Le systeme de surveillance francais des infections a Neisseria gonorrhoeae est
compose de deux réseaux : le RENAGO (REseau NAtional des GOnocoques) et le RésIST
(Réseau des IST).

Le RENAGO, créé en 1986, est constitué d’environ 200 laboratoires volontaires (70 %
privés, 30 % publics) répartis en France métropolitaine. Chaque laboratoire actif envoie a
I’InVS une feuille épidémiologique mensuelle avec le nombre de gonocoques isolés et des
renseignements sur les patients (sexe, age, site prélevé...) (annexe 1). Chaque souche isolée
est envoyée au CNR (Centre National de Référence) du gonocoque, 1’Institut Alfred Fournier
a Paris, ou la sensibilité a six antibiotiques est testée (pénicilline, tétracycline, ciprofloxacine,
ceftriaxone, thiamphénicol et spectinomycine) suivant les critéres du National Comittee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), critéres retenus pour pouvoir comparer les données

du réseau RENAGO avec les données des réseaux de surveillance d’autres pays [37,46].
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Afin de mieux recenser les IST et de compléter les données cliniques et
comportementales absentes des données de surveillance du réseau RENAGO, le RésIST a été
créé en 2004 et repose sur des cliniciens exercant principalement dans les CIDDIST (Centres

d’Information, de Dépistage et de Diagnostic des IST) (annexe 2) [37,46].

V.2.2 Données actuelles

L’évolution de la gonococcie en France est identique a 1’évolution globale des
gonococcies dans les pays développés. Ces derniéres années, une augmentation des
gonococcies a été rapportée par I’InVS : de 1997 a 2008, le nombre moyen de gonocoques
isolés par laboratoire actif et par an a ainsi été multiplié par 4 (figure 11). Cette constatation
est essentiellement expliquée par une forte augmentation des infections masculines. Chez les
femmes, le nombre de gonococcies est faible et stable (entre 0 et 0,5 souche isolée en
moyenne par laboratoire actif par an), sauf en 2006 ou un pic de gonococcies féminines a été

observé (1 gonocoque par laboratoire).

Figure 11 : Evolution du nombre moyen de gonocoques isolés par an et par laboratoire actif

pour I’ensemble des patients et selon le sexe, de 1990 a 2008, RENAGO (D’aprés [53])
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D’une maniére générale, le nombre moyen de gonocoques isolés par laboratoire actif
par an a toujours été plus elevé en lle-de-France qu’en province (figure 12). Entre 2000 et
2008, I’augmentation des gonococcies était plus importante en lle-de-France (multiplication
par 4) qu’en province (multiplication par 2). En 2008, le nombre moyen de gonocoques isolé
par laboratoire était 6 fois plus important en lle-de-France qu’en province. Cet écart semble se
creuser puisque le nombre de cas en province est stable aux alentours de 2 gonocoques par

laboratoire actif depuis 2006 alors que celui en lle-de-France augmente régulierement.
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Figure 12 : Evolution du nombre moyen de gonocoques isolés par an et par laboratoire actif
en lle-de-France et dans les autres régions, de 1990 a 2008, RENAGO (D’aprés [53])
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La gonococcie touche particulierement les jeunes célibataires (agés de 15 a 30 ans) :
les infections sont liées a une facilité, une précocité et une multiplicité des rapports sexuels
non protégés [6,68]. Les femmes sont en moyenne plus jeunes (23 ans) que les hommes,
qu’ils soient hétérosexuels (27 ans) ou homosexuels (32 ans) (tableau I11). Chez ces derniers,
les pratiques sexuelles a risques sont illustrées par un pourcentage plus élevé de patients
séropositifs (19 %) et un nombre important de partenaires sur 12 mois (tableau Ill) [52].
Compte-tenu des actuels comportements sexuels, un protocole d’étude sur les infections
gonococciques masculines a été lancé par I’InVS en 2009 : les objectifs sont d’étudier les
facteurs de risque des urétrites aigués gonococciques et de réaliser une description des
patients atteints de gonococcie urétrale ou anale, grace a un questionnaire comportant un volet
bactériologique rempli par le laboratoire, un volet clinique rempli par le médecin et un volet

comportemental rempli par le patient [54].

Tableau 111 : Caractéristiques des personnes ayant une gonococcie selon leur orientation
sexuelle, RésIST, France, 2004-2007 (D’apres [52])

Homo-bisexuels Hommes Femmes
masculing hetérosenuels hétérosexuelles
n=418 n= 184 n=3ar7
% % )
Age moyen 32 ans 27 ans 23 ans
Statut serologique VIH
Positif 19 2 3
Mégatif 66 83 Be
Inconnu 15 15 11
Motifs de consultation
Signes spécifiques d'IST g1 95 51
Autres signes dinigues 0 0 3
Dépistage 2 5
Partenzires avec une [ST 7 4 4
Nombre médian de
partenaires (12 mois) 10 [1-200] 3 [1-30] 1 [1-18]
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V1. Sensibilité aux antibiotiques

Neisseria gonorrhoeae est une bactérie naturellement sensible a de nombreux
antibiotiques, mais caractérisée aussi par sa grande capacité a développer des mécanismes de

résistances acquises, de support plasmidique ou chromosomique.

V1.1 Résistance naturelle

Neisseria gonorrhoeae est naturellement résistant aux glycopeptides, aux
lincosamides, au triméthoprime, et aux polymyxines. Ces résistances naturelles s’expliquent
surtout par la structure de la bactérie. En effet, certaines molécules sont trop grosses pour
pouvoir traverser la membrane externe du gonocoque. Ces résistances naturelles sont
exploitées pour définir les suppléments antibiotiques utilisés dans les milieux sélectifs comme
la gélose chocolat VCAT ou VCN. Cependant, comme il existe environ 5 % de souches
mutantes sensibles a la vancomycine, il est nécessaire d’ensemencer un milieu non sélectif,

comme la gélose chocolat PolyViteX ou IsoVitaleX, en paralléle du milieu sélectif [20,23,77].

V1.2 Résistance acquise

La résistance acquise de Neisseria gonorrhoeae aux antibiotiques est variable en
fonction des continents et des pays, mais elle diffuse progressivement au niveau mondial.
Cette diffusion des résistances est surveillée a travers le monde grace a différents
programmes, comme 1’Euro-GASP (European Gonococcal Antimicrobial Surveillance

Programme) en Europe de 1’Ouest [74].

VI.2.1 Résistance aux S-lactamines

Jusqu’au milieu des années 1980, la pénicilline G était utilisée en premiére intention
dans le traitement des gonococcies. Mais la pression de sélection de cet antibiotique a
provoqué 1’émergence de souches de gonocoques résistantes & la pénicilline G, obligeant
I’arrét de son utilisation. Les deux mécanismes de résistance apparus sont les mutations

chromosomiques et I’acquisition d’une pénicillinase plasmidique [110].
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v Par mutations chromosomiques

Cette résistance, transmise verticalement (a la descendance), s’est développée depuis
le début des années 1970 et touche aujourd’hui, en France, pres de 75 % des souches de
Neisseria gonorrhoeae [23].

Elle met en jeu de multiples mécanismes, tres souvent associés entre eux (figure 13) :
- une altération d’une ou des deux PLP essentielles de Neisseria gonorrhoeae, la PLP1 (géne
ponA) et la PLP2 (géne penA). Des altérations dans le géne penA créant une PLP2 mosaique
diminueraient la sensibilité au céfixime et a la ceftriaxone.
- une modification de la porine Pl (géne penB) aboutissant & une résistance croisee avec
d’autres familles d’antibiotiques comme les tétracyclines et & un moindre niveau les
quinolones.
- une hyperexpression du systéme d’efflux MtrCDE, liée & des mutations du géne mtrR ou de
son promoteur, affectant d’autres familles d’antibiotiques comme les macrolides et & un

moindre niveau les quinolones ou les tétracyclines [77,110].

Figure 13 : Mécanismes de la résistance chromosomique de Neisseria gonorrhoeae aux -lactamines
(D’apres [51])
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Le CA-SFM recommande de détecter ces souches par détermination de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) de la pénicilline G sur gélose chocolat PolyViteX ou
IsoVitaleX [20]. La résistance par mutation chromosomique confére un bas niveau de
résistance a la pénicilline G (CMI comprise entre 0,125 et 8 mg/L), moins important que celui

des NGPP (Neisseria gonorrhoeae producteur de pénicillinase) [23].
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Cette résistance chromosomique est croisée pour toutes les B-lactamines (tous les
antibiotiques de la famille sont touchés, y compris les inhibiteurs de -lactamase) mais a des
degrés variables, déterminés par mesure de la CMI. Les céphalosporines de troisiéme
génération (C3G) orales (comme le céfixime) et injectables (comme la ceftriaxone) sont les
molécules les moins touchées, car elles conservent des CMI basses, compatibles avec une
utilisation en thérapeutique. L’apparition de souches de sensibilité diminuée aux C3G orales
est décrite depuis 2001, essentiellement en Asie et en Océanie [101]. Elles n’ont pas encore
été observées en France. Cependant, au sein du réseau RENAGO, un glissement des CMI de
la ceftriaxone, utilisée actuellement en premiere intention dans les gonococcies, vers des

valeurs plus élevées est decrit depuis 2005 (figure 14) [77].

Figure 14 : Evolution du pourcentage des souches de Neisseria gonorrhoeae en fonction des
CMI de la ceftriaxone, en France, de 2003 a 2005 (D’aprés [37])
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v’ Par acquisition d’une pénicillinase plasmidique
Décrite dés 1979 en France, ces pénicillinases sont des enzymes portées par des
plasmides, éléments génétiques mobiles a transmission verticale et horizontale (a une autre
souche de la méme espéce), parfois méme entre especes différentes (notamment les Neisseria
de la flore commensale) [6,23,110]. La dissémination des souches de Neisseria gonorrhoeae

producteur de pénicillinase (NGPP) a été trés rapide. Elles ont une fréquence géographique
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variable : en 2006, elles concernaient 30 a 70 % des souches de gonocoque en Asie et en
Afrique et 11,2 % des souches en France.

Elles conferent un haut niveau de résistance a la pénicilline G (CMI de 1 a plus de 64
mg/L) et inactivent les amino-, carboxy- et uréido-pénicillines. L’activité de ces B-lactamines
est restaurée lors de 1’association avec un inhibiteur de B-lactamase mais cette restauration
partielle est insuffisante en clinique. Les céphalosporines de deuxiéme (céfuroxime,
cefpodoxime) et troisieme géneration (céfixime, ceftriaxone, céfotaxime, ceftazidime) restent
actives [20,23,77,104].

La recherche d’une pénicillinase plasmidique doit étre systématiquement effectuée des
I’isolement de Neisseria gonorrhoeae. La méthode la plus utilisée est le test chromogénique a
la céfinase (I’hydrolyse de la nitrocéfine par la pénicillinase entraine la formation d’un
composé pourpre) [6]. La recherche de cette pénicillinase est réalisée également dans la

galerie api NH® qui sert a I’identification de la bactérie.

VI.2.2 Résistance aux cyclines

Toutes les cyclines ont des activités comparables sur Neisseria gonorrhoeae : la
tétracycline, testée sur I’antibiogramme, répond pour la doxycycline et la minocycline. Elles
ont été utilisées dans le passé pour le traitement des gonococcies, mais ne sont actuellement
plus recommandées car des résistances a ces antibiotiques se sont développées. La proportion
de souches de Neisseria gonorrhoeae résistantes aux tétracyclines (NGRT) est trés
importante : en 2008, elle était de 44 % en France [77]. Deux mécanismes sont impliqués : la
résistance est soit d’origine plasmidique, soit d’origine chromosomique.

La résistance plasmidique, décrite des 1985 aux Etats-Unis, concerne 18 % des
souches francaises en 2006. Cette résistance de haut niveau (CMI de la tétracycline entre 16 et
64 mg/L) est due au transfert, a partir de souches de streptocoques, du géne tetM codant pour
la protéine TetM qui protege la cible ribosomale de I’action des cyclines [6,77].

Les résistances d’origine chomosomique sont les plus fréquentes en France (un tiers
des souches en 2006). Elles conférent des CMI modérément élevées a la tétracycline (de 2 a 8
mg/L). Ces résistances sont généralement croisées avec les résistances chromosomiques aux
B-lactamines du fait de I’implication de mécanismes communs comme 1’altération de la
porine PI et I’hyperexpression de la pompe a efflux MtrCDE. Ainsi, plus de trois quarts des
souches hautement résistantes a la peénicilline sont hautement résistantes a la tétracycline
[23,36,49,77].
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VI1.2.3 Résistance aux quinolones et fluoroguinolones

Le développement des résistances aux pénicillines et aux cyclines a provoqué une
modification du traitement de premiére intention des gonococcies en faveur des
fluoroquinolones. Cependant, a leur tour, leur utilisation a provoqué une émergence de
souches résistantes en Asie dans les années 1990 qui concernent aujourd’hui plus de 80 % des
souches qui y sont isolées. Ces souches résistantes ont diffusé en Océanie, en Californie, puis
dans toute I’Europe de 1’Ouest [64,77,102,103,109].

En France, la proportion de souches résistantes (CMI supérieure a 1 mg/L) a la
ciprofloxacine ne cesse d’augmenter : 0,2 % des souches isolées au sein du réseau RENAGO
de 1989 & 1992, 9,7 % de 2001 & 2003 et 43,2 % en 2006 (figure 15) [52]. Cette évolution
touche de nombreux pays européens, mais la France fait partie des pays ou la résistance de
Neisseria gonorrhoeae a la ciprofloxacine est la plus élevée. Ceci explique que cet
antibiotiqgue ne soit plus recommandé en premiére intention pour le traitement des
gonococcies depuis 2006 [77]. La diminution de son utilisation pourrait expliquer la baisse de
résistance en 2007 (38,7 %) par diminution de la pression de sélection.

Figure 15 : Evolution de la résistance a la ciprofloxacine des souches de Neisseria

gonorrhoeae, en France, de 1989 a 2007 (D’aprés [52])
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Par ailleurs, la proportion de souches résistantes a la ciprofloxacine est plus importante
chez les hommes (40 % en 2007) que chez les femmes (30 % en 2007) (figure 16). La part
importante de souches résistantes isolées a partir de prélévements anaux (60 % en 2006) a
largement diminué en 2007 (40 %) [52].
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Figure 16 : Proportion de souches de Neisseria gonorrhoeae résistantes a la ciprofloxacine
selon le site de prélevement, en France, de 2004 a 2007 (D’apres [52])
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La résistance acquise aux quinolones résulte essentiellement de mutations seules ou
combinées des génes codant pour les topo-isomérases, cible des quinolones : le géne gyrA
codant la sous-unité A de I’ADN gyrase et le géne parC codant la sous-unité C de la topo-
isomérase IV. L’hyperexpression du systeme d’efflux MtrCDE ne joue qu’un rdle accessoire
[23,33,77].

Elle est croisée pour toutes les quinolones, avec un niveau variable d’expression. Une
seule mutation suffit cependant a conférer une résistance de haut niveau a 1’acide nalidixique,
ce qui justifie le dépistage des résistances aux quinolones par un disque d’acide nalidixique
(30 pg) recommandé par le CA-SFM. Si le diamétre d’inhibition de ’acide nalidixique est
supérieur a 25 mm, les fluoroguinolones, comme la ciprofloxacine et I’ofloxacine, sont aussi

sensibles. Dans le cas contraire, leurs CMI sont déterminées [20,23,55].

V1.2.4 Résistance aux macrolides

Les macrolides sont peu utilisés pour le traitement des gonococcies car ils ont une
activité moderée sur Neisseria gonorrhoeae, a I’exception de I’azithromycine (CMI la plus
basse), efficace a une dose élevée de 2 g mais responsable de fréquents effets secondaires
digestifs. Des souches de sensibilité diminuée ou résistantes a 1’azithromycine ont été décrites
en 2003 en Espagne et au Royaume-Uni, et sont de plus en plus fréquemment observées dans
certains pays d’Europe (notamment en Ecosse) [23,77].

Ce développement de résistance peut s’expliquer par le fait que 1’azithromycine est un
antibiotique a demi-vie longue communément prescrit par les cliniciens dans diverses

infections et notamment en cas d’infection a Chlamydia trachomatis. Or, si un patient atteint
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de chlamydiose présente une co-infection a Neisseria gonorrhoeae, 1’azithromycine provoque
une pression de sélection sur le gonocoque [76].

Les résistances acquises sont soit de bas niveau, essentiellement liées a une
hyperexpression du systéme d’efflux MtrCDE, soit de haut niveau, liées a la production de
méthylases codées par les génes erm. Ces méthylases agissent par méthylation spécifique de
I’ARNr 23S et diminuent 1’affinité des macrolides, des lincosamides et de la streptogramine B

pour la cible ribosomale [77].

VI.2.5 Résistance aux autres antibiotiques

La spectinomycine, un aminoside réserve au traitement de la gonococcie, est utilisée en
cas d’allergie aux céphalosporines chez 1’adulte de plus de 15 ans (sauf chez la femme
enceinte). Les résistances de Neisseria gonorrhoeae a cet antibiotique, décrites depuis 1973
aux Etats-Unis, au Canada, en Amérique latine, et ponctuellement en Europe (Danemark),
restent globalement rares et n’ont pas été observées en France. Elles découlent de mutations
altérant la sous-unité 30S du ribosome bactérien, une seule mutation étant suffisante pour
acqueérir un haut niveau de résistance [23,77].

Le thiamphénicol en dose unique a longtemps été utilisé avec succes dans le traitement
des gonococcies. Bien que les souches résistantes a haut niveau restent exceptionnelles, la
fréquence des souches de sensibilité diminuée au chloramphénicol atteignait prés de 20 % en
France en 1998. Par ailleurs, il existe une forte corrélation entre la résistance chromosomique

aux B-lactamines et la diminution de la sensibilité aux phénicolés [23,77].

V1.3 Antibiogramme

Vu I’émergence de souches de gonocoque résistantes, il est nécessaire de réaliser un
antibiogramme complet de fagon systématique, en plus de la recherche de la B-lactamase
effectuée par un test chromogénique a la céfinase ou par réalisation de la galerie api NH®.
Pour 1’antibiogramme de Neisseria gonorrhoeae, le CA-SFM recommande une liste standard
d’antibiotiques a tester (pénicilline G ou amoxicilline, ceftriaxone, spectinomycine,
tétracycline et acide nalidixique) nécessaires a 1’orientation thérapeutique et permettant de
détecter les principaux mécanismes de resistance acquis. La liste complémentaire comprend
les antibiotiques utilisés pour les souches multirésistantes ou pour la surveillance

épidémiologique : ciprofloxacine (ou ofloxacine), azithromycine et chloramphénicol [20].
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Contrairement aux autres germes dont 1’antibiogramme est généralement réalisé sur un
milieu Muller Hinton, Neisseria gonorrhoeae, de par ses exigences nutritionnelles, nécessite
I’utilisation d’une gélose chocolat PolyViteX ou IsoVitaleX. La présence de cystéine
n’affecte pas les antibiotiques autres que les carbapénémes et les inhibiteurs de -lactamases,
et ne pose pas de probleme pour 1’antibiogramme.

La méthode de dilution est la méthode de référence mais, en général, les laboratoires
optent pour la méthode de diffusion en gélose, plus facile a réaliser en routine. Pour cela, une
suspension bactérienne est réalisée a partir d’une culture de 18-24 heures dans du tampon
phosphate (pH & 7,2) & un standard McFarland 0,5 (environ 10® UFC/mL) puis elle est
ensemencée sur la gélose par écouvillonnage ou par inondation. Les disques chargés
d’antibiotiques sont disposés a une distance de 60 mm, centre a centre, afin d’éviter le
chevauchement des zones d’inhibition (figure 17). La lecture des diamétres d’inhibition
autour des disques d’antibiotiques, est réalisée aprés 18 a 24 heures d’incubation a 37 °C sous
5 % de CO,, et, si la croissance est insuffisante, apres 36 a 40 heures. Parfois imprécise, elle
ne permet pas toujours de bien différencier les souches sensibles des souches de sensibilité
intermédiaire. La détermination de la CMI par diffusion d’un gradient d’antibiotique
(bandelette E-test®) sur gélose chocolat PolyViteX ou IsoVitaleX offre, dans ce cas, une

alternative correcte en routine (figure 18) [20,23,77].

Figure 17 : Antibiogramme de gonocoque Figure 18 : E-test® (ciprofloxacine)
sur géelose chocolat IsoVitaleX sur gélose chocolat IsoVitaleX
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VI1I. Traitement des gonococcies

Si la symptomatologie est évocatrice d’une gonococcie, un traitement probabiliste est
instauré en fonction des recommandations en vigueur et permet d’éviter la dissémination du
germe. Auparavant, un préléevement doit avoir été réalisé pour mise en culture et réalisation
d’un antibiogramme. Celui-ci permettra d’ajuster le traitement en cas d’une résistance de la

souche ou de I’absence d’amélioration clinique du patient.

Le choix de I’antibiotique pour le traitement de premiére intention des gonococcies
repose sur plusieurs arguments :
- ’antibiotique doit étre efficace, c¢’est-a-dire selon I’OMS, permettre de traiter plus de 95 %
des infections : les antibiotiques présentant un niveau de résistance supérieur a 5 % ne
pourront étre inclus dans les recommandations thérapeutiques.
- ’antibiotique doit diffuser correctement dans les sites infectés ou colonisés, ce qui pose le
probléme particulier des infections pharyngées.
- il ne doit pas exposer a des effets secondaires severes.
- ’antibiotique doit, si possible, selon les recommandations de I’OMS et du CDC, pouvoir
étre prescrit en prise unique, afin de favoriser 1’observance, de réduire le risque iatrogene et
d’interrompre la chaine de transmission aux partenaires sexuels. Le traitement « minute » est
réserveé aux urétrites et cervicites non compliquées. Il ne doit pas étre utilisé dans les formes

compliguées ou disseminées [77].

Dans 15 a 40 % des cas, Neisseria gonorrhoeae est associé a Chlamydia trachomatis.
Le traitement de la gonococcie doit donc étre systématiquement associé a un traitement des
infections a Chlamydia (azithromycine 1 g en prise unique per os ou doxycycline 200 mg par
jour pendant sept jours) [77,82]. Le dépistage sérologique du VIH, du VHB et de la syphilis
est proposé au patient, ainsi que le traitement de tout partenaire connu dans les 60 jours avant

le début des symptémes [68,79].

VII.1 Traitement de 1’adulte

Le traitement mis en place est fonction du site infecté, mais, en général, la ceftriaxone

est la molécule recommandée en premiere intention.
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VII.1.1 Infections gonococciques uro-génitales

Un traitement probabiliste est mis en ceuvre aussitot apres le prélévement. Au vu de
I’épidémiologie actuelle de la résistance de Neisseria gonorrhoeae, I’AFSSAPS a émis en
2006 de nouvelles recommandations pour le traitement probabiliste des urétrites et cervicites

non compliquées. Ces recommandations ont été révisées en 2008 (tableau V) [1].

Tableau IV : Recommandations pour le traitement probabiliste des gonococcies uro-génitales
(D’apres [1])

L. - . Dose et voie .
Situation clinique Antibiotique &’ administration Fréquence
ceftriaxone 500 mg IM / IV une dose
Urétrites et 2éme intention
cervicites non si refus IM/IV :
moliqué <iscim
compliquées cefixime 400 mg PO une dose
si allergie aux S-lactamines :
spectinomycine 29 IM

Le traitement des urétrites et cervicites non compliquées fait appel en premiére
intention a une C3G par voie parentérale : la ceftriaxone. Cette molécule garantit une bonne
diffusion uro-génitale. Aucune souche résistante a la ceftriaxone n’a été isolée en France,
mais 1’émergence de souches de sensibilité diminuée aux céphalosporines en Asie a fait
préférer la posologie de la ceftriaxone a 500 mg plutét que la posologie anciennement
préconisée a 250 mg [42,77].

La C3G orale (céfixime) n’est a utiliser qu’en cas de refus ou d’impossibilité
d’administrer un traitement par injection. Cependant, cette molécule est moins bactéricide que
la ceftriaxone et sa biodisponibilité est variable. Des échecs thérapeutiques ont ainsi été
décrits pour le céfixime en cas de souches de sensibilité diminuée aux céphalosporines. Son
utilisation nécessite une réévaluation au vu des résultats de 1’antibiogramme et un controle
microbiologique de 1’éradication [42,77,82]. Le céfixime ainsi que la ceftriaxone peuvent étre
utilisés chez la femme enceinte [92].

En cas d’allergie aux [-lactamines, un aminoside, la spectinomycine, est une
alternative thérapeutique. Les résistances sont trés rares, mais il existe des échecs cliniques

liés a une mauvaise biodisponibilité [42,62,77,82].
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Ni les pénicillines, ni les cyclines ne sont recommandées dans le traitement
probabiliste des infections gonococciques uro-génitales car la proportion de souches
résistantes est trop importante.

Les fluoroquinolones, comme la ciprofloxacine, ne sont également utilisées qu’en
fonction de I’antibiogramme, puisque pres d’une souche sur deux est actuellement résistante a
cet antibiotique en France. Elles représentent alors une alternative en cas d’échec du
traitement probabiliste. Elles sont cependant contre-indiquées chez la femme enceinte [42,77].

Un macrolide, I’azithromycine, a été proposé en dose unique de 2 g par certains
auteurs pour le traitement des urétrites gonococciques. Cependant, la mauvaise tolérance
digestive chez 35 % des patients a conduit a réduire la posologie a 1 g, mais celle-ci expose a
des échecs cliniques et a une apparition plus rapide de résistances. Cette molécule n’a donc

pas été retenue en France et aux Etats-Unis pour le traitement des gonococcies [42,77,82].

L’AFSSAPS préconise une consultation de suivi pour les urétrites et cervicites non
compliquées, éventuellement a 3 jours si les symptdmes persistent (pour adapter si nécessaire
le traitement aux résultats de 1’antibiogramme) et systématiquement a 7 jours (pour verifier la
guérison clinique et effectuer, si besoin, un contréle microbiologique) [42].

Le CDC ne recommande pas de tel contréle pour les gonococcies hon compliquées si
les traitements recommandés ont été utilisés. Seuls les patients ayant des symptémes
persistants apres traitement doivent étre revus en consultation. Par contre, étant donné le
caractere non protecteur des anticorps et la grande fréquence de réinfection, le CDC
recommande le dépistage du patient 3 mois apres le traitement [14,82].

VII.1.2 Autres infections gonococciques

Si les manifestations uro-génitales sont les plus fréquentes, il faut aussi évoquer les
autres sites comme le rectum et le pharynx qui sont de plus en plus souvent infectés en raison
des modifications des comportements sexuels. A notre connaissance, il n’existe pas de
recommandations frangaises pour le traitement des infections gonococciques autres qu’uro-
génitales. Aux Etats-Unis, le CDC a publié des recommandations pour le traitement des IST
notamment pour les gonococcies (tableau V) [14]. Il existe eégalement des recommandations
européennes [9] sur le traitement des gonococcies qui sont identiques a celles du CDC,
hormis la posologie de la ceftriaxone pour les infections rectales et pharyngées qui est de 250

mg en Europe et de 125 mg aux Etats-Unis.
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Tableau V : Recommandations pour le traitement de premiére intention des gonococcies
autres que les gonococcies uro-genitales (D’aprés [9,58])

L - Traitement de .
Situation clinique . ) Posologie
premiere intention
Rectite ceftriaxone 250 mg IM, une dose
Pharyngite ceftriaxone 250 mg IM, une dose
Endomeétrite/salpyngite ceftriaxone’ 250 ou 500 mg IM, une dose
e . ceftriaxone 250 mg IM, une dose
Orchi-€pididymite + doxycycline 100 mg PO, 2x/j, 14
Infection disséminge ceftriaxone? 1 gen IM/IV, 1x/j,
puis relais par céfixime 400 mg PO, 2xl/j, 7]

! en plus du traitement probabiliste initié
2 3 continuer pendant 24 & 48 heures aprés le début de I’amélioration clinique

Pour le traitement des gonococcies rectales, les molécules recommandees (ceftriaxone,
céfixime ou spectinomycine) sont les mémes que celles utilisées dans les infections uro-
génitales. En effet, ces molécules, surtout la ceftriaxone, ont une bonne diffusion anale [9,14].

Les infections pharyngées sont par contre plus difficiles a traiter. La ceftriaxone, qui
diffuse bien dans le pharynx, est I’antibiotique de choix proposé en cas de gonococcie
pharyngée [9]. En effet, le céfixime et surtout la spectinomycine ont une moins bonne
disponibilité au niveau pharyngé : la spectinomycine ne permet 1’éradication du gonocoque
que dans un cas sur deux et, si elle est utilisée en cas d’allergie aux B-lactamines, un controle
de I’éradication est nécessaire trois a cing jours apres le traitement. Les fluroquinolones sont
également moins efficaces sur les localisations pharyngées [79,82].

Pour le traitement des infections génitales hautes de la femme (endométrite et
salpyngite), il existe plusieurs schémas thérapeutiques probabilistes. L’antibiothérapie de
premicre intention est composée d’une association d’ofloxacine (200 mg, 2x/j) et de
métronidazole (500 mg, 2x/j), ou de moxifloxacine seule (400 mg, 1x/j) pendant 14 jours. En
cas d’isolement d’un gonocoque, la patiente recoit, en plus du traitement initié, une injection
unique de ceftriaxone de 250 ou 500 mg en IM. En cas d’infections génitales hautes non
compliquée, le traitement est réalisé en ambulatoire par voie orale. En cas de complications
(abcés pelvien et pelvipéritonite), les patientes sont hospitalisées et le traitement par
ofloxacine + métronidazole est initié par voie IV et relayé par voie orale 24h aprés le début de
I’amélioration clinique [57,58,94,95].
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Les orchi-épididymites gonococciques, sont traitées, selon les recommandations
européennes [9], par une injection IM de ceftriaxone suivie d’un traitement par doxycycline
par voie orale pendant 14 jours. Ces antibiotiques ont une bonne diffusion testiculaire.

Pour les infections disséminées, le traitement intraveineux par ceftriaxone est suivi
d’un relais per os par cefixime, 24 a 48h aprés amélioration clinique, pour une durée totale
d’antibiothérapie de 7 jours. Les fluoroquinolones sont utilisées uniquement sur
documentation microbiologique [9]. L’examen clinique doit inclure la recherche de signes de
méningite et d’endocardite qui nécessitent des traitements plus longs par ceftriaxone

(respectivement 2 et 4 semaines) [14].

VII.2 Traitement de I’enfant

Les posologies et les voies d’administrations recommandées par le CDC pour le
traitement des gonococcies de I’enfant en fonction des situations cliniques sont détaillées dans
le tableau VI. Le traitement de référence est la ceftriaxone. La ceftriaxone doit étre utilisée
avec précaution chez les enfants ayant une hyperbilirubinémie et chez les prématurés, car elle
peut déplacer la bilirubine de ses sites de fixation sur I’albumine et entrainer une
encéphalopathie. Les céphalosporines orales n’ont pas encore été bien évaluées pour le
traitement des gonococcies chez les enfants [14]. La spectinomycine est contre-indiquée chez
les enfants de moins de 15 ans et les fluoroquinolones doivent étre évitées chez les moins de

18 ans car il existe des risques de dommages articulaires [79].

Tableau VI : Recommandations pour le traitement de premiére intention des gonococcies

chez I’enfant (D’aprés [14])

Situation clinique | Traitement Posologie et voie d’administration

Nouveaux-nés

25 a 50 mg/kg (sans dépasser 125 mg au total),
) en IM/IV, une dose
ceftriaxone

Infection disséminée et 25 a 50 mg/kg, en IM/1V, 1x/j, 7j
abcés du scalp (10-14j si méningite associée)

Enfants

Ophtalmie néonatale

Infection uro-génitale,

rectale et pharyngée 125 mg IM, une dose

ceftriaxone

50 mg/kg (sans dépasser 1g chez les enfants de

Infection disseminee moins de 45 kg) en IM/IV, 1x/j, 7]
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VIII. Prévention des infections a Neisseria gonorrhoeae

La prévention des infections a Neisseria gonorrhoeae, comme pour toutes les IST,
consiste a éduquer et informer la population, a proposer un dépistage dans des centres adaptés

et, enfin, a développer éventuellement un vaccin.

VIII.1 Education et information

La prévention passe tout d’abord par une éducation et une information de la
population en matiére d’IST et notamment de gonococcies. La sensibilisation du public est en
effet nécessaire pour une meilleure compréhension des risques encourus a court terme mais
également a moyen et long terme (complications, stérilité...).

Les enquétes KABP (Knowledge, Attitudes, Beliefs and Practice) sur les
connaissances, attitudes, croyances et comportements face a certaines maladies, réalisées a
intervalles réguliers depuis 1992, montrent que la représentation du VIH et des risques liés a
la sexualité se sont largement modifiées avec le temps [50]. Aujourd’hui, le VIH fait moins
peur, ce qui entraine une modification des comportements sexuels comme nous ’avons déja
évoque : relations non protégées, fréquentation des milieux de prostitution...

Le préservatif, qui est le seul véritable moyen de prévention des IST, est aujourd’hui
loin d’étre utilisé systématiquement. De fortes différences d’utilisation apparaissent selon le
niveau d’éducation mais aussi entre générations. Si les jeunes sont aujourd’hui moins
informés sur la maladie que leurs ainés, ces derniers semblent plus réticents a utiliser le

préservatif lorsqu’ils s’engagent dans une nouvelle relation ou qu’ils ont plusieurs partenaires.

Pour pallier au manque d’information, des campagnes sont réguliérement lancées par
le Ministére de la Santé et 'INPES (Institut National de Prévention et d’Education pour la
Santé) pour sensibiliser le grand public sur les IST. Créé en 2002, I’INPES a pour mission de
mettre en ceuvre les programmes de prévention inscrits dans le Code de santé publique.

Le programme de prévention du VIH et des IST élaboré par I’INPES s’articule autour
de cing volets complémentaires :

- I’élaboration de campagnes de communication, destinées au grand public et aux groupes les

plus exposés, rappelant la permanence du risque et facilitant la démarche de prévention,
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- la réalisation de brochures, outils et référentiels destinés a soutenir les actions d’éducation
pour la santé,
- la mise a disposition des moyens préventifs, indispensables aux actions de prévention
(préservatifs masculins et féminins, gels...),
- la réalisation d’études et d’enquétes permettant a la fois d’évaluer les actions de
communication et d’orienter les stratégies d’intervention,
- le soutien d’actions d’éducation et de promotion de la santé [50].

En 2009, une campagne de publicité a été lancée : une quarantaine d’artistes ont

illustré de maniére imagé ce que ne signifiait pas le sigle IST (figure 19).

Figure 19 : Affiches publicitaires de la campagne d’information sur les IST de 2009 (D’aprés [50])
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Pour mieux informer la population sur les différentes IST, leurs conséquences et les
attitudes a adopter, des sites internet ont également été créés: http://www.info-ist.fr,
http://www.planning-familial.org, http://www.sidaweb.com, http://www.sida-info-service.org,
http://www.hepatites-info-service.org...

Il existe aussi des lignes téléphoniques anonymes et gratuites d’information et
d’écoute : Sida Info Service (0 800 840 800), Hépatites Info Service (0 800 845 800), Ecoute,
sexualité, contraception (0 800 803 803)...
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VIII1.2 Dépistage des infections

Un meilleur dépistage, notamment chez les femmes qui sont souvent asymptomatiques
et contribuent & la propagation de la maladie, est un moyen de prévenir les infections a
gonocoque. Différents centres ont été créés a cet effet, mais les recommandations de dépistage

varient d’un pays a I’autre.

VIIL2.1 Centres de dépistage

Le dépistage des gonococcies, comme toute IST, est possible soit chez les médecins
libéraux (généralistes, gynécologues, urologues, dermatologues-vénérologues...), soit dans
des structures publiques

Environ 20 % des cas de gonococcies sont dépistées dans des centres publiques qui
peuvent étre : les CDAG (Centre de Dépistage Anonyme et Gratuit), les CIDDIST (Centre
d’Information, de Dépistage et de Diagnostic des IST) ou les CPEF (Centre de Planification et
d’Education Familial).

Les CDAG sont des centres impliqués dans la prévention et le dépistage du VIH, du
VHB et du VHC. Pour toute personne désirant une information ou un test de dépistage, une
consultation anonyme et gratuite est proposée avec un médecin. Celui-ci rend les résultats en
mains propres au patient et 1’oriente éventuellement pour une prise en charge adaptée.

Les CIDDIST sont des unités de prévention et de soin anonymes et gratuits assurant la
prise en charge de I’ensemble des IST depuis 2004. Ils permettent, comme les CDAG, de
dépister le VIH, le VHB et le VHC, mais également des IST plus spécifiques, grace a un
examen clinique et des tests biologiques. Les résultats sont remis par le médecin en mains
propres a ’intéressé, accompagnés éventuellement d’une prescription thérapeutique, d’une
orientation vers une prise en charge sanitaire ou sociale et d’une proposition de dépistage
et/ou de traitement des partenaires sexuels.

Les CPEF sont integrés aux centres de PMI (Protection Maternelle et Infantile). Ils
assurent des consultations médicales relatives a la contraception, diffusent des informations
de prévention portant sur la sexualité et 1’éducation familiale et assurent les entretiens
préalables a I’interruption volontaire de grossesse. La réalisation de frottis cervico-vaginaux,
la prescription de tests biologiques et de contraceptifs (pilule, stérilet, implant...) est possible
gréce a la présence d'un médecin. Les CPEF participent activement a la prévention et au
traitement des IST [43,50].
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VIIL2.2 Recommandations de dépistage

Les épidémies toujours actives des IST, notamment parmi les personnes séropositives
au VIH, incitent a une mobilisation en faveur du recours au dépistage des différents agents
infectieux. Des stratégies de dépistage doivent étre mises en place et intégrees les freins et
obstacles spécifiques a chaque population et maladie ciblées. Concernant les infections a
gonocoque, des recommandations de dépistage ont été proposées aux Etats-Unis et au niveau
européen.

Les recommandations aux Etats-Unis émanent essentiellement de I’USPTF (US
Preventive Task Force). Les recommandations de I’USPTF, reprises par le CDC, ont été
publiées en 2005 et réactualisées en 2008. Elles visent a mettre en place un dépistage ciblé
des infections uro-génitales a Neisseria gonorrhoeae. Ce dépistage est recommandé pour les
femmes considérées a haut risque : moins de 25 ans, antécédent de gonococcie ou d’IST,
nouveau partenaire ou partenaires sexuels multiples, utilisation inadaptée des préservatifs,
prostitution ou usage de drogues. L’USPTF ne donne pas d’avis concernant le dépistage des
infections a gonocoque chez ’homme a fort risque. Le dépistage systématique des infections
a gonocoque chez les hommes et les femmes considérées a faible risque d’infection n’est pas
recommandé [14,15,43].

Les recommandations européennes de 2001, élaborées conjointement par 1’TUSTI
(International Union against Sexually Transmitted Infections) et ’OMS, ont fait I’objet d’une
actualisation en juillet 2008. Les indications spécifiques relatives a I’identification de
I’infection a Neisseria gonorrhoeae en cas de signes cliniques sont : symptémes ou signes
d’écoulements urétraux chez ’homme, écoulement vaginal avec facteurs de risque d’IST (age
inférieur a 30 ans, nouveau partenaire sexuel), cervicite mucopurulente, orchi-épididymite
chez I’lhomme de moins de 40 ans, inflammation pelvienne aigué, conjonctivite purulente
chez le nouveau-né. Les indications spécifiques au dépistage de I’infection a Neisseria
gonorrhoeae, en I’absence de symptomatologie, sont : les jeunes adultes dépistés pour une
IST, les partenaires sexuels d’une personne ayant une IST ou une atteinte inflammatoire

pelvienne, les personnes ayant un nouveau ou de multiples partenaires [43].

En France, la Direction générale de la santé a demandé a I’HAS d’évaluer la
pertinence d’un programme de dépistage de l'infection a gonocoque et d’établir des
recommandations de bonnes pratiques pour les professionnels de santé en fonction des

populations ciblées : stratégies de dépistage, tests de dépistage, procédures diagnostiques,
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traitements... Une revue de la littérature n’a pas permis a I’HAS de répondre a cette demande
car certains critéres permettant de juger de la pertinence d’un programme de dépistage n’ont
pas été suffisamment évalués (place des techniques de biologie moléculaire, population
ciblée...) [43].

Pour pouvoir dépister un plus grand nombre de personnes asymptomatiques, les
prélevements non invasifs, comme les urines ou les auto-prélévements vaginaux, sont a
privilégier. Ces échantillons permettent de dépister la présence de gonocoque par les
techniques de biologie moléculaire qui ne nécessitent pas de germe viable. Elles sont mieux
acceptées et permettent aussi une meilleure participation au dépistage. Si les études publiées a
I’étranger décrivent une bonne sensibilité des ces méthodes, aucune donnée n’est cependant
disponible en France. Pour évaluer I’acceptabilité et la pertinence de I’'utilisation de cette
technique en France, une étude a été mise en place par le CNR des gonocoques de I’Institut
Fournier : un dépistage systématique des infections uro-génitales a Neisseria gonorrhoeae et
Chlamydia trachomatis par technique d’ARN amplifié sur des auto-prélevements est réalisé
chez des hommes et des femmes qui réalisent un bilan d’IST dans un CIDDIST et chez des

femmes de moins de 25 ans se présentant dans un CDAG ou dans un CPEF [43].

VII1.3 Vers un vaccin ?

Malgre ces différentes méthodes de prévention (campagnes d’information, centres de
dépistage...), les infections a gonocoque occupent encore une place importante dans les IST.
L’idéal, comme pour toute pathologie, serait la disposition d’un vaccin assurant d’une
protection efficace contre ces infections.

Mais les recherches pour le développement d’un vaccin contre le gonocoque, en cours
depuis plus de 30 ans, ont peu de succés jusqu’a présent. Deux facteurs expliquent ces
difficultés : la rapide variation antigénique des protéines de surface du gonocoque et la faible
réponse immunitaire induite. Une combinaison d’antigénes de gonocoque serait le meilleur

espoir pour le développement d’un vaccin [114].
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IX. Diagnostic bactériologique

Les prélevements nécessaires a la recherche de Neisseria gonorrhoeae présentent des
contraintes particuliéres, compte-tenu de la fragilit¢ du gonocoque, et difféerent selon la

méthode de diagnostic utilisée.

IX.1 Prélevements

IX.1.1 Sites des prelevements

Chez la femme, le préléevement se fait préférentiellement par écouvillonnage
endocervical puisque le gonocoque présente un tropisme préférentiel pour I’endocol. Le
prélevement vaginal est moins adapté a la culture, méme si du gonocoque peut se retrouver
dans le vagin suite a des écoulements provenant du col. Il est réalisé dans certains cas
particuliers (filles prépuberes et femmes hystérectomisées). Des études ont montré son intérét
en utilisation avec les techniques de biologie moléculaire [22,34]. Si les patientes présentent
un écoulement urétral, un prélevement au niveau du meat urinaire doit étre réalisé en plus.

Chez I’homme, un prélévement de 1’écoulement au niveau du méat urétral est effectué.
S’il n’y a pas d’écoulement purulent, un prélévement urétral est réalisé, préférentiellement le
matin avant toute miction ou toilette génitale, ou a défaut, aprés une abstention mictionnel
d’au moins deux heures. L’écouvillon est introduit sur deux a trois centimétres dans 'urétre
puis tourné pour recueillir des cellules épithéliales.

Pour les techniques d’amplification d’acides nucléiques, les urines du premier jet,
recueillies chez I’homme ou chez la femme, peuvent étre utilisées pour le diagnostic [83].

En cas de suspicion d’infection gonococcique au niveau d’autres sites, des
prélevements peuvent étre effectués au niveau pharyngé (par écouvillonnage des piliers de
I’amygdale), anal (par écouvillonnage sur deux a trois centimetres du canal anal), conjonctival
(par écouvillonnage de 1’écoulement), articulaire (par ponction de liquide), cutane (par

grattage de lésions ou biopsie) ou sanguin (par hémoculture) [6].
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IX.1.2 Ecouvillons et milieux de transport

Le choix de I’écouvillon dépend de la méthode de diagnostic utilisée.

Pour la culture, il faut utiliser des écouvillons en dacron car les écouvillons en coton
(hypochlorite...) et en alginate de calcium peuvent étre toxiques pour le gonocoque.

Pour les techniques de biologie moléculaire, des écouvillons spéciaux sont fournis
avec le test : il ne faut pas en effet qu’ils contiennent de potentiels inhibiteurs a la réaction

d’amplification [83].

La fragilit¢ du gonocoque impose un acheminement rapide au laboratoire et un
ensemencement immédiat sur milieux préchauffés a 37°C. En effet, dans des conditions
défavorables (variations de température, dessiccation...), le gonocoque présente une autolyse
spontanée avec sécrétion d’autolysines, enzymes actives sur le peptidoglycane (celles-ci ne
sont inactivées qu’a une température inférieure a -60°C).

L’utilisation d’un milieu de transport liquide ou gélosé est nécessaire pour
I’acheminement : milieu de Stuart (glycérophosphate de sodium, chlorure de calcium et acide
mercaptoacétique) ou milieu d’Amies (thioglycolate de sodium, tampon phosphate et sels de
chlorure) utilisé dans les écouvillons Portagerm®. Ils permettent une survie du gonocoque
pendant environ 24 heures, contrairement aux écouvillons secs en dacron ou la survie est de 4
heures en moyenne [6].

Ces précautions, qui s’averent nécessaires lorsqu’une culture doit étre réalisée, ne sont
pas utiles pour les écouvillons destinés a la biologie moléculaire puisque celle-ci ne nécessite

pas un germe viable pour ’amplification des acides nucléiques du gonocoque.

I1X.2 Méthodes de diagnostic

Seul le diagnostic direct du gonocoque (principalement par culture ou biologie
moléculaire) est réalisé en laboratoire. En effet, les infections génitales basses ne génerent pas
une production suffisante d’anticorps pour le développement d’un test sérologique sensible et
spécifique [44,83].
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1X.2.1 Culture

La culture reste la méthode de référence. Elle permet 1’isolement de la souche de
gonocoque et la réalisation d’un antibiogramme. Elle est actuellement la seule méthode de

diagnostic autorisée pour les cas médicolégaux.

v' Examen direct

Pour toute recherche de gonocoque réalisée en culture, un examen direct au
microscope est effectué a partir du prélevement et aprés coloration de Gram. La sensibilité de
I’examen direct d’un prélévement endocervical est de 30 a 65 % pour les cervicites. Elle
atteint plus de 95 % dans le prélevement urétral de I’homme infecté [68].

Les Neisseria sont des cocci a Gram négatif (0,7 x 1 um de diametre) en diplocoques
avec freguemment un aspect caractéristique en « grains de café », mais ils peuvent aussi se
présenter en tétrades. Neisseria gonorrhoeae, contrairement aux Neisseria commensales, est

généralement intracellulaire (figure 20) [26].

Figure 20 : Examen direct d’un écoulement purulent da a Neisseria gonorrhoeae (D’aprés [105])
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v" Milieux de culture et conditions d’incubation

Etant donné la fragilité du gonocoque, la culture nécessite des milieux riches. Deux
géloses complémentaires sont systématiquement ensemencées : un milieu riche non sélectif et
un milieu riche sélectif.

Le milieu riche non sélectif est une gélose chocolat au sang cuit, additionnée d’un
supplément vitaminique (annexe 3). Ce milieu, composée d’une base nutritive enrichie en
facteurs X (hémine) et V (NAD ou Nicotinamide Adénine Dinucléotide) apportés par
I’hémoglobine et le PolyViteX (ou IsoVitaleX), prévient la toxicité des acides gras et métaux

lourds contenus dans les géloses et répond aux exigences de certaines souches de gonocoque :
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présence de cystéine, de fer libre, de thiamine... [6] On parle de milieu non sélectif puisque,
ne contenant aucun antibiotique, il permet la croissance de toutes les souches bactériennes.
L’avantage est qu’il n’inhibe pas les 5 % de souches de gonocoques sensibles a la
vancomycine, mais, en cas de prélevement sur site plurimicrobien (vagin, rectum,
pharynx...), I’isolement du gonocoque peut s’avérer difficile.

Le milieu riche sélectif ou milieu de Martin Lewis (annexe 4) est le méme milieu que
celui décrit précédemment mais supplémenté en divers antibiotiques et antifongiques
(Vancomycine, Colistine, Amphotéricine B, Triméthoprime pour la gélose VCAT ou
Vancomycine, Colistine, Nystatine pour la gélose VCN). Ces antimicrobiens permettent
d’inhiber respectivement les bactéries Gram positif, les bacilles Gram négatif et les
champignons, et ainsi d’isoler plus facilement la souche de gonocoque [6,83].

Aprés I’ensemencement, ces différents milieux de culture sont incubés dans une

atmosphére enrichie en CO, (3 a 7 %), a une température de 35 a 37°C, pendant 24 a 48 h.

L’observation des colonies est un élément important de 1’identification. Neisseria
gonorrhoeae présente en 18 a 24 heures des colonies grisatres a bord régulier de 0,5 a 1 mm
de diamétre (figure 21). Ces colonies peuvent continuer de s’accroitre pendant un a deux jours
[6,83]. N. meningitidis développe aussi des colonies grisatres a bords réguliers, pouvant étre
muqueuses. La différenciation n’est pas possible a I’ceil nu. Les colonies des autres especes de
Neisseria sont plus grosses (elles mesurent de 1 a 1,5 mm en 18 a 24 heures) et sont
généralement pigmentées en jaune (N. flava, N. perflava, N. subflava). Pour certaines especes
(N. sicca), les colonies sont séches, plates, difficiles a dissocier.

Figure 21 : Culture de Neisseria gonorrhoeae sur milieu chocolat IsoVitaleX
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v" Identification de ’espéce
Apres observation des milieux de culture, une coloration de Gram est réalisée sur les
colonies suspectes. Les réactions d’oxydase et de catalase sont effectuées ainsi que des tests

complémentaires pour identifier la bactérie.

> Coloration de Gram, réactions d’oxydase et de catalase

A la coloration de Gram (figure 22), le gonocoque apparait sous forme de diplocoques
Gram négatif, comme toutes les espéces du genre Neisseria (a I’exception de N. elongata qui

apparait sous forme de petits bacilles).

Figure 22 : Coloration de Gram d’une colonie de Neisseria gonorrhoeae (objectif x100)
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Les réactions d’oxydase et de catalase sont réalisées : les Neisseria sont des bactéries
oxydase et catalase positives (a I’exception de N. elongata qui est catalase négative).

L’isolement d’un diplocoque Gram négatif oxydase et catalase positives sur un milieu
sélectif ensemencé a partir d’un prélévement uro-génital présume fortement d’une
gonococcie. L’affirmation du diagnostic nécessite cependant une confirmation, le plus

souvent biochimique et enzymatique [83].

> Tests biochimiques et enzymatiques

Neisseria gonorrhoeae peut étre différencié des autres especes de Neisseria,
Moraxella et Kingella par I’utilisation de tests biochimiques et enzymatiques, comme 1’étude
de la fermentation des sucres et de la présence de certaines enzymes.

Le tableau VII décrit les différents caractéres culturaux et biochimiques utiles pour
différencier les différentes espéces de Neisseria. On voit notamment que les souches de

gonocoque et de méningocoque utilisent toutes les deux le glucose mais se différencient par
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I’acidification du maltose et la présence d’une y-glutamyltransférase (y-GT), deux caracteres

positifs pour le méningocoque mais négatifs pour le gonocoque [26,83].

Tableau VII : Principaux caractéres culturaux et biochimiques des espéces du genre Neisseria

(D’apreés [26])

2E g &
3 § g 12| 3 Acidification des sucres 2 5 Réduction S| &8
Espéces |52 £ | S| T © |23 =8
23l 2 X 3 =S s Al g
S=| & | O © S
O E N o
GLU | MAL | SAC | LAC 2| NO;- | NO,-
GENRE NEISSERIA
Neisseria pathogénes
N.gonorrhoeae + 0 + | + + = - = = - - - - -
N.meningitidis + 0 + | + + + - - + - - -+ . _
N.lactamica + | (HI]+ ]+ + + - + - - + - -
N.polysacchareae | + | (+)J | + | + + + - - - + - T _ N
Neisseria commensales
N.subflava - +J + |+ + + - - + - - + - _
N.flava - ++J | + | + + + - - + - - + - _
N.perflava - )+ ]+ + + + - -+ + - + - N
N.sicca - -+ |+ + + + + - + + - + - -
N.mucosa - -+ |+ + + + + - + + + + - -
N.cinerea - ()] |+ - - - - - - - + - -
Neisseria exceptionnelles
N.canis - (B + |+ -+ - - - - - + - _ _
N.denitrificans - 0 + | + + - + - - + N + N _
N.flavescens - ++) | + | + - - - R -+ T N T N -
N.macacae - 0 + | + + + + - + + - + - -
N.elongata - 0 + | - -[+ - - - - - - + - N
GLU : glucose, MAL : maltose, LEV : levulose, SAC : saccharose, LAC : lactose, J : jaune

Pour cette différenciation, des galeries d’identification,

comme I’api NH®

(BioMérieux®) (annexe 5) ou la galerie Neisseria 4H® (Biorad®) (annexe 6), peuvent étre

utilisées. Leur principe repose sur l’utilisation, par les enzymes bactériennes, de substrats

désséchés dans les cupules d’une microplaque et réhydratés par 1’inoculum bactérien au

moment de 1’emploi.

Les galeries api NH® et Neisseria 4H® testent différents caractéres (13 et 10

respectivement) en trés peu de temps (deux et quatre heures respectivement). Sept caractéres

sont testés dans les deux galeries : I’utilisation de glucose (GLU), de maltose (MAL), de

fructose (FRU) et de saccharose (SAC), et la présence de p-galactosidase (BGAL pour
apiNH® /ONPG pour Neisseria 4H®), de lipase (LIP pour apiNH® /TRI pour Neisseria

4H®) et de y-glutamyltransférase (GGT).
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La galerie api NH® teste, en plus, la présence d’ornithine décarboxylase (ODC),
d’uréase (URE), de proline arylamidase (ProA), de phosphatase alcaline (PAL) et d’indole
(IND) (figure 23). La galerie Neisseria 4H® teste, elle, en plus, la réduction des nitrates
(NO,) et des nitrites (NOy) et la synthése des polysaccharides (PS) en 24h (figure 24).

D’autre part, la galerie api NH® permet de tester la présence d’une pénicillinase
(PEN) : le résultat disponible en méme temps que 1’identification de la souche peut ainsi étre

communiqué au médecin.

Figure 23 : Identification de Neisseria gonorrhoeae par galerie api NH®

Figure 24 : Identification de Neisseria gonorrhoeae par galerie Neisseria 4H®

> Autres méthodes d’identification

Les autres méthodes d’identification sont basées sur la liaison d’un anticorps
monoclonal avec un antigene gonococcique révélée par fluorescence ou par agglutination.
Elles ne sont pas recommandées en raison de nombreuses réactions croisées et restent tres peu

utilisées par rapport aux tests biochimiques et enzymatiques [13].

En résumé, 1’identification de Neisseria gonorrhoeae est établie sur les caractéres suivants :
- la croissance sur milieu sélectif de cocci a Gram négatif,
- les réactions d’oxydase et de catalase positives,

- I’acidification des sucres : seul le glucose est acidifié.
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v Conservation des souches et envoi au CNR

La conservation des souches peut se faire en gélose ascite (milieu nutritif faiblement
gélos¢ additionné d’ascite humaine) pendant 15 jours mais il vaut mieux utiliser la
lyophilisation et surtout la congélation a -80°C (en bouillon glycériné contenant du sérum de
cheval) qui, contrairement a la lyophilisation, ne présente pas de risque d’altération génétique
[6]. La durée de la conservation des souches est de plusieurs mois congelées a -80°C et de
plusieurs années si elles sont lyophilisées [93].

Les souches isolées doivent étre envoyées au CNR, pour permettre leur signalement au
réseau RENAGO. Une feuille de renseignements est jointe a I’envoi (annexe 1). Au CNR,
I’identification est confirmée par culture et un antibiogramme est réalisé. Le sérotypage des
souches de Neisseria gonorrhoeae est également réalisé pour la surveillance
épidémiologique : basé sur I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine I
de la membrane externe, il permet de séparer les souches en sérogroupes IA et IB puis
en sérovars. Le génotypage par NG-MAST (Neisseria Gonorrhoeae Multi Antigen Sequence
Typing) peut étre réalisé lors de cas groupés de gonocoques résistants ou de contexte
médicolégal. Il permet d’identifier les souches de méme origine par le séquencage de deux
génes codant pour des protéines de surface : le gene porB codant pour la protéine | et le géne
tbpB codant pour un récepteur du fer.

D’autres méthodes de typage sont décrites dans la littérature comme 1’auxotypage (basé
sur les nécessités nutritionnelles des souches), I’analyse du profil plasmidique, le typage du
géne opa, le ribotypage (analyse de I’ADN codant pour I’ARN ribosomal)... [10,83,93]

IX.2.2 Biologie moléculaire
Les tests de biologie moléculaire, utilisés pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae,

comprennent des tests par amplification d’acides nucléiques, de plus en plus répandus dans

les laboratoires, et des tests sans amplification par hybridation moléculaire, peu utilisés.

v' Amplification d’acides nucléiques
Depuis quelques années, en plus de la culture, de nouvelles techniques innovantes ont
vu le jour: les techniques d’amplification d’acides nucléiques de Neisseria gonorrhoeae.

Actuellement, plusieurs kits automatisés sont commercialisés (tableau VIII) et amplifient des
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cibles situés sur I’ADN ou I’ARN du gonocoque, grace aux techniques de PCR (Polymerase
Chain Reaction), SDA (Strand Displacement Amplification) et TMA (Transcription Mediated

Amplification). La détection se fait grice a des sondes d’hybridation détectées par

colorimétrie, fluorescence ou chemiluminescence [83,85]. Les sensibilités et spécificités

globales annoncées par les fabricants sont supérieures a 96 %. Certaines réactions croisées ont

été notifiées.

Tableau V111 : Comparaison des tests commercialisés pour 1’amplification d’acides

nucléiques du gonocoque (D’aprés les données fabricants)

Roche Abbott BD Gen-Probe
Cobas Amplicor RealTime ProbeTec ET Aptima Combo 2
CT/NG® CT/NG® CT/GC® CT/GC®
Automatisation oui oui oui oui
Molécule ADN ADN ADN ARN
amplifiée
- . géne de la \ géne de la
R el o2 méthyltansférase gene opa recombinase piv ARNIr 165
, Technique PCR PCR SDA TMA
d’amplification
sonde sonde sonde sonde
Systéme de d’hybridation d’hybridation d’hybridation d’hybridation
détection détectée par détectée par détectée par détectée par
colorimétrie fluorescence fluorescence chemiluminescence
.. urinaires, - urinaires,
i urinaires, A urinaires, A
Prélevements \ uretraux, . uretraux,
acceptes uretraux, endocervicaux uretraux, endocervicaux
endocervicaux . ’ endocervicaux i '
vaginaux vaginaux
Sensibilite 97.1% 97.8 % 96,0 % 97.8 %
globale
Specificite 98,9 % 98,9 % 98,8 % 98,9 %
globale
Réactions N. cinerea . e, N. cinerea . .,
. non identifiées . non identifiées
croisées ? N. subflava N. lactamica

Les principes de biologie moléculaire utilisés par ces tests (PCR, SDA et TMA) sont

deétaillés par la suite.
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» PCR (Polymerase Chain Reaction)

Le principe général de la PCR est I’amplification cyclique d’un segment d’ADN cible

(figure 25). Pour que la réaction de PCR puisse avoir lieu, le milieu réactionnel doit contenir
tous les éléments indispensables: I’ADN polymérase, les dNTPs (désoxyNucléotides
TriPhosphate), les amorces et du magnésium indispensable au bon fonctionnement de
I’enzyme et a I’incorporation correcte des précurseurs [5].

Un cycle de PCR est constitué de trois étapes :
- la dénaturation a 95°C de I’ADN (étape a) : elle consiste a séparer par la chaleur les deux
brins d’ADN appariés en rompant les liaisons hydrogene,
- I’hybridation entre 50 et 65 °C (étape b) des deux amorces oligonucléotidiques synthétiques
complémentaires a leurs régions cibles (bornes de la séquence a amplifier),
- I’élongation dans le sens 5°—3’ des amorces a 70°C (étape c) par une ADN polymérase
thermorésistante (souvent la Taq polymérase de la bactérie Thermus aquaticus) qui incorpore
les désoxynucléotides complémentaires de la séquence cible.

A la fin du premier cycle, deux copies de la séquence d’ADN cible sont obtenues
(étape d). Le nombre de copies est doublé a chaque cycle: 4 au deuxieme cycle, 8 au
troisieme cycle... [5,59,85]

Figure 25 : Principe général de la PCR (D’aprés [5])

ADN cible
5 e i e 3
3’ 5'
5 3
Dénaturation
3' Bk
@ - amorces
- v
a
5! 3’ O
3 5" Hybridation
Cycle 1
Elongation

La succession de ces cycles de PCR aboutit a une augmentation de la quantité¢ d’ADN

produit qui est exponentielle jusqu’a 15 a 20 cycles puis atteint un plateau (figure 26).
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Figure 26 : Formation d’amplicons par PCR (D’aprés [5])
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Classiquement, 1’analyse des produits amplifiés est effectuée de plusieurs maniéres :
gel (agarose ou acrylamide), technique de chromatographie... Récemment, de nouvelles
techniques d’analyse combinant la PCR et 1’analyse des produits amplifiés (PCR en temps
réel) sont apparues et sont de plus en plus répandues. Leur principe est fondé sur la détection
et la quantification d’un signal fluorescent émis par un fluorophore dont I’intensité d’émission
est directement proportionnelle a la quantité de produits amplifiés. Plusieurs systemes de
détection peuvent étre utilises : les agents intercalants comme le SYBR® Green ou les sondes
d’hybridation comme les sondes TagMan® ou les sondes FRET (Fluorescence Resonnance

Energy Transfert) [5,59].

> SDA (Strand Displacement Amplification)

La SDA permet également I’amplification cyclique d’un segment d’ADN cible, grace

a la présence d’amorces (B1/B2), d’une ADN polymérase (dépourvue d’activité
exonucléasique 5°—3”) et de dNTPs. Mais, contrairement a la PCR, ce processus est
isothermique et présente quelques particularités: une deuxiéme enzyme (I’enzyme de
restriction BsoBl), un deuxieme couple d’amorces (S1/S2 comportant, a leur extrémité 5°, une
séquence non complémentaire de la cible mais reconnue par 1’enzyme de restriction) et du
dATP modifié.

La premiére partie du processus de SDA consiste a la génération de la cible (figure
27). L’ADN est dénaturé (étape a) puis transféré au milieu réactionnel. Le milieu est porté a la
température optimale permettant 1’hybridation des amorces (étape b). L’ADN polymérase
effectue 1’extension des amorces par incorporation des dNTPs (étape c) : I’élongation des
amorces «externes » B1 et B2 permet de déplacer les brins néosynthétisés a partir des

amorces «internes» S1 et S2 puisque I’ADN polymérase, dépourvue d’activité
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exonucléasique, ne peut dégrader le brin faisant obstacle a son activité d’élongation et le
repousse. Le brin S déplacé monocaténaire (étape d) sert de matrice aux amorces (étape €) et
permet la synthése d’un nouveau brin S déplacé qui, aprés une nouvelle étape d’hybridation-
élongation (étape f), permet d’obtenir la cible nécessaire a 1’étape d’amplification, ¢’est-a-dire
une cible comportant & chaque extrémité les sites de coupure de 1’enzyme de restriction BsoBI
(étape g) [5,45,59].

Figure 27 : Géneération de la cible en SDA (D’aprés [5])
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La cible genérée (étape g) est le point de depart du processus d’amplification (figure
28). L’enzyme de restriction coupe partiellement son site de reconnaissance : en effet, le brin
néosynthétisé contient des dATPs modifiés et ne peut étre coupé (étape h). Cette coupure, qui
a lieu sur S1 ou S2, crée une nouvelle « amorce » a partir de laquelle I’ADN polymérase va
syntheétiser un nouveau brin et déplacer le brin coupé (étape i). Le brin déplacé est une copie
supplémentaire de la séquence cible et sert de matrice pour une nouvelle étape d’hybridation-

élongation (étape j) [5,45,59]...
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Figure 28 : Etape d’amplification de la SDA (D’aprés [5])
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> TMA (Transcription Mediated Amplification)
La TMA est un systeme d’amplification isothermique d’ARN (41°C) pouvant

également étre adapté pour amplifier de I’ADN (figure 29). Le milieu réactionnel contient, en
plus du tampon et du magnésium, des ribonucléotides, des dNTPs, deux couples d’amorces,
une ARN polymérase et une enzyme jouant a la fois le rdle de transcriptase inverse et de
RNAse.

La premiere étape consiste a la synthése d’un ADN double brin transcriptible en
ARNSs. Pour cela, I’amorce A, qui contient a son extrémité 5’ un site de fixation pour ’ARN
polymérase, s’hybride a I’ARN cible (étape a). La transcriptase inverse réalise 1’¢longation de
I’amorce A par incorporation de dNTPs (étape b) permettant 1’obtention d’un hybride
ARN/ADN. La RNAse dégrade ensuite ’ARN du duplex ARN/ADN et libere un ADN
simple brin (étape c). La seconde amorce (amorce B) peut alors s’hybrider (étape d). Son
élongation par la transcriptase inverse (étape e) permet d’obtenir un ADN double brin
comportant, grace a I’amorce A, un site promoteur de I’ARN polymeérase (étape f).

La seconde étape correspond a la phase d’amplification. L’ARN polymérase se fixe
sur I’ADN double brin et transcrit une série d’ARNSs (50 a 100 copies) a partir du promoteur
(étape g). Les ARNSs synthétisés servent a leur tour de matrice pour la synthése d’un ADN
double brin : hybridation de ’amorce B (étape h), transcription inverse (étape i), dégradation

du brin d’ARN par la RNAse (étape j), hybridation de I’amorce A (étape k), élongation par la
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transcriptase inverse (étape I) et synthése de nouvelles copies d’ARNs (étape m)...

processus est ainsi cyclique [5,59].

Figure 29 : Principe général de la TMA (D’aprés [5])
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v" Par sonde d’hybridation

Les tests avec sonde d’hybridation (Gen-Probe PACE 2® et Digene Hybrid Capture®)
sont des tests ne necessitant ni culture ni amplification d’acides nucléiques pour le diagnostic
du gonocoque. Le test Gen-Probe PACE 2® utilise une sonde ADN simple brin qui s’hybride
a I’ARN ribosomal du gonocoque. L hybridation provoque une réponse chemiluminescente
qui peut étre detectée au luminometre. Le test Digene Hybrid Capture® met en jeu une sonde
ARN qui s’hybride a I’ADN de Neisseria gonorrhoeae et est détectée par
chemiluminescence. Ces tests peuvent étre utilisés pour la détection du gonocoque dans les

échantillons urétraux et endocervicaux [13,83,85]. lls restent peu utilisés en France.

En résumé, la culture est, a I’heure actuelle, la méthode de référence pour la recherche
de Neisseria gonorrhoeae. Mais les nouvelles techniques de diagnostic par amplification
d’acides nucléiques de gonocoque sont de plus en plus utilisées.

Devant la description en 2008 par I’InVS d’une augmentation des gonococcies chez
les femmes en province entre 2005 et 2006 et la constatation d’un nombre stable de
gonocoques isolés a la maternité de Nancy (entre 0 et 1), notre étude a été mise en place pour
rechercher systématiqguement Neisseria gonorrhoeae par ces deux méthodes (culture et
biologie moléculaire) chez les patientes incluses dans le protocole. Les objectifs étaient de
s’assurer de la qualité des résultats de culture rendus par le laboratoire et d’évaluer I’intérét
d’une technique de biologie moléculaire (SDA) pour le diagnostic des infections & Neisseria

gonorrhoeae.
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PARTIE EXPERIMENTALE :
ETUDE DE 1165 PATIENTES
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I. Matériels et méthodes

.1 Population étudiée

La population étudiée, soit 1165 patientes majeures, a été définie grace a des criteres
d’inclusion et d’exclusion. Le nombre de sujets nécessaires pour mettre en évidence une
différence significative entre les deux techniques étudiées (culture et biologie moléculaire) a

été évalué entre 1000 et 1500 par une étude statistique préalable.

1.1.1 Criteres d’inclusion

Pour étre incluses, les patientes devaient avoir eu a la fois un prélévement endocervical
pour la recherche de Chlamydia trachomatis et un prélévement vaginal ou endocervical pour
I’analyse bactériologique classique (culture).

Les patientes incluses dans 1’étude venaient des cing services suivants de la maternité
régionale universitaire de Nancy :

- le PATUGO (Pdle d’Accueil et de Transfert des Urgences en Gynécologie et Obstétrique),
- les consultations de gynécologie,

- les consultations d’obstétrique,

- le CIDDIST,

- le CPEF.

1.1.2 Criteres d’exclusion

Les jeunes femmes mineures et les prélévements effectués dans le cadre d’une
réquisition de police (agression sexuelle) n’ont pas été inclus dans 1’étude.

Les patientes provenant d’autres hopitaux nancéens ont été exclues de ce protocole car
les échantillons utilisés pour la culture ne sont pas adressés au laboratoire de la maternité et

les renseignements démographiques et cliniques sont moins facilement accessibles.
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.2 Echantillons

D’apres les critéres d’inclusion et d’exclusion, les patientes avaient bénéficié de deux
prélevements : un prélevement endocervical pour la recherche de Chlamydia trachomatis et

un prélévement vaginal ou endocervical pour la culture.

Le prélévement endocervical pour la recherche de Chlamydia trachomatis a été réalisé
sur écouvillon en polyuréthane BD ProbeTec ET® (Beckton Dickinson), spécialement
recommandé pour I’amplification de I’acide nucléique de Chlamydia trachomatis sur le
systeme BDProbeTec ET®. Cet écouvillon permet de rechercher a la fois Chlamydia
trachomatis et Neisseria gonorrhoeae grace a un test combiné commercialisé par Beckton
Dickinson et marqué CE : BD ProbeTec ET CT/GC®. Les écouvillons, une fois prélevés, se
conservant pendant 4 a 6 jours a une température comprise entre 2 et 27°C, le test de biologie
moléculaire n’a pas été réalisé extemporanément mais par série, deux fois par semaine,

indépendamment du nombre d’échantillons.

L’écouvillon BD ProbeTec ET® n’étant pas adapté a la culture, le préléevement
vaginal ou endocervical dédié a la culture devait étre réalisé avec un écouvillon en dacron
avec milieu de transport Portagerm® permettant la survie du gonocoque. Pour disposer d’un
plus grand nombre de prélévements endocervicaux pour la culture, un courrier (annexe 7) a

été envoyé aux cadres des services préleveurs.

.3 Techniques de mise en évidence de Neisseria gonorrhoeae

Dés réception au laboratoire de microbiologie, la conformité des préléevements est
verifiée : feuille de demande correspondante, délai d’acheminement, critéres d’inclusion et
d’exclusion. Les écouvillons en dacron sont achemines vers la paillasse d’ensemencement et

les écouvillons BD ProbeTec ET® vers le secteur de biologie moléculaire.
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1.3.1 Culture

Pour la culture, seuls les écouvillons arrivés dans un délai inférieur a 24 heures,
compatible avec la survie du gonocoque dans le milieu Portagerm®, sont inclus dans le
protocole. Dans le cas contraire, une feuille de non-conformité est réalisée et la patiente est

exclue de 1’étude.

Pour chaque patiente, deux écouvillons sont généralement préleves au niveau vaginal
ou au niveau endocervical :
- un des deux écouvillons permet la réalisation de trois lames (coloration de MGG, coloration
de Gram, état frais),
- le deuxiéme écouvillon est ensemence sur cing geloses (chocolat IsoVitaleX, Martin Lewis,
Columbia ANC, EMB, Sabouraud).

Comme nous ’avons vu dans la partie « Diagnostic », la gélose chocolat IsoVitaleX
(Beckton Dickinson) (annexe 3) est un milieu riche non sélectif permettant une vision
d’ensemble de la flore bactérienne puisque toutes les bactéries (y compris le gonocoque) y
cultivent.

La gélose chocolat Martin-Lewis (Beckton Dickinson) (annexe 4) permet la croissance
sélective de Neisseria gonorrhoeae et a été ensemencée en supplément pour 1’étude.

La gélose Columbia ANC au sang de mouton (Oxoid) (annexe 8) est un milieu sélectif
ne permettant que la croissance des bactéries Gram positif puisque 1’ajout d’acide nalidixique
et de colistine dans la gélose inhibe toute bactérie Gram négatif.

La gélose EMB (Beckton Dickinson) (annexe 9) est un milieu sélectif permettant
uniquement la croissance des bacilles Gram négatif (entérobactéries, Pseudomonas) car
I’adjonction d’éosine et de bleu de méthylene inhibe les bactéries Gram positif.

La gélose Sabouraud (annexe 10) est un milieu spécifique pour la croissance des
levures.

Si une flore anaérobie et/ou des clue-cells sont observées a la coloration de Gram, une
gélose Columbia (Biomérieux) (annexe 11) et/ou une gelose Gardnerella (Beckton Dickinson)
(annexe 12) sont également ensemencees. Elles permettent respectivement la croissance des

germes anaérobies et de Gardnerella vaginalis grace a une incubation a 37°C dans un sac
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générateur de gaz produisant une atmosphére adaptée a la culture des bactéries anaérobies ou

microaérophiles.

Les géloses ensemencées sont incubées soit dans une étuve a 37°C sous atmosphére
aérobie pour les géloses EMB et sabouraud ou dans un sac GasPak EZ® (BD) pour les
géloses Columbia et Gardnerella, soit dans une étuve a 5 % de CO, pour les géloses chocolat
IsoVitaleX, Martin Lewis et Columbia ANC. Elles sont observées une premiere fois a 24
heures d’incubation puis une deuxiéme fois a 48 heures d’incubation, sauf les milieux en

anaérobiose observés a partir de 48 heures minimum d’incubation.

En cas de colonies suspectes pour la recherche de gonocoque, c¢’est-a-dire des colonies
grisatres ou beiges a bord régulier sur géloses chocolat IsoVitaleX ou Martin Lewis, une
coloration de Gram, une oxydase et une catalase sont réalisées. En cas de cocci Gram négatif,
oxydase et catalase positives, une galerie api NH® (Biomérieux) est ensemencée a partir
d’une suspension bactérienne a 4 de McFarland (annexe 5). Celle-ci permet en deux heures de
différencier Neisseria gonorrhoeae et autres Neisseria. S’il s’agit bien d’un gonocoque, ce
résultat ainsi que la présence ou non d’une pénicillinase (détectée par la galerie api NH®)

sont téléphonés au médecin.

Un antibiogramme est réalisé a partir d’une culture de 24 heures sur gélose chocolat
IsoVitaleX selon les recommandations du CA-SFM : une ou plusieurs colonies strictement
identiques sont utilisées pour réaliser une suspension bactérienne dans du tampon PBS
(Phosphate Buffer Saline) a une densité a 1 de McFarland. La gélose est inondée a partir
d’une dilution au 1/100 ou d’une solution ajustée a 0,5 de McFarland. Les disques
d’antibiotiques (céfalotine, spectinomycine, acide nalidixique, doxycycline) ou les bandelettes
E-test® (pénicilline G, azithromycine, ciprofloxacine) sont déposés sur la gélose. Aprés 24 h
d’incubation (ou 48 h si nécessaire) dans une étuve a 37°C sous 5 % de CO,, les diamétres
d’inhibition sont lus et interprétés selon les recommandations du CA-SFM (figure 30).
L’amoxicilline est interprétée sensible en ’absence de pénicillinase et résistante si une
pénicillinase est présente. Si le diamétre de 1’acide nalidixique est inférieur a 25 mm, les CMI

de I’ofloxacine et de la ciprofloxacine sont déterminées.
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Figure 30 : Fiche d’interprétation de I’antibiogramme de Neisseria gonorrhoeae
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1.3.2 Biologie moléculaire (BD ProbeTec ET CT/GC®)

Pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire, le systeme BD
ProbeTec ET® a été choisi puisqu’il est déja utilisé en routine au laboratoire pour la
recherche de Chlamydia trachomatis. 1l était ainsi moins colteux et plus simple de réaliser la
recherche de gonocoque sur ce méme automate grace a I’utilisation d’un test combiné CT/GC
permettant de rechercher simultanément Neisseria gonorrhoeae et Chlamydia trachomatis.

L’¢écouvillon BD ProbeTec ET® dédi¢ a la biologie moléculaire, a permis ainsi, pour
chaque patiente, de rechercher dans deux micropuits distincts, Chlamydia trachomatis (CT) et

Neisseria gonorrhoeae (GC), a partir du méme écouvillon.
v Protocole d’utilisation du kit BD ProbeTec ET CT/GC®
Le systeme BD ProbeTec ET® est une méthode semi-automatisée permettant de tester
30 patientes dans chaque série. Le protocole d’utilisation du test (figure 31) inclut des étapes

manuelles et automatiques.

Figure 31 : Protocole d’utilisation du test BD ProbeTec ET CT/GC® (D’aprés [45])
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- Préparation de I’échantillon :
Les écouvillons BD ProbeTec® utilisés pour le prélevement sont exprimeés pendant 5 a
10 secondes par écrasement contre la paroi d’un tube de diluant fourni dans le test et
contenant du phosphate de potassium, du DMSO (diméthylsulfoxide), du glycérol, du
polysorbate 20 et 0,03 % de Proclin (conservateur). Puis le tube contenant la suspension est
rebouché et vortexé pendant 5 secondes. Il peut étre conservé entre 2 et 8°C pendant une nuit

(ou a température ambiante pendant 6 heures).

- Etapedelyse:

Les tubes de suspension sont disposés sur un portoir avec les contrdles positif et
négatif, et incubés 30 min dans le bloc chauffant de lyse a 114°C. Pendant cette étape, les
bactéries sont lysées, ce qui permet de retrouver leur ADN libre dans 1I’échantillon. Puis les
tubes de suspension sont enlevés du bloc chauffant et mis a température ambiante pendant 15
min (jusqu’a 6 h) pour les laisser refroidir.

- Etape d’amorcage :

Les tubes refroidis sont débouchés : pour chaque patient, 150 pL de suspension sont
transférés dans chaque puits d’amorgage (un pour la recherche de Chlamydia trachomatis, un
pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae et un pour le témoin d’amplification). Les puits
d’amorgage contiennent, sous forme lyophilisée, les 4 amorces d’amplification spécifiques du
géne de la recombinase piv, la sonde d’hybridation couplée a un marqueur fluorescent, les
dNTPs et d’autres réactifs (tampons et stabilisants) nécessaires a I’amplification par
déplacement de brins (SDA). La plaque d’amorgage est recouverte d’un couvercle protecteur
et incubée 20 min (jusqu’a 6 h) a température ambiante pour permettre la réhydratation
complete des réactifs lyophilisés. Puis la plaque est placée dans le bloc chauffant d’amorgage

a 72,5°C et incubée pendant 10 min exactement.

- Etape d’amplification :

A partir de chaque puits d’amorgage, 100 pL de suspension sont transférés dans un
puits de la plagque d’amplification préchauffée 10 min a 54°C. Les puits d’amplification
contiennent, sous forme lyophilisée, les deux enzymes nécessaires a la SDA (une ADN
polymérase et une enzyme de restriction) ainsi que des dNTPs, des tampons et des
stabilisants. La plaque d’amplification est scellée par du film autocollant transparent pour

empécher la contamination, puis immediatement placée dans le systeme BD ProbeTec®, un
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lecteur de fluorescence thermorégulé qui évalue la génération de produits amplifiés dans
chaque puits pendant 60 min.

- Conservation :
Les écouvillons peuvent étre conservés pendant un an a -80°C et les suspensions
lysées pendant une semaine a -40°C. Ainsi, lorsqu’un contréle est nécessaire, on reteste d’une
part la suspension lysée (en repassant toutefois par 1’étape de lyse) et d’autre part une

nouvelle suspension réalisée a partir du prélevement initial.

v Expression des résultats

Les résultats du test sont exprimés par un score MOTA (Method Other Than

Acceleration), utilisé pour évaluer la grandeur du signal généré en réponse a la réaction.

Pour valider la série, un contréle positif et un contréle négatif sont intégrés : le
contrdle positif (contenant 250 exemplaires de plasmide linéarisé pGC10) doit avoir un score

MOTA supérieur ou égal a 2000 et le contrdle négatif un score MOTA inférieur a 2000.

Pour valider chaque résultat, un contrdle d’amplification (AC) est testé pour chaque
échantillon (et contrdle) dans un troisieme micropuits. Il doit présenter un score MOTA
supérieur ou égal a 1000. En effet, les puits de contrdle d’amplification, qui contiennent au
moins 1000 exemplaires de plasmide linéarisé pGC10, doivent étre amplifiés dans la matrice
d’échantillon. Si un inhibiteur d’amplification est présent dans 1’échantillon, il sera détecté

grace a ce controle.

Chaque échantillon inhibé (score MOTA du témoin d’amplification inférieur a 1000)
ou equivoque (score MOTA entre 2000 et 9999) est controlé dans la série suivante. D’autre
part, pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae, chaque résultat positif (score MOTA
supérieur a 10 000) a également été controlé. Ces contréles ont été faits a partir de
I’écouvillon primaire en double (suspension lysée initiale et nouvelle suspension lysée) et/ou

a partir d’un nouveau prélévement.
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Le fabricant souligne des réactions croisées avec Neisseria cinerea et Neisseria

lactamica pour le test de détection BD Probe Tec® ET pour la recherche du gonocoque.

Lorsque I’incidence de la maladie est faible ou lorsque le tableau clinique ou les facteurs de

risque du patient ne sont pas évocateurs d’une infection a gonocoque, le fabricant conseille

d’évaluer avec circonspection le résultat positif et d’utiliser éventuellement d’autres méthodes

de test selon les recommandations du CDC.

L’interprétation des résultats en fonction des scores MOTA est résumée dans le

tableau IX.

Tableau IX : Interprétation des résultats en fonction des scores MOTA de Chlamydia

trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (GC) et du contréle d’amplification (AC)

Score MOTA
CT ou GC

Score MOTA
AC

Interprétation

Résultat

>10 000

indifférent

ADN détecte par SDA : positif pour
CT/GC. La viabilité et/ou I’infectivité de
CT/GC ne peut pas étre affirmée car
I’ ADN cible peut avoir persisté en

I’absence de bactérie viable.

Positif

2 000 — 9999

indifférent

ADN détecté par SDA : présence probable

de CT/GC, des tests complémentaires

peuvent s’avérer utiles pour le confirmer.

Faiblement
positif

<2000

>1000

ADN non détecté par SDA : présumé
négatif pour CT/GC. N’écarte pas la

possibilité d’une infection, le résultat étant
conditionné par la qualité du prélevement
et la présence d’une quantité suffisante

d’ADN a détecter.

Négatif

<2000

<1000

Inhibition de I’AC : échantillon inhibiteur.

La présence de CT/GC ne peut étre

détectée. Renouveler le test.

Indéterminé
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1. Résultats

1.1 Population étudiée

Durant notre étude, 1165 patientes ont été incluses de mi-mars & mi-décembre 2009

(soit 9 mois).

[1.1.1 Age des patientes

L’age des patientes est distribué de fagon non gaussienne avec une médiane a 28 ans.

Les patientes de plus de 40 ans sont trés faiblement représentées (6,2 %) (figure 32).

Figure 32 : Distribution de 1’age des patientes incluses dans 1’étude
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11.1.2 Services d origine

Les patientes sélectionnées ont été prélevées en majorité au service des urgences de la
maternité ou PATUGO (62,7 %). Trés peu de patientes provenaient du CPEF (1,6 %) ou du
CIDDIST (0,3 %) de la maternité (figure 33).

Figure 33 : Répartition des services prescripteurs sélectionnés pour I’étude
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OPATUGO
BGynécologie
OObstétrique
OCPEF

oCIDDIST

1.2 Nature des prélevements

1165 patientes ont eu un prélevement endocervical sur écouvillon BD ProbeTec® pour
recherche de Chlamydia trachomatis en biologie moléculaire.
Parmi ces 1165 patientes, 906 ont eu un prélevement vaginal (77,8 %) et 259 un

prélevement endocervical (22,2 %) pour culture.

Par ailleurs, 1053 patientes (90,4 %) ont été prélevées pour la recherche de

mycoplasmes (Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma hominis).
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1.3 Germes identifiés

11.3.1 Par biologie moléculaire (BD ProbeTec ET CT/GC®)

Au total, parmi les 1165 patientes de 1’¢tude, 41 (soit 3,5 %) ont été détectées positives
a Neisseria gonorrhoeae et/ou Chlamydia trachomatis (figure 34) :
- 36 patientes étaient positives a Chlamydia trachomatis,
- 4 patientes ont été détectées positives a Neisseria gonorrhoeae,

- 1 patiente a été détectee positive pour les deux germes.

Figure 34 : Pourcentage de Neisseria gonorrhoeae et/ou Chlamydia trachomatis détectées

parmi les 1165 patientes de 1I’étude

0,3%

Daucun germe
mCT
O NG

ONG+CT

NG : Neisseria gonorrhoeae, CT : Chlamydia trachomatis

v" Neisseria gonorrhoeae

5 patientes ont été détectées positives a Neisseria gonorrhoea (0,4 %) par biologie
moléculaire (score MOTA GC supérieur a 10 000) dans 3 séries différentes :
- la patiente 1 dans une série (juin 2009),
- la patiente 2 dans une série (septembre 2009),
- les patientes 3, 4 et 5 dans une méme série (novembre 2009).

Des controles ont été effectués soit a partir de 1’échantillon initial (premiére
suspension lysée et nouvelle suspension lysée), soit a partir d’un nouveau prélévement réalisé

par le service. Les contrdles des patientes 1, 2, 3 et 4 présentaient un score MOTA GC
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supérieur a 10 000. Les contrdles de la patiente 5 étaient positif (a partir de la premiére

suspension lysée) ou équivoque (a partir d’une nouvelle suspension) (tableau X).

Tableau X : Scores MOTA GC obtenus pour les cing patientes positives a Neisseria
gonorrhoeae par le test BD ProbeTec ET CT/GC®

Prélevement initial
SCORES Analysedu | Controledela | Controle d’une | Prelevement(s)
MOTA GC prélévement suspension nouvelle de controle
initial lysee suspension

Patiente 1 25144 23767 25373 21064 / 23614
Patiente 2 14443 non réalisé non réalisé 32014
Patiente 3 27743 29212 39217 non demandé
Patiente 4 20568 23427 30540 non demandé
Patiente 5 21619 24588 2247 non demandé

Une autre patiente a été détectée dans la zone équivoque au premier passage (score
MOTA GC a 4617) mais les deux contrbles effectués se sont avérés négatifs (scores MOTA
GC a 1146 et 15).

Enfin, 10 échantillons (0,8 %) ont été inhibés au premier passage (score MOTA AC
inférieur a 1000). Le contrble effectué en double exemplaire (premiére suspension lysée et
nouvelle suspension lysée) a permis de rendre un résultat négatif pour ces 10 patientes, le
controle d’amplification étant supérieur a 1000 & partir de la nouvelle suspension et, pour 3

échantillons, a partir de la premiere suspension.

v' Chlamydia trachomatis

Parmi les 1165 patientes, 37 patientes (3,2 %) ont été détectées positives a Chlamydia
trachomatis en biologie moléculaire, la majorité de ces patientes (78,4 %) ayant entre 18 et 25
ans. Elles ont été prélevées pour la plupart au PATUGO (64,9 %) ou en consultation de

gynécologie (21,6 %).
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11.3.2 Par culture

En plus de la recherche de Neisseria gonorrhoeae, la culture a permis de mettre en
évidence d’autres germes comme Gardnerella vaginalis, Candida sp., Ureaplasma

urealyticum et/ou Mycoplasma hominis.

v Neisseria gonorrhoeae

La mise en culture des prélevements vaginaux ou endocervicaux sur géloses chocolat

IsoVitaleX et chocolat VCAT n’a permis d’isoler aucun Neisseria gonorrhoeae.

v' Autres germes

Sur les 1165 patientes, la culture a mis en évidence :

e 18 vaginoses a Gardnerella vaginalis (1,5 %). Ces 18 patientes, majoritairement agées
de 18 a 25 ans (61,1 %), ont été pelevées soit au PATUGO (44,4 %) soit en
consultation de gynécologie (44,4 %).

e 121 mycoses a Candida sp. (10,4 %) chez des patientes appartenant soit a la classe
d’age des 18-25 ans (51,2 %), soit a la classe d’age des 26-35 ans (42,1 %). Les
services d’origine étaient le PATUGO (64,5 %), les consultations d’obstétrique
(17,4%) ou de gynécologie (14,9 %).

Sur les 1053 patientes ayant bénéficié d’une recherche de mycoplasmes :

e 163 (15,5 %) ont été détectées positives a Ureaplasma urealyticum et/ou Mycoplasma
hominis & une concentration supérieure ou égale au seuil (10* UFC/mL). Les patientes,
ageées soit de 18 a 25 ans (47,9 %) soit de 26 a 35 ans (41,7 %), provenaient du service
du PATUGO (65,6 %), des consultations d’obstétrique (19,0 %) ou de gynécologie
(14,7 %).
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11.3.3 Co-infections

Sur les 1165 patientes, 40 (3,4 %) étaient co-infectées :

- 1 patiente présentait trois germes (Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum et

Candida albicans),

- 39 patientes présentaient deux germes (tableau XI)

Tableau Xl : Répartition des co-infections chez les 39 patientes présentant deux germes

N.gonorrhoeae | C.trachomatis | G.vaginalis | Candida sp. | UU et/ou MH*
N.gonorrhoeae 1 0 1 0
C.trachomatis 1 2 3 11
G.vaginalis 0 2 1 6
Candida sp. 1 3 1 14
UU et/ou MH* 0 11 6 14

UU = Ureaplasma urealyticum, MH = Mycoplasma hominis

*sur les 1053 patientes prélevées pour une recherche de mycoplasmes

Parmi les 5 patientes détectées positives a Neisseria gonorrhoeae :

e 2 patientes présentaient un autre germe (1 Chlamydia trachomatis et 1 Candida sp.).

Parmi les 37 patientes positives a Chlamydia trachomatis :

e 17 patientes présentaient un autre germe (1 Neisseria gonorrhoeae, 2 Gardnerella

vaginalis, 3 Candida sp. et 11 mycoplasmes*),

e 1 patiente présentait deux autres germes (Candida sp. et Ureaplasma urealyticum®).

(*parmi les 37 patientes positives a Chlamydia trachomatis, 28 ont été prélevées pour une recherche de

mycoplasmes)

Parmi les 18 patientes positives a Gardnerella vaginalis :

e 9 présentaient un autre germe (2 Chlamydia trachomatis, 1 Candida sp., 6

Ureaplasma urealyticum et/ou Mycoplasma hominis*).

(* parmi les 18 patientes positives a Gardnerella vaginalis, 14 ont été prélevées pour une recherche de

mycoplasmes)
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Parmi les 121 patientes positives a Candida sp. :
e 19 présentaient un autre germe (1 N. gonorrhoeae, 3 C. trachomatis et 1 G. vaginalis,
14 mycoplasmes*),
e 1 nprésentait deux autres germes (Chlamydia trachomatis et Ureaplasma
urealyticum®).

(* parmi les 121 patientes positives a Candida sp., 108 ont été prélevées pour une recherche de mycoplasmes)

Parmi les 163 patientes positives a mycoplasme (Ureaplasma urealyticum et/ou Mycoplasma
hominis)* :
e 31 patientes présentaient un autre germe (11 Chlamydia trachomatis, 6 Gardnerella
vaginalis, 14 Candida sp.),
e 1 patiente présentait deux autres germes (Chlamydia trachomatis et Candida

albicans).

(* 1053 patientes ont été prélevées pour une recherche de mycoplasmes)

Au total, concernant les germes étudiés (Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Gardnerella vaginalis, Candida sp., mycoplasmes), 862 patientes sur 1165
patientes ne présentaient aucune germe (74,0 %). 263 patientes étaient infectées par un germe
(22,6 %), 39 patientes par deux germes (3,3 %) et une patiente par trois germes (0,1 %)
(tableau XII).

Tableau XI1 : Nombre de germes identifiés chez les patientes sélectionnées dans 1’étude

Patientes Présence de germe(s) Aucun TOTAL
1 2 B germe
263 39 1
Nombre 862 1165
303
22,6 % 3,3% 0,1%
Pourcentage 74,0 % 100,0 %
26,0 %
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1.4 Cas clinigues des 5 patientes détectées positives a Neisseria

gonorrhoeae en biologie moléculaire

Les dossiers cliniques des cing cas discordants (patientes détectées positives a
Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire, mais négatives en culture) sont présentés ci-

dessous.

v’ Patiente 1

Cette patiente de 19 ans, d’origine guadeloupéenne, est mére d’un enfant né en 2008.
Elle présente un tabagisme actif a plus de 10 cigarettes par jour, mais pas de toxicomanie. En
juin 2009, la patiente se présente au PATUGO pour douleurs pelviennes aigués et nausées
d’apparition récente. A I’examen clinique, la patiente est subfébrile (37°6), elle ne présente
pas de signe fonctionnel urinaire ni de trouble du transit et I’abdomen est sensible en sus
pubien. Au spéculum, aucun saignement, aucune lésion cervico-vaginal et aucune
modification des leucorrhées ne sont observés. Une douleur a la mobilisation utérine est notée
et des masses latéro-utérines sont palpées au toucher vaginal. Un prélevement vaginal est
réalisé pour mise en culture, ainsi qu’un prélévement endocervical pour recherche de
Chlamydia trachomatis. La B-hCG est négative, par contre un syndrome inflammatoire est
mis en évidence au bilan biologique (CRP = 35,7 mg/L). L’échographie réalisée met en
évidence un pyosalpynx bilatéral. Un traitement antibiotique est instauré par amoxicilline +
acide clavulanique (Augmentin®) 1g 3x/j et ofloxacine (Oflocet®) 500mg 3x/j. Aprés 4 jours
d’antibiothérapie, une opération est réalisée par voie coelioscopique : une incision et un
drainage des deux trompes sont effectués et permettent 1’évacuation de pus endo-tubaire.

Au prélevement vaginal, aucun germe pathogene n’est retrouvé en culture. Par contre,
en biologie moléculaire, le prélevement endocervical est détecté et contrblée positif a
Neisseria gonorrhoeae et Chlamydia trachomatis. Les prélévements de contrdle (liquides de
pyosalpynx gauche et droit) sont également positifs a ces deux bactéries en biologie
moléculaire mais stériles en culture. Malgré la discordance des résultats de culture et de
biologie moléculaire, le contexte clinique (pyosalpynx) est en faveur d’une chlamydiose et
d’une gonococcie. Un traitement antibiotique est instauré par Doxycycline® pendant 14 jours
et par Rocéphine® 500 mg en une injection IM. Un traitement par Zithromax® 1g en une

prise et Rocéphine® 500 mg en une injection 1M est instauré chez le partenaire sexuel.
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v’ Patiente 2

Cette patiente de 29 ans, jeune maman d’origine sénégalaise, présente dans ses
antécédents médicaux deux interruptions volontaires de grossesse (1999-2000) et une
salpyngite (2000). La patiente se présente au PATUGO en septembre 2009 pour douleurs
pelviennes persistantes depuis 15 jours, associées a des métrorragies. Elle évoque un rapport
sexuel a risque un mois auparavant. A I’examen clinique, la patiente est apyrétique et présente
un abdomen souple et indolore. Au toucher vaginal, des douleurs pelviennes latéralisées a
gauche sont observées. Son stérilet, en place depuis 3 ans, est retiré et des préléevements sont
réalisés : un prélévement endocervical pour la recherche de Chlamydia trachomatis et un
préléevement vaginal pour mise en culture. La B-hCG est négative mais le bilan biologique met
en évidence un syndrome inflammatoire avec une CRP a 150 mg/L ainsi qu’une
hyperleucocytose a 16 G/L. L’échographie réalisée montre une masse latéro-utérine gauche
entre I'utérus et 1’ovaire gauche, évocatrice d’un pyosalpynx gauche. Un traitement par
amoxicilline + acide clavulanique (Augmentin®) 1g 3x/j et ofloxacine (Oflocet®) 200 mg
2x/j en IV avec un relais per os apres 72 heures est instauré pour un total de 6 semaines. La
patiente sort aprés 4 jours d’hospitalisation.

La présence de Neisseria gonorrhoeae est détectée par biologie moléculaire sur le
prélevement endocervical. Mais la bactérie ni aucun germe pathogéne ne sont retrouvés a la
culture du prélevement vaginal. Devant ce contexte clinique, un prélévement endocervical de
contréle est demandé : Neisseria gonorrhoeae est a nouveau détecté en biologie moléculaire,
mais la culture est toujours négative. Malgré la discordance des résultats de culture et de
biologie moléculaire, le contexte clinique (suspicion de pyosalpynx) est en faveur d’une
gonococcie. Le dossier de la patiente ne mentionne cependant pas la mise en route d’un
traitement anti-gonococcique.

Une coelioscopie a été réalisée aprés les 6 semaines d’antibiothérapie et montrait un
utérus d’aspect normal, des trompes relativement tortueuses de facon bilatérales mais sans

aspect d’hydrosalpynx ni de pyosalpynx.

v Patiente 3

Cette patiente de 26 ans, mére d’un enfant né en 2007, ne présente aucun antécédent
médical. En novembre 2009, la patiente se présente au PATUGO pour algies pelviennes
prédominant au niveau de I’hypochondre gauche et de la fosse iliaque droite et évoluant

depuis plusieurs jours. A I’examen clinique, la patiente est apyrétique et normotendue. Au

84



spéculum, aucun saignement et aucune leucorrhée inhabituelle ne sont observés. Le toucher
vaginal est douloureux, principalement a la mobilisation utérine et du coté latéro-utérin droit.
Un prélevement endocervical pour recherche de Chlamydia et un prélevement vaginal pour
mise en culture sont réalisés. La B-hCG est négative mais le bilan biologique montre un
syndrome inflammatoire avec une CRP a 140 mg/L. A I’échographie, aucun signe en faveur
d’une salpyngite n’est observé. Son dispositif intra-utérin, posé en 2007, est retiré et un
traitement antibiotique est instauré par amoxicilline + acide clavulanique (Augmentin®) 1g
3x/jour et ofloxacine (Oflocet®) 200 mg 2x/j en 1V avec un relais per os aprés 48h, pour une
durée totale de 10 jours. Le diagnostic d’endométrite sur sterilet est retenu. La patiente rentre
a domicile apres 3 jours d’hospitalisation.

La culture du prélévement vaginal n’a mis aucun germe pathogéne en évidence. Mais
le prélévement endocervical réalisé chez cette patiente a été détecté positif a Neisseria
gonorrhoeae en biologie moléculaire. Un prélévement de contrdle n’est pas réalise, la patiente
étant déja rentrée a domicile. Devant une probable contamination croisée (les échantillons des
patientes 3, 4 et 5 ont été détectées positives dans la méme série et étaient disposées cote a
cote sur la plaque d’amplification), 1’amplification de Neisseria gonorrhoeae en biologie

moléculaire n’a pas été notifiée sur le compte-rendu.

v’ Patiente 4

Cette patiente de 20 ans est régulierement suivie au CPEF de la maternité de Nancy.
Dans ces antécédents médicaux, on note, en 2009, une interruption volontaire de grossesse,
une infection vaginale suite a 1’oubli d’un tampon coincé a I’occasion de rapports sexuels et
des infections urinaires a répétition dont une pyélonéphrite en octobre traitée par Bactrim®
pendant 14 jours. Mi-novembre 2009, la patiente se présente au PATUGO pour métrorragies
de survenue brutale et douleurs abdominales permanentes. A I’examen clinique, la patiente est
apyrétique et I’abdomen est souple. L’examen gynécologique révéele un col d’aspect sain et de
faibles métrorragies en provenance de 1’endocol. Le toucher vaginal est douloureux dans
I’ensemble mais |’échographie pelvienne ne montre pas d’anomalies. Le bilan biologique
révéle une B-hCG négative et I’absence de syndrome inflammatoire (CRP < 3 mg/L). Les
symptbmes sont attribués a une prise inconstante de la pilule : la patiente rentre a son
domicile avec un traitement antalgique. Elle revient 5 jours plus tard pour 1’apparition de
nausees, vomissements, bralures mictionnels et d’une hyperthermie a 40°C s’ajoutant aux

douleurs de la fosse iliaque droite. Des prélévements gynécologiques sont réalisés : un
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prélevement vaginal pour mise en culture classique et un prélevement endocervical pour
recherche de Chlamydia trachomatis. Un scanner réalisé est en faveur d’une appendicite
catharale : la patiente est transférée au CHU dans le service de CGU (chirurgie générale et
urgente).

Le prélevement endocervical est détecté positif & Neisseria gonorrhoeae en biologie
moléculaire. Mais en culture, le prélevement vaginal n’a pas permis d’isoler de gonocoque : il
montre la présence de trés nombreuses colonies de Candida albicans. A nouveau, compte-
tenu du contexte clinique (suspicion d’appendicite) et d’une probable contamination croisée
pour les patientes 3, 4 et 5, I’amplification de Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire

n’a pas été signalée.

v’ Patiente 5

Cette patiente de 27 ans, mére d’un gar¢on de 3 ans, présente comme antécédents
médicaux des cystites récidivantes. Enceinte de 21 SA, elle se présente au PATUGO pour
contractions utérines. L’examen clinique est sans particularité (abdomen souple, dépressible,
indolore). Au spéculum, le col est d’aspect sain. Des prélévements sont réalisés pour
recherche de Chlamydia trachomatis et mise en culture. Le toucher vaginal et I’échographie
sont également sans particularité. La patiente rentre a domicile avec une prescription de
phloroglucinol (Spasfon®).

La culture du préléevement vaginal n’a décélé aucun germe pathogene. Par contre, en
biologie moléculaire, le prélevement endocervical a été détecté positif pour Neisseria
gonorrhoeae. Le contrble, réalise sur une nouvelle suspension préparée a partir de
I’écouvillon primaire, montrait cependant un résultat équivoque. La patiente étant rentrée a
domicile, un contr6le sur un nouveau prélévement n’a pas pu étre réalisé. Compte-tenu du
contexte clinique (grossesse sans particularité) et d’une probable contamination croisée entre
les patientes 3, 4 et 5, ’amplification de Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire n’a

pas été signalée sur le compte-rendu.

Ces différentes données cliniques et biologiques, dont nous disposons pour les
patientes détectées positives a Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire, sont résumées
dans le tableau XIII. Par ailleurs, le score de Nugent (annexe 13), qui n’était pas encore
calculé au début de la mise en place de 1’étude, a été déterminé chez ces patientes pour

évaluer la présence ou non d’une vaginose.
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Tableau XI11 : Données clinico-biologiques des patientes détectées positives a Neisseria
gonorrhoeae par le test BD ProbeTec ET CT/GC®

Patiente 1 Patiente 2 Patiente 3 Patiente 4 Patiente 5
Age 19 29 26 20 27
IVG (2009),
2 IVG (1999 et infection infections
Antécédents 2000), une vaginale (2009) R
e / . / . . urinaires a
medicaux salpyngite et infections rénétition
(2000) urinaires a P
répétition
Rapport sexuel a 2 oui ? ? 2
risque
Motif de d;)u_leurs d;)u_leurs douleurs doule_ursl‘. contractions
consultation pelviennes pelviennes pelviennes abd,omlna €s utérines
+ nausees + métrorragies + métrorragies
o grossesse
. . endomeétrite -
Diagnostic pyosalpynx | pyosalpynx ? ‘- appendicite ? sans
sur stérilet . .
particularités
Recherche de
NG (biologie positive positive positive positive positive
moléculaire)
Recherche de
CT (biologie positive négative négative négative négative
moléculaire)
PIBEEL vaginal vaginal vaginal vaginal vaginal
pour culture g g g g g
Culture AGP AGP AGP C.albicans AGP
Vadinose ? oui non oui non non
g ’ (Nugent=8) (Nugent=5) (Nugent=7) (Nugent=2) (Nugent=6)
Mycoplasme ? | non demandé négatif 10° UU ininterprétable | non demandé
A oui oui
I)
Pvt de controéle ~ (pyosalpynx) (endocol) non non non
Antibiothérapie
,a\vant non ? non ? non ? oul (Bactrim® non ?
préléevement fin octobre)
initial ?
Antibiothérapie
avant oui oui / / /
préléevement de (96h avant) | (4 jours avant)
contréle ?

AGP = absence de germes pathogenes
NG = Neisseria gonorrhoeae, CT = Chlamydia trachomatis, UU = Ureaplasma urealyticum
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I1l. Discussion

Dans notre étude, Neisseria gonorrhoeae a été recherché systématiquement en culture
et en biologie moléculaire chez 1165 patientes de la maternité de Nancy afin de s’assurer de la
qualité des résultats de culture rendus par le laboratoire et d’évaluer 1’intérét d’une technique

de biologie moléculaire (SDA) pour le diagnostic des gonococcies.

Pour évaluer la qualité des résultats rendus en culture, 1165 prélevements génitaux
(vaginaux et endocervicaux) ont été ensemencés. Aucun gonocoque n’a été isolé sur les
géloses chocolat IsoVitaleX et Martin Lewis permettant la croissance de Neisseria
gonorrhoeae. Ce résultat peut s’expliquer, d’une part, par la population étudiée, et d’autre
part, par des facteurs pré-analytiques pouvant diminuer la sensibilité de la culture.

La population de I’étude ne correspond pas a une population dite « a risque d’IST ».
L’age médian des patientes incluses est de 28 ans, alors que la moyenne d’age des femmes
présentant une infection gonococcique est de 23 ans [52]. L’age moyen de la premiére
grossesse étant de 28 ans, la population étudiée pourrait inclure une majorité de patientes
enceintes, pour qui la recherche de Chlamydia trachomatis est plut6t prescrite dans un
contexte de menace d’accouchement prématuré que dans un contexte de prise de risque d’IST.
Il est cependant difficile de I’affirmer car la majorité des patientes (63 %) provenaient du
PATUGO, service incluant, en plus des urgences obstétricales, des urgences gynécologiques.
Les patientes a risque d’IST sont plus nombreuses dans les services comme le CIDDIST ou le
CPEF. Mais dans 1’étude, peu de patientes du CPEF et du CIDDIST de la maternité ont été
incluses (respectivement 1,6 % et 0,3 %). Cela peut s’expliquer par I’exclusion des patientes
mineures et par le fait que le CIDDIST de la maternité ne constitue pas un service de
consultations a part entiere comme le CIDDIST du CHU, mais une solution de prise en charge
des patientes a risque d’IST de la maternité.

La population étudiée ne correspond pas non plus a une population de « tout-venant »
puisque des critéres d’inclusion et d’exclusion ont été instaurés. Ainsi, seules les femmes
ayant bénéfici¢ d’un prélevement génital pour la culture et d’un prélévement endocervical
pour la recherche de Chlamydia trachomatis pouvaient étre incluses dans 1’étude. Par ailleurs,
les prélevements sur mineures ou réalisés dans un contexte d’agression sexuelle ont été exclus

pour des raisons d’éthique ou légales.
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Les caractéristiques de la population étudiée, qui ne correspond ni a une population a
risque d’IST ni & une population de tout venant, peuvent ainsi expliquer qu’aucun gonocoque
n’ait été isolé en culture.

L’absence de Neisseria gonorrhoeae isolé en culture peut également s’expliquer par
des facteurs pré-analytiques qui peuvent diminuer la sensibilité de la culture. Ceux-ci peuvent
étre « non-maitrisables » par le laboratoire comme la nature du prélevement ensemencé et la
prise préalable d’une antibiothérapie, ou « maitrisables » par le laboratoire comme les
conditions de transport.

La sensibilité de la culture dépend en effet de la nature du site prélevé : elle varie,
selon les études, de 69,8 % a 92,6 % a partir d’échantillons endocervicaux [4,69,108] mais est
seulement de 57,7 % a partir d’échantillons vaginaux [48]. En effet, le site préférentiel du
gonocoque reste I’endocol, méme s’il peut étre isolé du vagin, suite a des écoulements
provenant de 1’endocol : une souche de Neisseria gonorrhoeae a ainsi été isolée a partir d’un
prélévement vaginal en 2006 au laboratoire de la maternité. Pour augmenter le nombre de
prélevements endocervicaux recus pour culture, une lettre d’information (annexe 7) avait été
envoyee aux services préleveurs informant de la mise en place du protocole d’étude et
sollicitant le prélévement d’un écouvillon endocervical supplémentaire. Cependant, sur les
1165 échantillons ensemencés dans 1’étude, 906 étaient d’origine vaginale (78 %) et seuls 259
d’origine endocervicale (22 %). Pour les 259 patientes ayant bénéficié d’un prélévement
endocervical pour la culture et la biologie moléculaire, la recherche de Neisseria gonorrhoeae
était négative par ces deux techniques. Mais, compte-tenu de la faible incidence des
gonococcies, cet effectif est insuffisant pour une comparaison significative de ces résultats
obtenus.

Par ailleurs, une antibiothérapie préalable au préléevement peut expliquer qu’aucun
Neisseria gonorrhoeae n’ait été détecté en culture, celle-ci ne permettant d’isoler que des
bactéries viables. Aucun questionnaire sur une éventuelle prise d’antibiotiques n’a en effet été
soumis aux patientes incluses dans 1’étude. Celles-ci peuvent avoir ainsi été traitées par
antibiothérapie avant la réalisation du prélévement pour d’autres pathologies que la sphére
uro-génitale, I’interrogatoire n’ayant pas forcément évoqué ce point. Nous verrons par la suite
que la patiente 4, par exemple, avait suivi un traitement par sulfaméthoxazole +
triméthoprime (Bactrim®), pour une pyélonephrite, 15 jours avant la réalisation du
prélevement vaginal, ce qui peut expliquer la stérilité de la culture.

Contrairement a ces deux précédents facteurs non maitrisables, les conditions et le

deélai de transport des échantillons ont été controles par le laboratoire. Dans le contexte actuel
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de qualité et d’accréditation des laboratoires, des feuilles de non-conformité sont éditées pour
tout prélevement ne respectant pas les conditions et délai d’acheminement. Ainsi, dans le
protocole, les écouvillons arrivés au laboratoire sans milieu de transport Portagerm® ou dans
un délai non compatible avec la survie du gonocoque dans ce milieu (24 heures) ont fait
I’objet d’une feuille de non-conformité et ont été exclus du protocole d’étude.

La population étudiée et les facteurs pré-analytiques indépendants du laboratoire
peuvent donc expliquer qu’aucun Neisseria gonorrhoeae n’ait été isolé en culture. Ce chiffre
conforte la qualité des résultats de culture rendus au laboratoire et n’apporte pas d’argument
en faveur de 1’ajout d’une gélose Martin Lewis sélective pour le gonocoque. L’absence de
gonocoque isolé dans 1’étude confirme également le nombre stable de gonocoques isolés au
laboratoire ces derniéres années (entre 0 et 1). L’augmentation des gonococcies décrite chez
les femmes de province entre 2005 et 2006 n’a d’ailleurs pas été confirmée par les données
épidémiologiques de 2007 [52] et 2008 [53] qui montraient une augmentation des
gonococcies chez les hommes en lle-de-France mais pas chez les femmes de province. Le pic
observé en 2006 peut s’expliquer par le fait que, cette année la, 13 % des souches de
gonocoque, dont plus de la moitié étaient d’origine féminine, ont été prises en compte dans
les chiffres épidémiologiques mais n’ont pas été recues et confirmées par le CNR [36]. En ne
tenant en compte que les souches confirmées de Neisseria gonorrhoeae, les données de
I’InVS n’auraient pas montré d’augmentation du nombre moyen de gonocoques isolés par
laboratoire entre 2005 et 2006.

A T’heure actuelle, les données épidémiologiques de I’InVS se basent donc toujours
sur les seules souches de gonocoques isolés en culture. Leur définition d’un cas de
gonococcie n’inclut que la « mise en évidence bactériologique de souches de Neisseria
gonorrhoeae en culture sur gélose chocolat a partir de tous types de prélevements. Sont
exclus : la mise en évidence a I’examen direct de diplocoques Gram - avec culture négative et
la mise en évidence de Neisseria gonorrhoeae par technique de PCR si la culture est
négative. » (annexe 2).

Cependant, méme si la détection de gonocoque par techniques d’amplification
d’acides nucléiques est exclue de la définition d’un cas de gonococcie par 1I’'InVS, ces
techniques de biologie moléculaire sont de plus en plus utilisées. D’apres les études de la
litterature [3,16,21,38,66,72,73], les sensibilites et spécificités globales de ces techniques
(PCR, TMA et SDA), pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae a partir de prélevements
endocervicaux, urétraux ou urinaires, sont généralement supérieures a 90 %. Dans ces études,

les populations étudiées sont principalement constituées de patients a risque d’IST. Pour la

90



technique SDA, Van der Pol et al (2001) ont ainsi détermine, sur une population de 2109
hommes et femmes provenant de structures type CIDDIST, CPEF et de consultations de
Gynecologie-Obstétrique, une sensibilité comprise entre 86,3 et 98,5 % et une spécificité
comprise entre 96,5 et 99,1 %, a partir de prélevements endocervicaux, urétraux et urinaires
[107]. Pour les prelévements génitaux, la sensibilité des techniques de biologie moléculaire
dépasserait celle de la culture, comprise entre 68,2 et 92,6 % [4,11,34,60,69,70,96]. En
comparaison avec le test BD ProbeTec ET® dont la sensibilité était de 88,9 %, Van Dyck et
al (2001) ont ainsi rapporté une sensibilité de culture de 69,8 % a partir de 733 prélevements
endocervicaux de prostituées [108]. Les techniques de biologie moléculaire pourraient donc
avoir un intérét pour le diagnostic des infections & Neisseria gonorrhoeae. Pour évaluer cet
intérét dans une population a faible risque d’IST, nous avons mis en place la recherche de
Neisseria gonorrhoeae, sur les prélévements endocervicaux recus pour recherche de
Chlamydia trachomatis, grace au kit combiné BDProbeTec ET CT/NG® (SDA).

Parmi les 1165 échantillons testés en SDA, 1149 (98,6 %) n’ont présenté aucune
difficulté technique ou d’interprétation puisque le contrdle interne était amplifié et le score
MOTA GC était inférieur a 2000. Ces échantillons étaient donc négatifs pour la recherche de
Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire. Ces résultats concordent avec les résultats de
la culture : pour ces 1149 patientes, nous avons pu conclure a une absence de gonococcie.

Pour les 16 autres patientes (1,4 %), certaines limites techniques ou difficultés
d’interprétation ont été rencontrées. Ainsi, 10 échantillons (0,8 %) ont présenté une inhibition,
puisque le score MOTA des controles d’amplification était inférieur a 1000. Dans la
littérature, le pourcentage d’inhibition est trés variable (de 0,9 & 6,4 % en fonction des études)
[17,21,22] mais est en général plus élevé dans les urines en raison de la présence de cristaux,
de nitrites, de B-hCG et d’hémoglobine décrits comme des molécules inhibant la réaction
d’amplification. En présence d’un effet inhibiteur, le fabricant recommande de renouveler le
test : une nouvelle suspension lysée a donc été analysée pour les 10 patientes. Le contrdle
d’amplification n’étant plus inhibé, il a été possible de rendre, pour toutes ces patientes, un
résultat négatif pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae, qui concordait avec le résultat de
la culture. La suspension initiale inhibée a également été contrdlée : pour 3 patientes sur les
10, le contréle interne a été amplifié suggérant une disparition de 1’effet inhibiteur. Il est
cependant difficile de I’expliquer puisque seule une congélation puis une décongélation de ces
suspensions initiales a été réalisées. La solution devant une inhibition est de diluer

I’échantillon pour diluer la molécule inhibitrice. Cependant, Cosentino et al ont constaté que
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la dilution entrainait une diminution de la sensibilité : cette solution est donc discutable pour
une technique utilisée pour sa grande sensibilité [22].

En plus des inhibitions de réaction, une deuxiéme limite technique a été observée. En
effet, un échantillon a été détecté positif avec un score MOTA GC de 4617, c¢’est-a-dire situé
dans la zone équivoque établie par le fabricant pour tout score compris entre 2000 et 9999.
Pour des résultats dans cette zone, le fabricant conclut a une présence probable de Neisseria
gonorrhoeae. Deux contrbles ont ainsi été effectués, 1’un a partir de la premiére suspension
lysée, I’autre a partir d’une nouvelle suspension : les nouveaux scores MOTA GC obtenus
étaient inférieurs a 2000 c’est-a-dire negatifs, confortant le résultat négatif de la culture. Ce
cas illustre les problemes de reproductibilités décrits pour les techniques d’amplification
d’acides nucléiques de gonocoque. D’aprés Culler et al (2003), les problemes de non
reproductibilité en SDA sont rencontrés surtout lorsque le score MOTA est faiblement positif
[24]. Les explications possibles peuvent étre une quantité de bactéries a la limite du seuil de
détection ou la génération d’un signal non spécifique par les amorces en I’absence d’ADN
cible. Certains auteurs [24,28,61] ont évalué, pour le test BD ProbeTec ET®, la pertinence de
la zone équivoque définie par le fabricant en contr6lant plusieurs échantillons positifs a
Neisseria gonorrhoeae. Alors que Culler et al sont en faveur de 1’établissement d’une zone
grise entre 2000 et 9999 pour laquelle les échantillons doivent étre retestés [24], Koenig et al
préconisent de contrdler tout échantillon ayant un score MOTA GC compris entre 2000 et
19999 [61]. Enfin, De Silva et al recommandent de contrdler tout résultat positif supérieur a
2000 [28], attitude que nous avons adoptée dans 1’étude.

Enfin, cinq patientes ont été détectées positives a Neisseria gonorrhoeae, mais avec un
score MOTA GC supérieur a 10 000, c’est-a-dire hors de la zone équivoque. Cependant, pour
ces cinq patientes, la recherche de gonocoque en culture était négative. Nous allons discuter
de cette discordance de résultats en tenant compte des facteurs pré-analytiques, analytiques et
du contexte clinique de ces cing patientes.

Ainsi, la culture a pu étre mise en défaut par les facteurs pré-analytiques évoqués
précédemment comme la nature du site prélevé ou une antibiothérapie préalable. Les cing
patientes avaient en effet bénéficié, pour la culture, d’un prélévement vaginal, qui n’est pas le
site préférentiel du gonocoque. Pour les patientes 1 et 2, un prélévement de controle avait été
réalisé a partir d’un site différent (respectivement les liquides de pyosalpynx et 1’endocol),
mais un traitement antibiotique par Augmentin® et Oflocet® avait été instauré quatre jours
auparavant, pouvant expliquer la stérilité de la culture. La patiente 4 avait également suivi un

traitement par Bactrim® pour une pyélonéphrite, 15 jours avant la réalisation du prélevement
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vaginal. Ces antibiothérapies préalables n’affectent pas, par contre, les techniques de biologie
moléculaire qui sont capables de détecter des acides nucléiques résiduels dans un délai de 3 a
4 semaines apres le traitement d’une infection [43,85].

En dehors de ces facteurs pré-analytiques qui pourraient expliquer la stérilité de la
culture, il faut prendre en compte les différences analytiques de ces deux techniques. Si la
biologie moléculaire est décrite comme plus sensible que la culture, elle est moins spécifique
puisque les techniques d’amplification d’acides nucléiques de gonocoque présentent des
réactions croisées avec des Neisseria commensales. En effet, le gonocoque étant capable de
partager son matériel génétique avec les autres Neisseria, celles-ci peuvent contenir des acides
nucléiques de Neisseria gonorrhoeae, y compris les parties ciblées par les techniques
d’amplification [111]. Pour le test BD ProbeTec ET CT/GC®, le fabricant note la possibilité
d’une réaction croisée avec N. cinerea et N. lactamica. Dans la littérature, Palmer et al (2003)
ont étudié les réactions croisées avec ce test : en plus de celles spécifiées par le fabricant, des
réactions croisées ont été observées avec N. flavescens, N. lactamica et N. subflava. Les faux
positifs provenaient surtout de prélevements pharyngés [87]. En effet, de nombreuses
Neisseria vivent a 1’état commensal dans le pharynx. Elles sont moins fréquentes dans les
préléevements génitaux mais la possibilité de faux positif n’est pas exclue [79,114]. En culture,
il ne peut y avoir de confusion entre Neisseria gonorrhoeae et autres Neisseria puisque, en
plus des caracteres communs (cocci Gram négatifs, oxydase et catalase positives), le
gonocoque présente des spécificités : les colonies ne sont pas pigmentées contrairement aux
Neisseria non pathogénes et seul le glucose est acidifié. C’est d’ailleurs la raison pour
laquelle seule la culture est autorisée pour les échantillons rectaux et pharyngés ou les
Neisseria commensales sont nombreuses, et pour les prélevements réalisés chez des enfants et
dans un contexte médico-légal ou une erreur d’identification est lourde de conséquences
[7,83,112]. Pour les préléevements vaginaux des cing patientes détectées positives a Neisseria
gonorrhoeae en biologie moléculaire, aucune Neisseria commensale n’a été isolée en culture.
L’hypothése d’une réaction croisée ne peut cependant pas étre éliminée avec certitude.

Un autre aspect technique doit étre pris en considération pour les 5 cas positifs en
biologie moléculaire : la possibilité d’une contamination croisée. En effet, si des précautions
sont prises pour chaque série (inclusion d’un témoin négatif), la possibilit¢ d’une
contamination croisee entre échantillons reste possible. Pour les patientes 1 et 2, cette
hypothése peut étre éliminée, puisqu’elles étaient incluses dans des séries séparées & 3 mois
d’intervalle. Par contre, une contamination croisée a probablement eu lieu entre les patientes

3, 4 et 5, incluses dans la méme série et situées cote a cote sur la plaque. Cette contamination
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a pu se faire au moment de I’expression de I’écouvillon dans le tube de diluant ou lors du
transfert dans les plaques d’amorgage ou d’amplification, par projection de micro-goutelettes.
Pour ces 3 patientes, la contamination a probablement eu lieu au moment de 1’expression des
écouvillons, puisque les contrdles effectués a partir d’une nouvelle suspension étaient positifs
(patiente 3 et 4) ou équivoque (patiente 5). Si la contamination avait eu lieu lors du transfert
des échantillons dans les plaques, ces contrdles effectués a partir d’une nouvelle suspension
auraient été négatifs.

Les différences pré-analytiques et analytiques entre la culture et la biologie
moléculaire ne permettent pas de conclure avec certitude a la mise en défaut de 1'une ou
I’autre des deux techniques utilisées. La connaissance d’éventuels facteurs de risque d’IST et
de I’histoire clinique de chaque patiente est essentielle au biologiste médical pour une
interprétation contextuelle des résultats biologiques. Le Collége National des Gynécologues et
Obstétriciens Francais (CNGOF) a ainsi identifié plusieurs facteurs de risque d’IST : bas
niveau socio-économique, jeune age et précocité des rapports sexuels, multiplicité de
partenaires, prostitution, population carcérale, utilisation de tabac, drogue et alcool, et
existence d’une premiére IST [19]. D’aprées ces éléments, la patiente 1 et la patiente 4, d’un
jeune age (19 ans et 20 ans), étaient ainsi a risque. La patiente 1 présentait d’autre part une
premiére IST puisqu’elle était positive & Chlamydia trachomatis. Dans la littérature, la
présence de Neisseria gonorrhoeae est régulierement associée a celle de Chlamydia
trachomatis. En France, selon les données de I’Institut Fournier, 33 % des cas de gonococcies
présentent une co-infection a Chlamydia trachomatis. A 1’étranger, selon les études, la
fréquence des co-infections Neisseria gonorrhoeae - Chlamydia trachomatis est estimée entre
20 et 50 % [40,43]. Sans étre considérée comme un facteur de risque, la vaginose, c’est-a-dire
le déséquilibre de la flore bactérienne vaginale, pourrait jouer un rdle favorisant : en effet,
certains auteurs attribuent aux lactobacilles un role protecteur dans la survenue des
gonococcies [99,100]. Ness et al ont également montré, en suivant, pendant trois ans, 1179
femmes a risques d’IST, qu’une vaginose était significativement associée aux infections a
Neisseria gonorrhoeae, méme si elle n’était pas significativement associée a leur incidence
[81]. Les mycoplasmes, qui peuvent proliférer lors d’un déséquilibre de la flore commensale
aux détriments des lactobacilles [56], n’ont pas été retrouvés en quantité supérieure au seuil
pour les 2 patientes ayant bénéficié d’une recherche (interprétable) d’Ureaplasma urealyticum
et Mycoplasma hominis. Par contre, pour trois des cing patientes positives a Neisseria

gonorrhoeae en biologie moléculaire, un déséquilibre de la flore commensale a été constaté
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par un score de Nugent élevé (patientes 1 et 3) ou par une mycose (la patiente 4) et pourrait
constituer un argument en faveur d’une gonococcie.

En plus de I’identification de potentiels facteurs de risque d’IST, la connaissance du
contexte clinique est essentielle a I’interprétation des résultats. Ainsi, pour les patientes 1 et 2,
le diagnostic de pyosalpynx était un argument en faveur d’une gonococcie, alors que pour les
patientes 3, 4 et 5, le diagnostic était moins en faveur (endométrite sur stérilet, suspicion
d’appendicite, grossesse sans particularités).

Devant ces différents arguments, quelles ont été les conclusions biologique et clinique
pour chacune des 5 patientes positives en biologie moléculaire et négatives en culture ?

Pour les patientes 1 et 2, compte-tenu des arguments en faveur d’une gonococcie (jeune age,
co-infection a Chlamydia trachomatis, manque de sensibilité de la culture a partir d’un
prélevement vaginal, prélevement de controle positif, diagnostic de pyosalpynx...), la
positivité de Neisseria gonorrhoeae en biologie moléculaire a été signalée au clinicien. A
priori, seule la patiente 1 et son partenaire ont été traités par une injection IM de ceftriaxone,
car aucun traitement anti-gonococcique n’est mentionné dans le dossier de la patiente 2.

Pour les patientes 3, 4 et 5, compte-tenu des arguments moins en faveur d’une gonococcie
(possibilité d’une contamination croisée, diagnostic clinique...), la détection de Neisseria
gonorrhoeae en biologie moléculaire n’a pas été signalée sur le compte-rendu biologique.
Avec le recul, cette décision s’avére un peu trop péremptoire. Il revient en effet au clinicien
de juger, devant les hypotheses avancées par le biologiste et grace a sa connaissance plus
approfondie du dossier médical, de la nécessité de reconvoquer les patientes pour contrdle

et/ou traitement.

L’interprétation des résultats de biologie moléculaire pour la recherche du gonocoque
est donc difficile sans une connaissance du contexte clinique. Leur codt (14 euros le test
combiné BD ProbeTec ET CT/GC®) ainsi que les problémes techniques rencontrés (manque
de spécificité, contamination croisée), rendent les tests de biologie moléculaire peu
intéressantes en routine pour le diagnostic des infections a Neisseria gonorrhoeae dans une
population a faible incidence comme la patientele de la maternité. Elles pourraient cependant
étre bénéfiques dans les populations a plus forte incidence puisque la possibilité d’utiliser des
prélevements peu invasifs (urines du premier jet ou prélevements vaginaux) facilite le
dépistage de masse [107]. Les sensibilités sont en effet équivalentes entre les prélevements
endocervicaux et les prélevements vaginaux, comme décrit par Cosentino et al (2003) avec le

BD ProbeTec ET® [22] mais également entre les prélévements vaginaux réalisés par la
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patiente et ceux réalisés par le clinicien, comme décrit par Schachter et al avec le Gen-Probe
Aptima® [97]. Ces auto-prélévements, sont mieux acceptés par les patients notamment les
jeunes filles [47,113] et présentent 1’avantage, pour les personnes récalcitrantes a une

consultation medicale, de pouvoir étre réalisés a domicile [35,75].
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La recherche systématique de Neisseria gonorrhoeae en culture chez les 1165
patientes de 1’étude n’a pas permis d’isoler de gonocoque et conforte la qualité des résultats
de culture rendus au laboratoire et le faible nombre de gonocoque retrouvé ces dernieres
années dans la patientele de la maternité.

La recherche en paralléle de gonocoque par SDA a mis en lumiére les difficultés
analytiques et d’interprétation rencontrées avec les techniques d’amplification d’acides
nucleiques de Neisseria gonorrhoeae : échantillons inhibiteurs, manque de reproductibilité,
possibilité de contamination ou de réactions croisées...

Les résultats de I’étude montrent ainsi le peu d’intérét d’une technique de biologie
moléculaire pour le diagnostic des infections a Neisseria gonorrhoeae dans un laboratoire
drainant une population non ciblée comme la patientele de la maternité de Nancy. En plus des
difficultés techniques et d’interprétation, ces techniques représentent un colt en matériel,
locaux et formation du personnel, non négligeable pour une utilisation en routine dans une
population a faible incidence.

La possibilité d’utiliser des prélévements peu invasifs comme les urines et les auto-
préléevements vaginaux apporte cependant un intérét considérable a ces techniques de biologie
moléculaire pour le dépistage d’une population ciblée, comme les patients du CIDDIST. Dans
ce cas, I’existence d’un test combiné dépistant a la fois Chlamydia trachomatis et Neisseria
gonorrhoeae est intéressante. Une nouvelle étude realisée chez les patients du CIDDIST du
CHU, pour qui la recherche de Chlamydia trachomatis est réalisée au laboratoire de la
maternité, permettrait d’évaluer I’intérét d’une technique de biologie moléculaire pour le

dépistage des infections a Neisseria gonorrhoeae dans cette population a risque d’IST.
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wiilwme Code Laboratoire : RENAGO

http:/finvs.sante.fr

Fiche de renseignements épidémiologiques & compléter

Sexe: ..., Masculin []  Féminin [] Age ou Date de naissance : ......... ‘ ‘

Date du prélévement : Date d’envoi de la souche au Centre de référence :

Motifs du prélévement :
Sites de prélévements (case a cocher, plusieurs choix possible)

[ Urétre Symptomatologie clinique ................. [ cul O NON [ Ne sait pas
[ Cal vagin
[ Anus
[ Pharynx Partenaire infecté : ....oo.ooovevv e, [J oul ] NON [ Ne sait pas
] AUII(S), BIECISET fuvvurerrerreess e sesseensesas s s seesss s sssssm s sessssnee
. .
1.8.T. as880CIBES 7 ..o O oul CJNON [ Ne sait pas Lieu de contamination 7
, - .
S OUL 1SQUENIBS 7 oo France metropotaine? .............. 030Ul CINON [ Ne sait pes

Si NON, précisez le pays :

Technique d’identifications positives :

Recherche p Lactamase : ............. O our O NoN O Ne sait pas
L] Culture S U, FSUNALS oo Or
[ Direct ml
ClEnzymo [ s

[ Hybridation moléculaire
] Amplification génique (PCR)

Médecin prescripteur :

Structure :

[ Généraliste
B ge;mé?;?éoiie [ Cabinet privé ou Clinique
O Pryocto|o Se [ service hospitalier
O Urologug [] CIDDIST - Planning familial
[] Urgentiste [Jautre, préGisez : .......coovviivriiieeeere s
L AU, PrEGISEZ | oo oo eeeres e sesses e
Nom du MBAECIN PrESCIIPTEUL I L e s et s e s

Code postal :

Envoyer la souche et cette fiche & 'adresse suivante via TSE :

W L Institut Alired Fournier - Service Bactériologie
&GV avrrce rourNItR 25 by Saint Jacques - 75014 Paris
Tél. : 0140 78 26 70 ou 01 40 78 26 00 (standard)

Pour tout renseignement complémentaire, contacter : Betty Basselier (InVS) par mail : b.basselier@invs.sante.fr ou au 014179 68 69 — Fax 01 41 79 67 66
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Surveiller, alerter, prévenir

INSTITUT
DE VEILLE SANITAIRE

Investigation d‘infection sexuellement transmissible :
syphilis, gonococcie, lymphogranulomatose vénérienne (LGV)

o L'objectif est de recueillir des informations pour décrire les caractéristiques épidémiologiques
des cas a I'aide d'une fiche clinique complétée par le clinicien et d'un auto-questionnaire
proposé au patient et en cas d'accord, rempli par lui-méme.

e Le clinicien choisit un numéro d'ordre (composé de chiffres, lettres....) pour chaque cas et
remplit les différents items de la fiche clinique. Seul le clinicien peut identifier un patient a
I'aide du numéro d'ordre.

¢ Le clinicien propose I'auto-questionnaire au patient qui est libre d'accepter ou de refuser. Cet
auto-questionnaire est volontaire et anonyme. Si le patient accepte, il met "auto-questionnaire
complété dans une enveloppe, ferme cette enveloppe et la remet au clinicien. Le clinicien
inscrit, sur I'enveloppe cachetée, le numéro d’ordre figurant sur la fiche clinique. Il envoie la
fiche clinique et I'enveloppe contenant I'auto-questionnaire a I'InVS.

e Pour les cas de syphilis ou gonococcie : remplir les pages 2 et 3, et proposer I'auto-
questionnaire spécifique syphilis — gonococcies.

e Pour les cas de LGV : remplir les pages 2 et 4, et proposer |'auto-guestionnaire spécifique LGV.

Institut de Veille Sanitaire
DMI / unité VIH-IST-Hépatite C
12 rue du Val d'Osne - 94415 Saint-Maurice cedex

Fax : 01 41 79 67 66

Mme Alice Bouyssou-Michel Dr Anne Gallay
Tél.: 0141796738 Tél.: 0141796873

Email : a.bouyssou@invs.sante.fr Email : a.gallay@invs sante.fr
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Nom du CIDDIST — hépital - Cabinet : Nom du médecin déclarant : ...

Date de la consultation initiale : ‘ ‘ ‘ ‘

N® d'ordre du cas (v choix du dlinicien) . ......................

Données socio-démographiques du patient

Pays de naissance ...

Age: Sexe : Département de résidence: ~~ ° e
Féminin: [] Pays de séjour dans les 10 derniéres années : ...............
Qrientation sexuelle :
[ Hétérosexuel (le) [] Homosexuel (le) [] Bisexuel (le)
Antécédents d'infections sexuellement transmissibles (vie entiére) [[] Sans antécédent [ ] Non renseigné
Date de Ja deriére IST Date de Iz demiére IST
] sypnitis U] chlamydia
] Gonococcie O tev
[ Hépatite 8 (] Mycoplasme genitalium
L] Herpés O] michomonas
[ ] Heépatita A [ Autres
[ #ev
Antécédent de sérologie VIH {n‘inclut pas celle faite le jour de la consultation) : ] Non renseigné
[ Positive Date de la 1ére sérologie VIH positive
Un traftement antirétroviral est-il en cours aCtuellement 7 ......ueeevneen [ cui [INon [[] Ne sait pas
La derniére charge virale était-elle indétectable 7 oo ] oui [[INen [] Ne sait pas

[ Négative Date de Iz demiére sérologie VIH (avant cette consultation): | |

[ Pas d'antécédent de sérologie VIH

Motifs de la consultation initiale

[ Signefs) évocateurfs) d'une 5T
] Dépistage car partenaire avec 5T

T
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Clinique ; biologie ; diagnostic final/traitement

SYPHILIS

Partenaire d'un cas de syphilis
0 OUlL NP GUCAS T oo
L NON oottt 1 Ne sait pas

Traitement antibiotique dans les 3 demiers mois ?

00U LI NON oot 1 Ne sait pas

Présence de signe(s) cliniquels) :
O oui [JNon
[ Ulcération de type chancre syphilitique
Date d'apparition : / f e / /
S8 I ot
[ Eruption
Date d'apparition : / f e / /

1Y (OOt

[ oui [ Non
Date & o | S | I— | — !
RESUIAL : ..o [ Positif [] Négatif

Sérologies Syphilis :
Date e | A | | !
T ] S, [ Pesitif [] Négatif
TPHA (négatif, positif, tirage) = ...oeevvveecerer e
VDRL (négatif, positif, titrage) @ .......covereermrerremerernerrenane
FTA (négatif, positif, tHrage) @ .....ccocorercerreerrecererecerenene
Autre(s) sérologie(s) syphilitique(s) : ........coeeereeeinicnie
Sérologies syphilitiques réalisées avant (dates, titres)

Diagnostic final de syphilis et stade -
[ Primaire [] Secondaire [] Latente précoce
[ Autre, précisez :

VIH et autre(s) IST diagnostiquée(s) le jour de la consultation

Résultat de la sérologie VIH faite le jour de la consultation :

Pour fes LGV, reportez-vous & la page suivante

GONOCOCCIE

Antécédents de gonococcie dans les 12 demiers mois :
Nombre d'épiSodes & ......coveererrrerrerrcee oo

Traiternent antibiotique dans les 3 demiers mois :

CToui CINon e, ] Ne sait pas

Présence de signe(s) clinique(s) :
[ oui [ Non
[ Ecoulement urétral
[ Leucorrhées
[ Dysurie
(] Autre(s) SIgRels).......c..eeererereeeeemmmesisemsssssesssseseesssienns

Site de prélévement de la culture positive :
[ Urétral [7] Ano-rectal [[] Cervical [] Pharyngé
[T AULIES ; PrECISET....ucvvveeeevveees et ss s seassnens

Traitement spécifique de la gonococcie

Traitement @SS0CIE & .......ccvieveree et er ettt

Partenaire & |'origine de la contamination :
[] Stable [] Occasionnel [] Prostitué(e)
[] Non renseigné

Rapport & I'origine de la contamination, & I'étranger ou avec une
personne amivant de |'étranger :

[ oui [ Non

Si OUI, QUEI(S) PAYS 7 .e-vvereee e e e
Lors du rapport sexuel supposé contaminant

Prise d'alcool .............. [ cui [] Non [7] Non renseigné

Prise de drogue............ [ oui [] Non [[] Non renseigné

[ Positif [] Négatif [_] Sérologie non faite

Une autre IST a-t-elle été diagnostiquée ?
[ Non [ oui, laquelle ?
] Gonocaccie
[ Mycoplasme  [] Herpés

Données comportementales
Utilisation du préservatif au cours des 12 demiers mois :

[ Chlamydia [] Autre(s)

Pour les pénétrations vaginales...........cmeie s
Pour les pENETations aNales ..........o.ocveeeevremereressemrees e

Pour la fellation

[] Hépatite B [JHépatite A [JHPY []Syphilis [JVIH

..[[1 Toujours [[] Souvent [ Rarement [ ] Jamais [ ] Non pratiqué
..[[1 Toujours [ ] Souvent [ ] Rarement [ ] Jamais [ ] Non pratiqué

Nombre de partenaire(s) au cours des 12 demiers mois :

Merci de proposer I'auto questionnaire sp

[ Toujours [[] Souvent [ ] Rarement [_] Jamais [] Non pratiqué

Homme(s) : -.....coooorveeeerereen Femme(s) ! ..coooveoreeeeen.

Annexe 2

écifique syphilis (blanc) au patient
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LYMPHOGRANULOMATOSE VENERIENNE (LGV)

Clinique ; bactériologie ; traitement

Signe(s) clinique(s) :

Date du début des signes cliniques : | | | ‘
Ecoulementanal ... CJOui I Non  Type d'8COUIBMENL & w....oooeoeeeeseeves e aeess s s s sssss s sss s sens s
Ulcération anale .................. [ cui [ Non
Ulcération génitale............... [ cui [] Non
ReCtorragie ........oocueeeeusereenne [ oui [] Non
Diarrhées ..o [ oui [ Non
Adénapathie inguinale ..[J oui [[] Non
AAUETES ettt ettt et st eeh e s £he e s eSS £aE e £t £ 4R e SR £ S8R £R £ S Eu £ RS £REee A £1 £ eE S AeE £ e EuEeE SR AeE £ S aEa £ oS A eR e e A e b ReE e e han e s
ANUSCOPIR ..vvcevev e rreeeriaes LD QU TTINOR  RESURALS © oot aes et sss e sss et sss s e ssnes st sss s
Prélévement :
Date du prélévement : | | | ‘

Site du prélévement (PCR positive) :
[ Urétral [ Inguinal [] Anal [] Pharyngé [] Rectal sous anuscopie
] ALET@S, PIBCISET ......e. oo ceeeeseeeeseeeeesseeeessseesereees s ees o eee s e ees e e85 25888555808 £ R85 £8 51252815888 £ E e £E 1

N° du prélévement (laboratoire) :

Traitement :
Traitement antibiotique avant la consultation :
[] oui [ Non
I ¥ T
Traitement spécifique de [a LGY (INAIGUER 12 QUFBE] .........cerrr ettt et eet et et ettt
Traitement associé

VIH et autre(s} IST diagnostiquée(s) le jour de la consultation

Résultat de la sérologie VIH faite le jour de la consultation : [ Positif [] Négatif [] Sérologie non faite
Une autre IST a-t-elle été diagnostiquée ?

O oui [ Non

Si oui, laquelle ?

[ Gonococcie [] Hépatite B [] Hépatite A [] HPV [ Syphilis [] VIH [] Mycoplasme [] Herpés [] Chlamydia

L] AURFRISY weveuvecreevceeeeceset et seesa s s s ssseessessees s e st s bm s s s ss e e a8 ek e s 8t e b4 ER s e E AR bR sttt e re e R nrne

Données comportementales

Partenaire  I'origine de la contamination :
[ stable [[] Occasionnel [] Prostitué(e) ["] Non renseigné

Le rapport supposé contaminant (15 jours avant les 1* signes cliniques), a-t-il eu lieu & I'étranger ou avec une personne amivant de 'étranger :

[J oui I Non
LTI 1T I o OV OOS
Utilisation du préservatif au cours des 12 demniers mois :
Pour les pénétrations Vaginales............oweweeremreeeerssmseees smsenesesmsnnesos [ Toujours [] Souvent [ ] Rarement [ Jamais [ ] Non pratiqué
Pour les pANEtrations anales ...........o..c.oevevveeeeeeereeseereeeemeeessesennse [ Toujours [] Souvent [ ] Rarement [ Jamais [ ] Non pratiqué
Pour la fellation [ Toujours [] Souvent [_] Rarement [ ] Jamais [_] Non pratiqué
Nombre de partenaire(s) au cours des 12 demiers mois : Hommel(s) : ......cccccocovrervnecs Femme(s) & ....ccoeeveeeieeeeceerne
Merci de proposer |auto questionnaire spécifique LGV (jaune) au patient
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INTERET DE LA RECHERCHE DU GONOCOQUE
PAR TECHNIQUE DE DETECTION D’ADN AMPLIFIE

Nancy, mercredi 11 février 2009
Madame, Monsieur,

Dans le cadre de I’étude citée ci-dessus, nous vous serions reconnaissants, si vous en
étes d’accord, de bien vouloir prélever un écouvillon supplémentaire au niveau de I’endocol
(dans un milieu de transport Portagerm) chez toutes les patientes pour lesquelles vous prescrivez
une recherche Chlamydiae.

Veuillez trouver ci-dessous un récapitulatif concernant le protocole de recherche du
gonocoque qui va étre mis en place au laboratoire de biologie polyvalente.

Investigateurs
Maternité régionale et universitaire de Nancy

Laboratoire de Biologie polyvalente (Pole BNFP) : A.Sindt, V.Watrin & P .Franck
Filiere de Gynécologie-Obstétrique (Pdle GOR)

Source de financement
CREM

Justification de I’étude

Les infections a gonocoque augmentent dans un contexte de recrudescence générale des IST. En
2000, le nombre moyen de gonocoques isolés par laboratoire actif dans le réseau Renago est de 3,75
Ng/lab. Or, le secteur de microbiologie de la maternité régionale de Nancy a isolé une souche
unique de Ng en 2006, 1 en 2007 et aucune en 2008.

Objectifs de [’étude

Recherche du gonocoque par méthode de détection d’ ADN par amplification (test BD combiné
Chlamydiae trachomatis I Neisseria gonorrhoeae)

Comparer la méthode conventionnelle d’identification du gonocoque (par culture) et une méthode
de biologie moléculaire (amplification d’ ADN)

Services concernés par 1’étude

- Service d’urgences (Patugo) / Salle des naissances
- Consultation de gynécologie-obstétrique

- CIDDIST (Maternité)

- Centre de Planning familial

Sujeis concernés par ’étude

1500 patientes majeures ayant eu un prélevement d’endocol en vue d’une recherche de Chlamydiae
(écouvillon spécifique Chlamydiae) et un prélévement d’endocol pour étude bactériologique
(écouvillon Portagerm)

Non inclues : femmes mineures, réquisitions

NB : effectuer un préléevement d’endocol supplémentaire (écouvillon Portagerm) pour la
recherche standard de gonocoque (mise en culture)

Contacts au laboratoire de biologie polyvalente
Céline ACKER, interne en biologie médicale
Audrey SINDT, PH

Patricia FRANCK, chef de service

Annexe 7 115



N ‘788 80 "9bpuque) Moy §180J3Y\ 61 '9SNOH JeejoS si ssa.ppe S01J0 pasaisibal ay

*/S8162€ Jequinu uonessiBai sspun puejbu3 u paieisiBes Auedwoo e ‘P PIOXQ JO SLWeU 3ped e S| PIoXO
QU| DYRUBIDG JBUSIY4 OuLBY |

s noqy | sies jo suonipuo?) | Aokod Aoeaud pue sewepsig buidon

‘pansasal sjybu Iy ‘pajr pIoxO 0LOZ - LOOZO

"€L-2L "9 19S "qeT ‘Po (6861) 'V 'H HOH Pue "9 "3 "D UOUON °Z

>

"ON "9¢ ‘Jouyos) ‘pey ‘Bey ‘Ing 'yoe) (9961) "4 ISEA pPue ‘3 piogexelq f D |9sS0IS 'a ‘d Jeu|T L
EERITEYETEY]

‘sasodind asay} Joj |nyasn ale gegO¥Q WM Buidnois) [easoooidans

8y} pue 5650HQ IS8 eseifydels ey “Anusp

J1ay) wJilyuoo o} pejebisaaul Jayuny aq pinoys saiuojod [e220201dass pue [ea0020jkyde}s pajoadsns (v
‘pPasn aq jou pjnoys Juewsiddng danyguyde)s uay assydsouwne ue yons ul sajejd ajeqnoul o} Alessaosau
SN .~€so._m 1e22020jAyde)s Jo uonigIyul 8sned |im a1aydsowie payouua-zQ o e ul uojegnou|
suognedald

®dooT-4n) e se s|qejene s wsiuebio sy ,

payqiyu|
22652 ®DD.LV-H00 BIYoUeYOST

:josjuod aageban

sisAjowaeey-§) 'S8IL0j0D SHIYW/SS|N0j0D ‘YMOIB pooD
S196) ®DOLY seuaboAd snooodojdens

ymouB pooD) £266Z @DDLY Snaune sndv0dojAyde)s
sj)insas pejoadxy

1S]01JU02 8ANISOd

jouod Ayend

"|ab painojos-pai anbed( :wnipaw pasedaid
"Jopmod Bumoys-a8.) ‘painojod Mels (wnipayy pajelpAyeq
aoueseaddy

0,828 wnipaw pasedard ay) 8105
‘18qe| ayj uo ajep Audxe sy ai0jaq asn pue 9,0€-0L Mojeq WnIpaw pajeIpAysp auy I0lS
241 Jj2YS pue suopipuod abeiolg

20O NI 3LVvENONI LON Oa
'sinoy g| 10y O,G¢ 1. Ajledlqoise pajeqnoul pue Aem [ELLIou U} Ul PEJEINOoU; S| WNIPaW 8y |

enbjuyoa

'SPO0) PUB SUBLIISAS [BORAID AUBL Ul PBURIUOD
suogendod feualoeq paxiw au) wouy Ases paje|os:

pue Ajipea; 10w pasuBooas aq 0} 12009 aAisOd-WweiH jueyodus sajqeus S dansders
19002 aAnisod-wels) Jo ymoib ay)
J0 uoge: payew e b SE ||9M SB Sak
BIISISGOIN PUR SNBJOIS §O WM0IB suuuad Aguenbay Uos Aq wmpaw joyodre fupapuayd
PUE 120¢ di )S 36 ‘snaine
'S 40 YmosB pejoursaiun Buguuad ajym sepad PNBSd PUB BJBISGEIY SNSJOId JO Ymoib
ddns }| ‘spos aageBeu-weso pue aag: 9
S€ ||am se $8128ds $NK00owUoIY pue Sngje S o) Asojiqiyul s Jeby eq! D P dns ay)
@8N Jo awy ay) 12 Aagoe fewido
moys shempe Aayy ay axe ay) u paul que syl g ‘pesnbas uaym
pue se Auaiiaauoo pue Apomb paredaid aq sny ued 7eby YND equnjod-aseqg pooig seby eiquniod
o} jueweyddns dangydels ploxQ Buippe Aq apew aq ued Jeby wND e D paweuy

pue Jouyi3 g pagy ELOET LY dass pue s 1Ayde)s 10) wny \jos)es v
uogdoseq
'SUSIP L 8)usis o
anod pue jjam X *0,0s Aiiewxaidde 0} Pajood OSHONS POOIS SSI0H PaEULGURQ %.-S Bueluod
aseg seby eiqunjo Jo jw 005 o ay ppe Aieand SB |BIA 8UO BIMISU0D9Y
suopoasng

Buw ool
6w Qs a4eydng ugsyoD

Guwost
Bugy proe oapgeN

aayy sad
1o Jod (Wwnipaw 0 W 0OS J0) WSYNS S1 BN YOBS) SIUSIL0D [RIA
0£00%S :8pod

ANIWITddNS 3AILLOTT3S dIULSHIVLS

‘SANUIW G140} D1 Z | 1 Buy Aq asuays pue 0} 1og “Ja1em paysip Jo axy| | 0} BEE PPV

suopoasg

Z0FELHd

0oL
by

0§

SPUOD WIPOS
o1

ejnuLoy
LECOWD 3poD
3SVE ¥VOV a0078 VISWN102

Aydegs 10) wnip jo8)as v

pue !

YYOV VNI VIEBWNTO0D

sjuawajddng eipajy 2in3n)

116

Annexe 8



¥0'7LOVSZVd
SeAlIsod-weID) seugoeq
SBUOILIOPNBSH
epliys
0QIOWE B I0j02UI ‘9]|IE) BPURIE) BljpuDwesS
©I0|03UI ‘B|||B) BPURIE) SNBN0IA
JIou-Ne|q Jnenco ep ‘esnenbnui ‘e||e} epurig) BJBISgap{/ie)orqoie)ug
S [IEpU
HOA JuB||Q JoedSe un 29AR JI0U-NBIY JNeNDS ep ‘9|||8) epuRIE) 093
POIPOW JeBvENIQE|  Sowspebip|

-L- YO yLOVSS-Vd

T ejuenns ejBojoydiow g jusjuesgid NejjL 83 SUEP §89|0S| SBJUD|D] 58] JUBLIB|EISUSS)
KNSy

"4 $Z g @) uepued D, g F GE @ @JQILN| B| 8P LQE,| B L1ad ep 59)10q $9| Jeqnou)

uouEY9,| suep sewsiuebio seane,p eouesaud e Jejeubis Jned pooig deeys %

ypm Jeby eilquinjos) g) enb [8) J108[9S UOU NBIIW UN Juewe|ete JOUIS ap JUBIAUDS || "8gnadul
euoz eped sindep uojueye,| Jews sind puog np seud 11ed ep elioq B ep eceyns exmed eun
NS J8|Wap 83 J8N0J 'UO|IANDIS Unp JJed 8 JusWeal|p 8RANIND 8118 JIOp BIgRBW B] IS "SaXiw
$eJ0) Sep JUBUSUOD SUO|JUBYRe sep saund seumino sey Jejos @ Juewejediouud pes uogeus

g a)j0q 87 &y qe| & Jed uogdeoe seude ajqissod enb sep uogews Jed uojnuBYSR,| Jen|iq
18€} np esojeupdo epoly
{« TUNQIO0U V1 30 SALIAIM

13 STINVRHOS3d 30 SINVILSRHFLIVAVD » Uonoes & Jjusweebe Jjon) senbjuyo
uou Je senbiuo {« eunpaoocud e ep seywI » UDGOes B| JusWeBEe JOA) SUD|IBUBLRE S8 SNOY
nod eAgjdwe esje Ined ‘spjeBou-wels) sjeuutieq 56| aduepiae ue Jaw nb Jloees nepw e

suojiueyas,p sedk)

*sinbo. S110}RI00E] 6P [BUGIW 18 SIOEE! 'SBIBIIXNE BINYND 6P XNl 567
1WINO) UOU [SURIEW

-enbifojoiqoionu
e|QUOS g SIUNos Inpaud (W 06 ep Jexdels Wied ep seoq) peuipol JeBy a3 ag
1winoj jsugiEN
ELLJTE ]
2:8@0.&0
EwEm._cmw_ fg.wm:w_o eduenu eun seae eJdinod Jnenon QINS0U| UON
$840|00U] $BJUD|0D ‘ej@ed uopaIyu| TLZ6C DOLY SI08sy SN30Goaie)ug
sepique
EwEEcmc_ 2 98J0|00U| $RIUD|0D ‘PuUDq B euueiow eduessIuD 22021 D1V youxsy ejebiys
CEXNC]

g J1ep Sub JNejNoS Bp SBIUOICY ‘BluELDdW] g BUUDY BIUBSSIND | BZOFL DOLY WNUNWIYIA | Fevoues

PSI[[€]pUI 1BA JURIUG Joeqse Un JUEJUose)
JIDU-Ne|q JNeND2 ep se! ‘PWELOdW] B BULOG BIUBSSIND TTOSZ DDV 100 Byl =)
32URSSIOID sayonog

‘sedney y¢ g g1 Juepued 5, Z ¥ 6¢

g e1q0ige ue Led ep seNoq se) Jeqnou) (¢ TYAIANIO 101dWE.Q SAOW » JUeWn3op & JIoA
‘suoewucjulp snid unod) sejueAns SeyoNos Se| 2eAE SJIEjueseldel SUD|IJUBYE S8 JaINJoU|

UNALYSIILLNT UVd LTVYND 30 TTOULNOD

-aidoud yospue Un SUBp D, @+ 19 Z+ 8AUS SERAIASUDO JUDs sajje,nbsig)

sulewes eun Jnod sejqesi N Juos seloq () 8p epeano epid eun,p Jueueacid seueq seq
*gPUBLILICOR) UD{IBGNOULP IB[9p o] Juepued segqnaul 1o (ebejjequie

ans epenbye Jioa) uondwesed ep ejep inej g.nbsn( segousiesue eng Jueaned seyoq

s "legneyxns v Jejabuca sed eN "uopesign Jnej ep Juswow nenbsni ‘suibuo,p efejeqwe
iNg| suep ‘D, 19 7 QJUS SIINISYD| SUBP L9 Op S810q $8] Janesucs 'uondecss seq
NOILYAYISNOD 30 334NA 13 IOVMIO0LS

“sgsiin synpoud

sep uojjeulule,p sepoylew sa enb suie ‘senbiBooig senbsy se; ‘enbydese uonendivew
ep seunpgoosd sef eujeuuce Jnod « TYHINIO |01dN3.0 SAOW » JUBLINOCP & JeYNSuo)
“uoneJouglep ap edA) e1ne JNo) NO UOHERINSSY B JUBLIBLOASSEP BP 'UDIBIDICOSD

ap "suueIqowW ucjeuweRueS ap seubis sep Jueguow inb Ljed ep seyoq sej Jesinn sed eN
“uswenbiun jpuucissejoid ebesn v - |

SNOLLNYO3YUd

-sesodw) esusuuoped ep sei@lud sep uoIIUO) ue eejuewgdwos noje eglsnly,
20-+2gLHd

5900 eugifyjew ep nelg

¥'o A Bulsog

S'el 850199

oz enbissejodiq ejeydsoyd

0's 8S0JBUOBY

0's a50pRE]

G001 ®unejeb ep enbjegsousd uopseliq

eguund nee,p e Jed ,enuuoy
peuipol ey g3 qg
S4IlLOvaH

"seaqiyul

2JJ@ NO S8gs|BI0| SBIUC|CS Sep Jeuudy Je Jeddojeasp as ) | s8] Je sanbooojAydels
58| 'xnesgy senboooydens se) enb seyje) seamsod-wess) seuepeq s&f nem 83 sueq

4S8N JO XNeagy SuojIRuUBYY se s sedojdwe Je eyjeucuwles ¢ SeulsepR gIAIoe 98

e|q1e) g Juewe|os!,p xnejpw sep sued ne egnole Jse (esoueyooes sues no deae) Jeby g3 e
'asope| np epides uoeueuLe) B @ NP JUBlUq

U JeA enbisue Pedse un eud Jueaned yo) BlyIUEYIST B SAIUDDD S&
"ejueedsuB)) @QUGUIE JNJNOS e NO SeJC|0dU] JUOS BfefiyS Op 18 BfSUOLBS ep SeIUC|DO S8
anb sjpuey Jjcu-Najq JNBNDC 8P SBIUCIDO S8p Jussinpoud SBULIOJOS $87 "SBLISIUBBIO0ID|W XNE
enp es0JBYOVES NP NO/Je BS0II8| NP UCHEBIUBULS) B] B utioee) Jed sjeuegyip sinejeoipulp
ISSNE JUBAIBS SJURID|0Y $87) "Julod uileled un gnbsnf seasod-weis) seugioeq se| Juequyu; Inb
euglfyjow ep nelq 8] 18 A euIsog,| enb 19} SUBICICD Sep Juenuod peuwspoly ey AW ad 81
- 'BS0j08] Np 8nb asoiey0BS

np uonejueuue) el Juewejoe; snid Juenboacud seugloeqoIRiUe SeulRNe)) "enbee) Je sweH
-}IOH 8p Najjiu Ne BSCIBYIOES ap nofe,| SUBp episel suojeleded xnep s8] aljue souBIBYIP
efediound e, euine] Jed eeyipow @1g @ enbiee | 1o sLeH-)IOH ep ejewuo uogeiedad &
,"enbea] Jo sy

-joH Jed g6} ve s10) everwed g anod edep uoneiedeud eun uns eeseq Jse Jeby g3 &
“enbjiSojoiqosiw epoUig

F0OHLIN v 3d NOLLYOINdX3 13 S3dIONIMd

d. A

senbiuyc uou Je senbiule suoueyoe,p Jusueacud

{smebeu-weis) sleUUDIBY SEJNE SIBAID j& erelBuelBqoIe)uT) SHEBeu-eIS) senbugiue
S{||080 Op UD[JBIUSIQUIP B § 10 JUSWE{OS],| § JUBAIES JI0e|9s Juewesebel lepuesgip neyw un
1s@ "enbiea | Je slBH-)oH Jed eginuup; Qg esuipow WE3 esoieb) pauipo ey a3 ag e
NOILYIINddY

peuipol ‘(teby en|g eusjAypely uiso3) seby gu3 ag

6002 ounpy & ARy 10710¥Se-vd

I07dW31 V¥ S13¥d
W U 1¥13d 30 s3Lio8 N3 D. m D
XNAMIW - 101dW3.0 300N “w>

117

Annexe 9



-E- O rLOYSE-Vd

g 6002 ® “Auedwon pue uosupalg ‘uojoeg Jo Auedod ey eue suewepR] Jeylo e pue ofo ad ‘ag
uoHDe||0 eUMHND edA | UBILBLY BU JO YJBIEPRI B 8 DDV

woo'pgmawwidiy  Z62€ 89 92986+ XBd  9E9C 89 9Lp-EE+ 0L
80URIL/XIEL) B8P JUDd &7 0088E

sefieg epysuy eny ||,

VS 83UBI4 UDSUDIRI] uCleg

edoung sweisAg apsoubelq aa

woopgedane@Aiveuuesuondecey

91 ZG 0E-1Z 296h+ XBd (G 05-1€ 29-6b+ "auoyd
Aueuves;BieqiepieH 52169-Q

2} — g essayjseyny

sweyshg ansoubelq ag

™

Qg ep [€20] Jusjueseude) e JepoRu0d ‘suogeuLopLp snid Jnog
STUIVINIWI1dNOD SNOLLYIWHO-NI

sequn oz ‘10idwe,| g s1gid wed ep seyoq ue xneyiy £20¥S2 182 .N
sejiun 0z 'ojdwe,| ¢ s1eud 11ed ep selioq ue el FI0¥SE 182 N
peuipo eBy 93 a9

LNIWINNOILIANOD

*0rQ 'uoibuiysepm ABojoigossy
104 Aerog uedueury ‘pe yig ‘ABOIOIGRII [BAUIR JO |eNuE {'Pe) UBYIOA H "H
pue ajje)d v "W ‘uesuebior "HT uoueq T 3 " "d ‘Aeunpy ) ‘seuoues pue ‘sleblys
‘ByoueYIsT "EO0Z BUIRONS YN PUB T SIIBM “Td 'SpIeld "M 4 euuesg "y ‘ddog g
- "ucibuiyse ‘ABojoigooi J0) Aeicog uesuswy "pe yig ‘Abojoigossiu
[EOWIP JO [eNUB (Pe) UBNIOA "H "d Pug “8|l8id Y "W ‘uesueBior "H ‘uoseg T3
“d "d "ABuNp 4} "UCHEOLNUSP] PUB UCHONPOIU] [08628LeEQ0IeNT "E00Z [T Il Jeues "¢
UOPUOT ‘RIOLI[EY 'SUDIIM PUB SWEIIWA | SWN|OA "Bueleq
[EOIPEW JO BOUBLBJUIBL — UCHIEAING — UCHEBIOS] 84} JO) BIRGN "S861 "JT 'UIPPELoBN '€
“LpEpEE i o) ebe enyg
euejAyjew-uisoe peydwis e uo seuelfioses "g pue o2 g Jo uonenueseyid "gL6) "W 'aume g
"009-965-81 "SI "WeJu| [ "S|00)S WOy $nSO4dA
SN{jR8g JO UDHEIOS| @Y} JC) WNIPL QNN meu v 916 “enbiea) O pue “JT 'sweHdIoH °}

STONTHI 4]
¢ ‘Soudoidde eouaigjes ep sjuewnaop
s0] Jensuo) "saind seunyno sep g jadde juesie) ‘senbibojounwu ‘el Qu Is 18

senbiwiyoolq sj58) sep JeAojdwe,p Jueuos |1 'elgidwo uoneoyiuep: eun uege snod ‘siew
nejjiw 83 suep Juswelelp senbisoube|p s1se) sieap g Jepgocid ep ejgissed seued Jse ||
“nefju 83 SUBP seqIYul Juswee)o) sed Juos eu sy)isod-wels) sewsuebio se| Jueanog

- PoUIPOW JeBy SWa ag B uns Jueddojengp es ‘seuow0iey Jo seuowiopnasd enb sie)
.Qﬁm@.&&@ sjeuucieq seane sineisnid Je eredeLeRqOIGT O|IWER) B Op SewsueBIo o
SUNAI00¥Ud V1 30 SILINIT L3 STONVINHOIHI 30 SANOILSIHILIVHYD

118

Annexe 9



51078/42 024 /42 029 /42 027

Sabouraud Chloramphénicol - gélose

Isolement sélectif des champignons (prélévements contaminés

PRESENTATION

Milieu déshydraté :
51078 Flacon de 500 g

Milieu prét a I'emploi :
42 024 5 tubes
42 029 100 tubes
42 027 6 x 100 ml

CONSERVATION

Milieu déshydraté : ‘
2-30°C.

Milieu prét a I'emploi :
Tubes : 2-8°C.

Flacons : 2-8°C.

COMPOSITION
Formule théorique en g/l d'eau purifiée. Ce milieu peut étre ajusté et/
ou supplémenté en fonction des critéres de performance imposés.

Gélose Sabouraud .............c.cocviiiiirieiiiirci e Aonsenitiss « )

CRIFAMPNERICHE .....uxx05 saisisiingaisersamsnspsrasy L m— 0.5
pH 6.4

PRINCIPE

Milieu sélectif recommandé pour l'isolement de toutes les espéces
ainsi que des dermatophytes a partir de prélévements contaminés.
La présence de chioramphénicol permet une bonne inhibition de la
plupart des contaminants bactériens.

PREPARATION

Mettre en suspension 455 g de poudre dans 1 litre d'eau purifiée.
Mélanger soigneusement. Chauffer en agitant jusqu'a ébullition.
Répartir et stériliser a 'autoclave a 118°C pendant 15 minutes.

Eviter soigneusement toute surchauffe du milieu.

UTILISATION

L'utilisation d'un antibiotique a large spectre tel que le chloramphéni-
col permet de conseiller ce milieu pour la recherche de champignons a
partir de prélévements tels que squames, cheveux, ongles...

Annexe 10
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I. CONTEXTE
Chez la femme, ce score permet d’évaluer I’équilibre de la flore vaginale aprés coloration de Gram.

I1. CALCUL DU SCORE DE NUGENT

0

1 +++ + +/++

2 - T A ++ {4+
3 + o+

4 0 -+

Le

() = absence, + = quelques ou rares, ++ = ass¢z nbx, +++ = nbx, ++++ = trés nbx
score cst calculé en pratiquant la somme des scores obtenus pour les différents morphotypes

bactériens observés,

Ex.

: TN DO (0), QQ B+ (1), Absence de Mobiluncus (0) = 0+1+0 = 1

IL INTERPRETATION DU SCORE DE NUGENT

Grade I : flore normale : score de 0 4 3
DO-pH <47
Femme en période d’activité génitale ou enceinte

Grade IT : flore intermédiaire : scorede 4 2 6

DO + flore de substitution (Coryné, Strepto, Entéro, SCN, B-) - pH > 4.7

Femme en période d’activité¢ génitale ou femme ménopausée, petite fille ou flore post-
antibiothérapie

Grade 111 : flore de vaginose : score de 74 10
Absence de DO
Flore de substitution polymorphe ++++ 10” a 10" bact/g de sécrétion soit 10 & 1000 fois la []
normale
- Vaginose a GV
Leucorrhées grises abondantes, malodorantes, sans signe d’inflammation
Absence de PNN
- Vaginose i germes anaérobies
Leucorrhées peu abondantes, fluides, malodorantes
Test a la potasse positif

Présence de PNN
Gram négatif Gram positif
Bactéroides (B-) Peptostreptococcus (C+)
 Fusobacterium (B-) Mobilincus
Prevotella (B-) " | Atopobium vaginae (B+)
Porphyromonas Bifidobacterium (B+)
Veillonella (C-) Gemella (C+)

Tableau Il : Germes anaérobies impliqués dans la vaginose bactérienne
\Snoopylbm\GBEA MICROBIOLOGIE\MODE OPERATOIRE\PRELEVEMENT Score de Nugent.doc
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RESUME :

Neisseria gonorrhoeae est 1’agent étiologique d’une infection sexuellement transmissible, appelée
gonococcie, dont I’épidémiologie actuelle montre une importante recrudescence dans les pays développés
dont la France. Cette bactérie, pathogéne strict de ’Homme, est notamment responsable d’infections uro-
génitales pouvant se compliquer et se disséminer. Les infections sont souvent symptomatiques chez
I’homme mais fréquemment asymptomatiques chez la femme, contribuant ainsi a la propagation de la
maladie. Le gonocoque acquiert par ailleurs de nombreux mécanismes de résistance aux antibiotiques
qu’il est nécessaire de surveiller par la réalisation d’un antibiogramme sur toute souche isolée en culture.
Cette méthode utilisée au laboratoire de la maternité de Nancy est la technique de référence pour le
diagnostic des gonococcies. Des techniques d’amplification d’acides nucléiques (biologie moléculaire) ont
été développées récemment pour la recherche de Neisseria gonorrhoeae et semblent montrer une plus
grande sensibilité.

Devant le pic d’infections a Neisseria gonorrhoeae chez les jeunes femmes en province décrit par
I’InVS entre 2005 et 2006 et le faible nombre de gonocoques isolés au laboratoire de la maternité (entre 0
et 1 souche par an), un protocole d’étude a été initiée. Une recherche systématique de Neisseria
gonorrhoeae a été réalisée, chez 1165 patientes, par culture et par un test de biologie moléculaire (BD
ProbeTec ET CT/NG®). Les objectifs étaient de s’assurer de la qualité des résultats de culture rendus par
le laboratoire et d’évaluer P’intérét d’une technique de biologie moléculaire (SDA) pour le diagnostic des
infections & Neisseria gonorrhoeae.

Sur les 1165 prélevements endocervicaux et vaginaux ensemencés en culture, aucun gonocoque n’a été
isolé. Ce résultat peut s’expliquer par la population étudiée qui n’est pas une population a risque d’IST et
par des facteurs pré-analytiques comme la nature du site prélevé et une antibiothérapie préalable. En
biologie moléculaire, 1149 échantillons étaient négatifs, confirmant les résultats de la culture. Pour les 16
autres écouvillons, des problemes techniques (10 échantillons inhibés et 1 résultat équivoque) ou des
difficultés d’interprétation (5 échantillons détectés positifs en biologie moléculaire mais négatifs en
culture) ont été rencontrés. La culture a pu étre mise en défaut pour ces 5 cas mais des réactions croisées
avec des Neisseria commensales ou une contamination peuvent aussi expliquer la positivité de la biologie
moléculaire. Pour pouvoir interpréter le résultat biologique, la connaissance d’éventuels facteurs de
risque d’IST et du contexte clinique est nécessaire. Dans I’étude, on suppose ainsi qu’au moins 2 patientes
présentaient une gonococcie.

Les difficultés d’interprétation des résultats de biologie moléculaire et les limites techniques
rencontrés nous permettent de conclure au faible intérét de ces méthodes pour le diagnostic des infections
a Neisseria gonorrhoeae dans une population a faible incidence comme la patientéle de la maternité. La
possibilité d’utiliser des prélévements peu invasifs (urines, auto-prélévements vaginaux) représente
cependant un avantage indéniable pour le dépistage des gonococcies dans les populations a risque d’IST.
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