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INTRODUCTION

Les infections sexuellement transmissibles (IST) posent plus que jamais un probleme
de santé publique. La pandémie liée au virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est
toujours d’actualité et la stabilité du nombre de découvertes de séropositivité chaque année
en France masque l'incidence incontrélée de la maladie chez les hommes ayant des
relations sexuelles avec d’autres hommes (HSH) (1). L'utilisation de traitements
antirétroviraux hautement actifs s’accompagne actuellement d’'une augmentation des
comportements sexuels a risque dans cette population ou I'on observe depuis les années

2000 une recrudescence des cas de syphilis et de gonorrhée (2).

C’est dans ce contexte que la lymphogranulomatose vénérienne (LGV), IST causée par
Chlamydia trachomatis (CT) génovar L1 a L3 émerge en 2003 sur le continent européen
chez les HSH. La LGV constitue aujourd’hui une des causes majeures de rectite dans cette

population et son incidence ne cesse d’augmenter.

La LGV génitale, forme pourtant classique de la maladie, n’est quant a elle pratiquement pas
décrite aprés plus de 10 ans de surveillance renforcée en Europe. Les caractéristiques
cliniques de cette entité et la population touchée ne sont ainsi pas connues, les facteurs

favorisants liés a la bactérie et a I'héte ne sont pas établis.

Ce travail s’articule en 3 parties :

* La premiere partie est une revue de la littérature portant sur les aspects historiques,
épidémiologiques, cliniques et microbiologiques de l'infection a CT avec un intérét

particulier pour la LGV.

* La deuxieéme partie est une étude rétrospective menée au sein du Centre National de
Référence (CNR) des chlamydiae et portant sur les cas de LGV extra-rectales
confirmés par le génotypage réalisé au CNR. Elle est présentée sous la forme d’un
article en Anglais, en cours de soumission a la revue « Sexually Transmitted

Infections ».

* La troisieme partie est une conclusion reprenant les points importants de I'étude.



Partie | :

Contexte




1. Infections a Chlamydia trachomatis : éléments d’histoire

1.1. Premiéres observations microscopiques

Les IST, appelées aussi maladies vénériennes ou sexuellement transmissibles, sont
des fleaux connus depuis 'Egypte ancienne. Les deux premiéres entités individualisées sont
la syphilis et la gonorrhée, du fait de leur présentation clinique bruyante et de la morbi-
mortalité qui les accompagne jusqu’au début du XXéme siécle et l'arrivée des traitements
antibiotiques.

En 1879, Albert Neisser identifie 'agent causal de la gonorrhée dans le pus urétral des
patients infectés (3). La découverte du gonocoque est un événement important dans la
reconnaissance des IST liées a CT. Elle permet d’identifier une forme d’urétrite masculine
dont la transmission semble liée a I'activité sexuelle mais dont la culture est négative et les
symptdémes modérés (gonorrhoea simplex et gonorrhoea virulenta étaient auparavant
distinguées) (4). La premiére observation de la bactérie date de 1907 : Halberstaedter et von
Prowazek inoculent I'agent du trachome, kérato-conjonctivite infectieuse chronique
aboutissant a la cécité, a des orangs-outans sur l'lle de Java et observent des corps
d’inclusion dans les cellules de I'épithélium conjonctival. Des inclusions similaires sont
rapidement observées dans les conjonctivites a culture négative du nouveau-né, puis sur les
frottis cervico-vaginaux de leurs meéres et sur les écouvillons urétraux d’hommes atteints

d’urétrite non gonococcique (UNG) (5).

1.2. Description de la lymphogranulomatose vénérienne

En 1913 trois dermatologues francais, Docteurs Nicolas, Favre et Durand, décrivent
de fagon détaillée le « lymphogranulome inguinal » (qui sera également nommé tour a tour
ulcére vénérien adénogene, bubon climatique ou bubon tropical pour sa distribution
géographique, 4°™ maladie vénérienne, maladie de Nicolas-Favre...). Ce syndrome est
caractérisé par un chancre génital et une adénopathie inguinale évoluant vers I'abcédation.
lIs sont les premiers a I'individualiser en tant que maladie vénérienne (6). Dix ans plus tard,
Favre observe des corps d’inclusion cytoplasmiques sur les coupes de ganglions atteints et
les chancres initiaux (7). En 1925 apparait le premier test diagnostique de la LGV, une
intradermoréaction utilisant une préparation de pus ou de lysat ganglionnaire issu d’un
malade (test de Frei).

Au cours des années 30 et 40, la connaissance de la maladie se fait plus précise alors que
'agent causal est isolé en culture et que les premiers tests sérologiques voient le jour. I
apparait évident que les mystérieux « parasites intracellulaires » a l'origine de la LGV, du

trachome et de la conjonctivite a inclusion partagent un grand nombre d’antigénes et font



partie d’'un méme « groupe » (8). On utilise alors les termes de groupe PLT (pour Psittacose,
Lymphogranulome et Trachome) ou TRIC (pour TRachoma et Inclusion Conjonctivitis). Peu
de données épidémiologiques sur la LGV existent a cette époque, la maladie ne faisant pas
I'objet de déclaration obligatoire dans la majorité des pays. Si sa distribution est mondiale,
elle est nettement plus fréquente sous les « tropiques » (Inde, Asie du Sud-Est, Caraibes,
Afrique Sub-Saharienne...) (9) et les cas sporadiques observés dans les pays industrialisés
sont souvent associés a des voyages récents en zones d’endémie. Les études de
séroprévalence de populations asymptomatiques aux Etats-Unis retrouvent une positivité de
la « sérologie LGV » allant jusqu’a 10 % avec une augmentation drastique aprés 'age de 14
ans. Deux hypothéses sont alors formulées, celle d’'un portage asymptomatique et celle de
I'existence d’'un autre micro-organisme antigéniquement proche, encore inconnu et de
transmission « vénérienne » (10). Cette derniére remet en lumiére les observations
d’inclusions cytoplasmiques faites sur les prélévements de col utérin et d’urétre par Lindner
en 1910.

1.3. Du groupe TRIC au Chlamydia trachomatis

Dans les années 60, plusieurs travaux démontrent que les agents infectieux du
groupe « TRIC » sont responsables d’infections de I'appareil génital masculin (11,12). En
1964, un ophtalmologue londonien rompu a l'observation des conjonctivites infectieuses
s’intéresse a la transmission sexuelle des agents « TRIC » et conclut ceci : « Je soupgonne
qgu’il sera démontré que l'infection a virus TRIC est 'une des IST les plus communes et
qu’elle va apparaitre comme une des causes majeures d’'UNG.» (5) En 1968, la
nomenclature internationale désigne les agents TRIC comme des bactéries appartenant au
genre Chlamydia et les sépare en deux espéces, C. trachomatis (CT) et C. psittaci (13).
L’apport des techniques d'immunofluorescence indirecte au cours des années 1970 (14)
permet de typer les souches de CT: le trachome est associé aux sérotypes A a C, les
infections « oculo-génitales » aux sérotypes D a K, la LGV aux sérotypes L1 a L3.

Au début des années 1980 le spectre complet des infections a CT est connu, leur réle dans
la salpingite et le risque d’infertilité qui en découle est établi (15). Le diagnostic est
révolutionné au cours des années 1990 et 2000 par 'avénement de la biologie moléculaire,
confirmant 'ampleur de « I'épidémie mondiale » d’infections génitales liées aux sérotypes D
a K. La LGV quant a elle, bien qu'endémique dans certaines régions (Afrique, Asie,
Amérique du Sud et Caraibes) reste trés rare dans les pays occidentaux et n’est pas

considérée comme un véritable probleme de santé publique au début des années 2000.



2. Epidémiologie

2.1. Le poids des IST dans le monde

I existe une trentaine dIST. Parmi elles, les quatre principales IST
« curables » causées par Treponema pallidum, CT, Neisseria gonorrhoeae et Trichomonas
vaginalis, représentent prés de 500 millions de nouveaux diagnostics chaque année selon
les données de I'Organisation Mondiale de la Santé (16), avec de fortes disparités
régionales, les pays a faible niveau de ressource concentrant 85 % des cas. Dans ces pays,
si les deux sexes sont touchés a part égale, femmes et enfants subissent les plus lourdes
consequences : syphilis congénitales mortelles, ophtalmies gonococciques néonatales et
trachomes, conduisant a la cécité, infections génitales a CT entrainant infertilité et
grossesses extra-utérines.
L’infection par le VIH tient une place a part au sein des IST par son caractére chronique et la
gravité de son pronostic en I'absence de traitement. Le virus a infecté depuis 1981 environ
70 millions d’individus. En 2014, 36,9 millions de personnes vivent avec le VIH, dont 2,4
millions en Europe de I'Ouest et en Amérique du Nord (170 000 personnes en France). Dans

les pays occidentaux, 49 % des nouvelles contaminations intéressent les HSH (17).

2.2. VIH et IST associées

Dés le début de la pandémie de VIH, un impact des IST « classiques » sur la
transmission du virus est suggéré par I'observation fréquente des co-infections chez les
patients séropositifs. La question scientifique est complexe, ces infections partageant le
méme mode de transmission dominant, le méme réservoir humain, les mémes facteurs de
risque comportementaux (18). De nombreux travaux montrent I'effet inducteur des IST sur
'excrétion rétrovirale dans le tractus génital et sur la susceptibilité de la muqueuse a
l'infection, par l'altération de I'épithélium et I'afflux des cellules cibles (macrophages, cellules
dendritiques, lymphocyte T CD4+) (19). Il en découle I'hypothése que le traitement des IST
peut diminuer l'incidence de la transmission du VIH.

Ainsi en Afrique sub-saharienne, zone de haute endémicité des IST et « ground zero » de
I'épidémie VIH, la prise en charge des IST bactériennes a rapidement constitué un axe
majeur de prévention du SIDA, en complément des campagnes d’éducation sexuelle et de la
promotion de l'utilisation du préservatif (20). A titre d’exemple, un essai randomisé réalisé en
Tanzanie offrant une prise en charge optimale des IST permettait de réduire I'incidence du
VIH de 40 % (21).

Dans les pays du Nord, la circulation des IST dans la population est beaucoup plus faible.
Les interventions visant a modifier les facteurs de risque comportementaux (campagnes

d’information sur le VIH, le « safe sex »... ) sont efficaces (22) et jouent un réle prépondérant



dans la diminution des IST, de sorte que leur incidence peut étre considérée comme un
véritable indicateur de I'impact des programmes de prévention anti-VIH (23). Cette tendance

a la baisse est claire jusqu’au début des années 1990 (24) (Figure 1).
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Figure 1 : IST diagnostiquées dans les centres parisiens spécialisés (1979-1990), adapté de (24).

A partir de 1996, une augmentation significative des cas de gonorrhée et de syphilis est
signalée dans plusieurs grandes villes occidentales (Londres, Sidney, Amsterdam, Paris),
touchant en premier lieu les HSH (25-27). Cette tendance forte coincide avec l'introduction
des trithérapies antirétrovirales, dont I'efficacité suscite un regain d’optimisme et une

augmentation des comportements sexuels a risque (28, 29).

2.3. L’épidémie européenne de LGV

2.3.1. La dissémination européenne

Avant 2003, la LGV dans le monde occidental est rapportée sous la forme de séries
de cas. Deux exemples sont notables. Entre 1981 et 1986, 27 cas sont diagnostiqués a
I'hépital Saint-Louis a Paris. Plus de la moitié des patients sont originaires d’Afrique de
I'Ouest, des Caraibes ou d’Indonésie. 2 patients homosexuels masculins présentent un
tableau de rectite (30). En 1995, I'étude de plus de 5000 écouvillons rectaux issus d’un
centre de prise en charge des IST a Seattle sur une période de 10 ans (1981-1991) objective
cing LGV rectales diagnostiquées en 1982 et 1983 chez des HSH (31).
En février 2003, un homme infecté par le VIH se présente dans un centre de traitement des
IST a Rotterdam avec un ulcére péri-anal et une adénopathie inguinale, trois semaines aprés

un rapport non protégé avec un partenaire inconnu a Amsterdam. Un diagnostic de LGV est
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porté par biologie moléculaire sur un prélevement urinaire et anal. Le reste du bilan des IST
(notamment syphilis) est négatif. Aucun voyage en dehors de I'Europe n’est rapporté (32).
En mai 2003, deux nouveaux patients sont pris en charge dans le méme centre pour une
rectite a LGV. En I'espace de cinq mois, 12 nouveaux cas de LGV rectale sont diagnostiqués
a I'aide d’une recherche active des partenaire sexuels de ces trois « cas index ». L’épidémie
touche un groupe de HSH aux conduites sexuelles a risque, présentant des IST
concomitantes et une infection a VIH dans la majorité des cas (33). En décembre, I'’épidémie
est notifiee a la municipalité de Rotterdam. Début 2014 lalerte est diffusée a I'échelle
européenne (34). Rapidement de nombreux cas sont rapportés a Anvers, Hambourg, Paris,
Londres, Stockholm. En France, une recherche rétrospective de tous les prélévements
rectaux positifs a CT depuis 2012 permet de déceler 45 cas de LGV par génotypage (Figure
2). Un an aprés la premiére description néerlandaise, la maladie est présente dans huit pays
européens et a touché environ 500 hommes (35), mais aucune forme génitale « classique »

n’est rapportée.
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Figure 2 : Evolution du nombre de LGV rectales génotypées au CNR des chlamydiae (2002 - 2004)(36).

2.3.2. L’'expansion clonale d’'un « nouveau » variant

Aprés un an de surveillance sentinelle dans les pays touchés, Pays-Bas et France en
téte, la totalité des LGV diagnostiquées appartenait au génovar L2 (36). L’analyse de ces
mémes souches par séquencage a permis la découverte d’un nouveau « génovariant »
appelé L2b (37), retrouvé par la suite dans la quasi-totalité des cas diagnostiqués en Europe
et confirmant le caractéere épidémique du phénoméne. L’analyse rétrospective de
prélevements rectaux (positifs a CT biovar LGV) datant des années 2000 et 2001 a
Amsterdam et des années 1979 a 1985 a San Francisco a retrouvé ce génovar L2b. Ce
« nouveau » variant circulait donc a bas bruit depuis plusieurs années a Amsterdam, et
infectait méme déja les HSH en Amérique du Nord il y a plus de 20 ans, amenant les auteurs

a utiliser 'expression de « lente épidémie » (38).
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2.4. Les IST en France

2.4 1. Organisation de la surveillance

L’émergence du VIH a imposé une refonte de notre systéme de surveillance
sanitaire. En 1993, le Réseau National de Santé Publique est créé pour assurer la
surveillance épidémiologique et organiser les investigations des phénoménes épidémiques,
s’appuyant sur les structures que sont les Centres Nationaux de Référence (CNR), délivrant
une expertise microbiologique et épidémiologique, chacun dans un domaine particulier, et
les Directions Régionales et Départementales des Affaires Sociales (aujourd’hui Agences

Régionales de Santé). L’Institut National de Veille Sanitaire (InVS) lui succéde en 1998 (39).

La surveillance des IST reposait depuis 1942 sur la déclaration obligatoire des cas de
syphilis, gonorrhée, LGV et chancre mou, abandonnée en 2000 en raison d’'une trés faible
exhaustivité et d’'une non représentativité des cas déclarés. Elle repose aujourd’hui sur des
réseaux volontaires de cliniciens et de Ilaboratoires, ainsi que sur des études

épidémiologiques ponctuelles.

Le réseau de cliniciens RésIST permet de surveiller les cas de syphilis récentes et de
gonorrhée par le recueil d’'informations cliniques, biologiques et comportementales aprés
consentement du patient. Les réseaux de laboratoires Rénago et Rénachla surveillent
respectivement la gonococcie (notamment I'évolution de la résistance aux antibiotiques) et la
chlamydiose uro-génitale en recueillant des informations biologiques, I'dge, le sexe du
patient, les signes cliniques observés (40). La surveillance de la LGV fera l'objet d’'un

chapitre suivant.
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2.4.2. Tendances depuis les années 2000

L’augmentation du nombre de cas de syphilis et de gonococcies déclarés chaque
année au réseau RésIST est constante depuis plus de 10 ans (Figure 3). Le groupe des
HSH est particulierement touché : en 2014 il représentait plus de 80 % des diagnostics de
syphilis et 62 % des diagnostics de gonococcie. Toujours chez les HSH, la co-infection VIH
est courante bien qu’en diminution au cours de la décennie (de 70 a 40 % pour la syphilis,

stable a 15 % pour la gonococcie).
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Figure 3 : Données du réseau RésIST au 31 Décembre 2014. Evolution du nombre de gonococcies de
2004 a 2014 (gauche) et de syphilis de 2000 a 2014 (droite) selon I'orientation sexuelle (41).

Le réseau Rénachla a enregistré une augmentation continue des diagnostics d’infection uro-
génitale a chlamydia en 10 ans (450 % d’augmentation en 2014 par rapport a 2004). Cette
augmentation doit étre nuancée par 'augmentation drastique du dépistage de cette affection
largement asymptomatique (entre 50 et 60 % en 2014 selon le sexe) et la généralisation
progressive de I'utilisation des test d’amplification d’acides nucléiques (TAAN) sur la période
2004-2014 (41).
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Figure 4 : Données du réseau RésIST au 31 Décembre 2014. Evolution du nombre de chlamydioses uro-
génitales de 2004 a 2014 (41).
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2.5. La LGV en France depuis 2004

2.5.1. Organisation de la surveillance

En janvier 2004 suite a I'alerte lancée par 'European Surveillance System for STI
(ESSTI), tous les prélévements rectaux positifs @ CT depuis 2002 dans 3 laboratoires de
microbiologie parisiens sont envoyés au CNR des chlamydiae a Bordeaux. Le diagnostic
bactériologique nécessite en effet des techniques de biologie moléculaire utilisées
uniquement dans ce laboratoire en France. Quarante-cinq cas sont diagnostiqués

rétrospectivement.

Une surveillance prospective est ensuite instaurée dont on retient deux phases :

* de 2004 a 2009, envoi systématique de tous les prélévements rectaux positifs a CT par

quatre laboratoires de la région parisienne choisis pour leur grand nombre d’échantillons
analysés ; envoi ponctuel par les laboratoires en région qui en font la demande. L’age au

diagnostic, le sexe et le statut VIH sont aussi releveés.

* dés 2010, les laboratoires partenaires envoient au CNR leurs souches de CT ano-
rectaux avec une fiche de renseignement documentant les IST associées. La
communication du résultat du typage est accompagnée d’une fiche de données cliniques
et comportementales retournée par le clinicien prescripteur avec le consentement du

patient. Les résultats sont ensuite transmis a I'InVS. Le circuit des données est résumé

en Figure 5.
Labo hospitalier ou privé Q Médecin hospitalier ou libéral
>
*  PCR Chlamydia préfevement/résultat |, prajayement ano-rectal

trachomatis +

Résultat .
. . Information/consentement
Envoi génotypage Envoi
505 - Fiche « clinique »
- Prélévement .
Q - Fiche « labo » Fatient
O Q * Rectite LGV

* Rectite a CT non-L

CNR des infections a Chlamydiae

* Génotypage des souches de CT
* Rétro-information des labo et cliniciens

Figure 5 : Schéma du circuit des données de surveillance des ano-rectites a CT, adapté du protocole de

surveillance épidémiologique établi par le CNR des chlamydiae et I'InVS (42).
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2.5.2. Données issues du réseau

Depuis le début de [I'épidémie, 2655 épisodes de LGV rectale ont été
microbiologiquement documentés en France. Les patients ont été pris en charge en lle-de-
France dans 74 % des cas mais la part de la province augmente progressivement passant
de 18,5 a 34,5 % sur la période 2010-2015. Le nombre de cas recensés a augmenté depuis
10 ans passant de 102 cas pour I'année 2004 a 481 pour I'année 2015, avec une nette

« accélération » dés 2013 (Figure 6).
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Figure 6 : Evolution du nombre de LGV rectales diagnostiquées au CNR des chlamydiae (43, 44).

Les données cliniques recueillies depuis 2010 décrivent un tableau de rectite dans 92 % des
cas, avec un syndrome rectal (68 %), des douleurs anales (69 %), un écoulement anal
(60 %), des rectorragies (51 %), et une ulcération anale (32 %).

La maladie concerne exclusivement les hommes, en dehors d’un cas féminin diagnostiqué
en 2009 (45). Leur moyenne d’age depuis 2004 est de 41 ans. Les patients sont des HSH
(98 % des cas), la majorité d’entre eux a des partenaires sexuels multiples (plus de 3 le mois
précédant le diagnostic). Le statut VIH de ces patients, connu pour 1383 d’entre eux, est

positif dans 77 % des cas. Un antécédent de syphilis existe dans 58% des cas (43, 44, 46).
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2.5.3. Données issues d’études ponctuelles

La LGV touche donc depuis le début de I'épidémie une population de HSH souvent
séropositive pour le VIH et a haut risque d’IST. Elle se présente cliniquement comme une

rectite.

Deux études ont été menées, entre 2004 et 2009 (46) puis en 2013 (47) a la recherche :
- d’'une dissémination des souches L dans la population « tout-venant ».
- d’'une présence des souches L dans les prélévements uro-génitaux positifs a CT réalisés

en France.

Un génotypage systématique de tous les prélévements extra-rectaux positifs a CT issus de
plusieurs laboratoires couvrant 'ensemble du territoire francais a été réalisé. Dans ces deux
études 4848 et 1802 échantillons ont été typés, intéressant pour une majorité des femmes.
Seuls 97 patients étaient HSH connus dans I'étude de 2013. Au total, trois échantillons
urétraux typés L ont été retrouvés dans la 1° étude, deux prélévements urinaires et un
écouvillon de gorge chez trois HSH dans la 2°™. Ces travaux tendent donc & montrer que la

LGV reste « cantonnée » a la forme rectale chez le sujet HSH a haut risque d’IST.
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3. Microbiologie et immunologie

3.1. Taxonomie

CT appartient a la famille des Chlamydiaceae qui comprend le seul genre Chlamydia,

séparé en neuf espéces bactériennes. Elles se distinguent par leur développement

intracellulaire obligatoire se déroulant selon un mode biphasique unique dans le monde

bactérien (48). Si les Chlamydia infectent une grande variété de mammiféres, 'homme est

'unique réservoir de CT.

La proximité génétique des différentes souches de CT détermine 2 biovars se distinguant par

leur tropisme tissulaire : le biovar « trachome » a l'origine de linfection oculaire du méme

nom, d’infections du tractus génital (urétrite et épididymite chez I'homme, cervicite et

salpingite chez la femme) mais aussi de conjonctivites sans gravité ; le biovar « LGV »

(Figure 7).

Depuis la découverte de CT le sérovar bactérien est déterminé par 'immunoréactivité vis-a-

vis de la protéine majeure de membrane externe (MOMP). Aujourd’hui on détermine le

génovar par la séquence nucléotidique du géne ompA codant pour cette protéine : la MOMP

permet de « prédire » le phénotype de la maladie associée a la souche de CT.
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Figure 7 : Arbre phylogénétique du genre Chlamydia (gauche) et de I'espéce CT (droite), adapté de (48).
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3.2. Cycle de développement

Le parasitisme intracellulaire unique des chlamydiae se manifeste par I'alternance
d’'une forme d’invasion appelée « corps élémentaire » (CE) et d’'une forme de division
nommeée « corps réticulé » (CR) (49). Le CE, petit et dense en microscopie électronique (la
chromatine bactérienne étant compactée par les histones), est internalisé par la cellule selon
un mécanisme encore putatif, séquestré dans une vacuole appelée l'inclusion, échappe a la
voie lysosomale et réalise sa transition vers le CR, caractérisée par une activation
transcriptionnelle, une synthése protéique et une multiplication a l'intérieur de 'endosome.
L’inclusion est transportée par les microtubules vers une zone péri-nucléaire ou elle se
developpe en utilisant les ressources énergétiques de la cellule hbéte. Les CR se
transforment progressivement en CE et a la fin du cycle l'inclusion occupe tout le volume du
cytoplasme cellulaire, sa membrane se rompt et les bactéries sont libérées dans le milieu
extra-cellulaire (Figure 8) (50, 51).

Dans certaines conditions de culture (présence d’interféron-gamma (IFN-y) ou de f-
lactamines, carence en acides aminés) on assiste a un blocage de maturation de I'inclusion
au stade des CR, qui vont grossir de maniére anormale sans se diviser tout en continuant a
répliquer leur ADN (on parle de « corps aberrants »). Ce comportement in vitro est peut-étre

le reflet de l'infection persistante et chronique chez I'héte infecté (52).

Corps aberrants

Formation de I'inclusion et
transition asynchrone CE
vers CR

Figure 8 : Cycle de développement des Chlamydiae, adapté de (50).
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3.3. Génome

C’est en 1998 que la premiére séquence complete du génome de CT est publiée et
plus de 100 sont accessibles aujourd’hui. Elle consiste en un chromosome circulaire
d’environ 10° paires de bases accompagné d’un plasmide de 8000 paires de bases (53). Au
sein de I'espéce, on note un haut degré de conservation génomique (> 98 %) malgré les
fortes disparités de tropisme et de présentation clinique observées en fonction des
sérotypes. Les mutations ponctuelles, insertions et délétions nucléotidiques, recombinaisons
entre les souches au cours des co-infections sont les moteurs de la variabilité génétique de
CT (qui ne dispose pas d’élément génétique mobile a méme de faciliter 'acquisition de

genes) (54) et par conséquent les déterminants du phénotype des maladies a CT.

Dans le cas de la LGV, deux questions se posent :
* Quel est le lien entre le polymorphisme génétique et le caractére invasif de la maladie ?
* Les caractéristiques génétiques de la souche épidémique permettent-elles d’expliquer

son expansion et sa présentation clinique ?

3.4. Pathogénicité

3.4.1. Effecteurs de la virulence chez chlamydia

Pour survivre dans le milieu extérieur, le CE, dont le périplasme est dépourvu de
peptidoglycane, posséde une membrane externe rendue rigide par un réseau dense de
ponts disulfure au niveau des résidus cystéine de la MOMP (55).

L’entrée du CE dans le compartiment intra-cellulaire implique un mécanisme d’adhésion
encore mal connu mais qui nécessite l'interaction avec plusieurs protéines de la membrane
externe : la famille des Pmp (Polymorphic membrane protein) semble indispensable a cette
étape (56).

Pour détourner la machinerie cellulaire a son profit du fait d'un nombre limité de génes, CT
utilise un systeme de sécrétion de type lll, échaffaudage protéique enchassé dans la
membrane bactérienne destiné a la translocation de protéines dans le cytoplasme de I'héte
(57). Parmi les effecteurs sécrétés, la protéine Tarp (Translocated actin-recruiting
phosphoprotein) permet a linclusion de se déplacer dans la cellule en remodelant le
cytosquelette d’actine.

L’inclusion détourne le trafic vésiculaire pour assurer sa croissance, afin d’échapper au
phagolysosome et de fusionner avec les endosomes riches en éléments nutritifs. Une famille
de protéines Inc, localisées a la membrane de l'inclusion, assure cette tache.

Lors de la libération dans le milieu extra-cellulaire, la protéase CPAF (chlamydial
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proteasome/protease-like activity factor) de CT dégrade les peptides anti-microbiens
sécrétés par la muqueuse génitale (58).
Enfin, le plasmide joue un réle décisif dans la pathogénése par la régulation de I'expression

des facteurs de virulence de CT et 'accumulation de glycogéne dans l'inclusion (59).

3.4.2. Tropisme tissulaire et sévérité de la LGV

CT appartenant au biovar LGV a la particularité d’infecter le monocyte/macrophage et
de disséminer au ganglion, provoquant adénite abcédée et destruction du tissu lymphatique.
Sur le plan du génome pourtant on constate 99,5 % d’identité entre une souche de génovar
D et une autre de génovar L2, sans acquisition de géne « nouveau » par la souche L (60).

Le polymorphisme nucléotidique et I'expression différentielle des génes de virulence
expliquent en partie le tableau clinique constaté. lls concernent notamment les génes codant
pour les adhésines bactériennes (Pmp, OmcB (Outer membrane complex B)) (61), les

protéines Inc (62), les protéines plasmidiques (63).

3.4.3. Tropisme rectal et expansion de la souche L2b

Deux hypothéses tentent d’expliquer la bouffée épidémique de LGV rectale génovar L2b :

1) La souche bactérienne présente des facteurs de virulence a [lorigine d’une
transmissibilité accrue et d’une atteinte privilégiée de la muqueuse rectale.

2) La souche L2b ne difféere pas des autres génovars connus en terme de pathogénicité.
L’épidémie dans les pays occidentaux s’expliquerait par l'augmentation des
comportements sexuels a risque chez les HSH (multi-partenariat, pénétrations anales
non protégées) et par le retard a la prise en charge liée a la méconnaissance de la
rectite a CT (64).

Si 'analyse du génome de CT génovar L2b n’a pas apporté d’élément déterminant en faveur
de la premiére hypothése (gain/délétion de génes), les données de séquengage haut deébit
ont retrouvé une centaine de mutations non synonymes spécifiques de ce génovar dont 11

pour le géne de virulence majeur Tarp (60, 65).
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3.5. Réaction de I’hote

3.5.1. Réponse immune

La réponse immunitaire innée débute dés Tlinfection de la cellule épithéliale
muqueuse : les antigénes chlamydiens (lipopolysaccharide, Heat Shock Protein 60, acides
nucléiques) y sont reconnus de fagon aspécifique par des récepteurs membranaires,
cytosoliques et endosomaux (TLR (Toll-Like Receptor), NOD1 (Nucleotid-Oligomerization
Domain), cGAS (cyclic GMP-AMP Synthase)...). Cette activation aboutit a la translocation
nucléaire de multiples facteurs de transcription permettant la production d’interférons de type
1 et de cytokines pro-inflammatoires (55).

Cette réponse initiale a également lieu dans les cellules phagocytaires résidentes et recrute
macrophages, polynucléaires neutrophiles et lymphocytes NK (natural killer) au site infecté.
La phagocytose des CE par les cellules dendritiques aboutit a la présentation des peptides
bactériens aux lymphocytes B et T dans les organes lymphoides secondaires, initiant la
réponse immune adaptative.

La réponse T s’oriente vers la voie Th1 dans un contexte cytokinique riche en IL-12
(interleukine 12) et en IFN-y favorisant I'activation macrophagique, effecteur principal de la
clairance bactérienne. La cellule NK est 'autre effecteur majeur de 'immunité anti-CT par sa
production d’IFN-y inhibant la croissance bactérienne (induction de lindoleamine 2,3-
dioxygénase qui dégrade le tryptophane, acide aminé essentiel pour CT) et par son activité
cytotoxique. La réponse lymphocytaire B intervient secondairement par la production

d’anticorps opsonisants ou destinés a la cytotoxicité dépendante des anticorps (66).

3.5.2. Echappement a la réponse immune

Outre sa capacité a inhiber I'apoptose et moduler le cycle de division des cellules
infectées pour favoriser sa réplication, CT interfére avec la réponse immune pour assurer sa
persistance. Les souches a tropisme génital ont par exemple la capacité de synthétiser le
tryptophane a partir de l'indole, contournant ainsi la déplétion en acide aminé induite par
I'IFN-y. CT utilise également de multiples stratégies pour bloquer la voie de signalisation du
NF-kB (nuclear factor-kappa B) et diminuer I'expression du complexe d’histocompatibilité

(CMH) de classe | et Il diminuant ainsi la capacité de présentation antigénique (67).
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3.5.3. Impact de I'infection par le VIH

L'urétrite a CT et la LGV ne sont pas des infections opportunistes : l'intégrité du
systéme immunitaire ne protége pas contre leur survenue. Il semble cependant pertinent de
s’interroger sur I'association de la LGV rectale avec l'infection a VIH, que I'on retrouve chez
70 a 85 % des patients dans les cohortes francaises (44), néerlandaises (68) et anglaises
(69). Les facteurs de risque comportementaux expliquent en grande partie cette situation.
Les données cliniques issues de la surveillance de la LGV en France montrent toutefois une
expression plus « bruyante » de l'infection chez le séropositif (44) (moins de portage
asymptomatique de LGV, plus de douleurs anales). Les études de co-infection in vitro, peu
nombreuses, n'ont pas trouvé d’avantage réplicatif significatif de CT biovar LGV en présence
du VIH (70). La déplétion lymphocytaire T majeure rapidement retrouvée dans la muqueuse
digestive du patient séropositif joue peut-étre un rble dans I'évolution du tableau clinique,

mais cette hypothése n’est étayée que par des données issues de cas cliniques isolés (71).
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4. Aspects cliniques

4.1. LGV génitale

Cette forme constitue la description classique de la maladie, largement prédominante
au cours du XX*™ siécle. Le « portrait-robot » du patient d’alors était le voyageur de sexe
masculin, revenu de zone tropicale (ou ’lhomme vivant en zone d’endémie), et ayant eu des
rapports non protégés avec une femme. La description de cette entité ne s’est pas modifiée
au cours du temps (9, 72—-74). Les signes et symptdmes apparaissent 5 jours a 3 semaines

apres le rapport sexuel infectant. L’évolution de la maladie est séparée en trois stades.

* Stade primaire : Le chancre d’inoculation
La Iésion initiale est généralement unique, indolore, de petite taille et prend la forme d’'une
papule ou d’'une perte de substance (ulcération, érosion). Retrouvée sur le prépuce ou le
gland chez I'homme, elle peut s’accompagner d’un cedéme loco-régional. Un tableau
d’urétrite est parfois un équivalent du chancre d’inoculation. Cette lésion passe souvent
inapercue du fait de sa fugacité et de I'absence de douleur. Elle est constatée dans 20 %

(derniére série de cas frangaise de LGV génitale en 1989 (30)) a 50 % des cas.

e Stade secondaire : La lymphadénite inguinale
Quelques jours a quelques semaines aprés la Iésion initiale apparaissent des adénopathies
inguinales/fémorales le plus souvent unilatérales. Ces ganglions initialement fermes et
indolores deviennent progressivement douloureux, inflammatoires et fluctuants et se

fistulisent a la peau. Une rémission spontanée sans abcédation peut étre parfois observée.

* Stade tertiaire : Les complications associées a la fibrose post-inflammatoire
En I'absence de traitement, un écoulement purulent peut persister a travers un pertuis
inguinal pendant plusieurs mois, avant qu’'une « cicatrisation » ne soit obtenue. Celle-ci se
fait au prix d’'une destruction du tissu lymphatique a l'origine d’'un lymphoedéme du membre
inférieur et du scrotum. L'uretre peut également étre le siége de remaniements

inflammatoires occasionnant sténoses et fistules.

Figure 9: LGV génitale. Chancre d’inoculation et adénopathie inguinale (gauche) (75), adénopathies
inflammatoires de part et d’autre du ligament inguinal (« signe de la poulie ») (milieu) (76), lymphoedéme
scrotal (droite) (77).
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4.2. LGV rectale

La forme clinique qui a ré-émergé en 2003 en Europe était déja bien connue, surtout
dans la premiere partie du siécle dernier. Elle était rencontrée dans deux cas particuliers :
chez la femme (en 1943 une cohorte new-yorkaise de 236 patients atteints de LGV rectale
en comptait 42 % (78)) et le sujet HSH.

La lésion initiale est parfois visible, ulcération péri-anale ou vulvaire. Elle est souvent
profonde rendant le diagnostic difficile a un stade précoce (col utérin, paroi postérieure du

vagin, rectum).

La phase secondaire est caractérisée par la survenue d'une rectite dont la sévérité est
variable. Elle résulte soit de I'inoculation directe de la bactérie au cours d’'une pénétration
anale, soit d’'une atteinte de la muqueuse par contiguité a partir du tissu cellulo-lymphatique
que constitue le mésorectum chez la femme (le drainage lymphatique des organes génitaux
féminins semblant expliquer la rareté de la forme inguinale). L’'inflammation intense de la
muqueuse et des tissus péri-rectaux se manifeste par un syndrome rectal (faux besoins
fréquents avec émission afécale de glaires et de sang, épreintes, ténesmes), des
écoulements purulents et/ou sanglants en dehors des exonérations, des douleurs anales. A
ce stade l'errance diagnostique est courante et le diagnostic de maladie de Crohn est
souvent évoque (79). Certaines présentations atypiques (tumeur rectale, lymphoprolifération

sur les biopsies rectales) peuvent faire conclure a tort & une pathologie maligne (80, 81).

La phase tertiaire regroupe I'ensemble des complications liées a ce processus inflammatoire
intense : fistules digestives, abcés péri-rectaux, sténose rectale (d’abord inflammatoire puis
cicatricielle), lymphoedéme périnéal (« esthioméne » chez la femme (82)). Trés peu de

diagnostics si « tardifs » ont été décrits depuis 2003.

4.3. Autres formes cliniques

Si les formes extra-génitales et extra-anales de LGV existent, la plupart des
descriptions sont anciennes (conjonctivite associée a une adénopathie pré-tragienne,
inoculation digitale accidentelle du chirurgien...). La localisation pharyngée fait exception : la
bactérie est détectée occasionnellement a cet endroit, généralement de fagon
asymptomatique, au moment du diagnostic d’'une LGV rectale ou lors du dépistage d'un
partenaire de patient atteint de LGV (83). Des complications post-infectieuses a médiation
« immunologique » sont également décrites dont la plus classique est I'arthrite réactionnelle

(84) (voir en Annexe, un cas clinique d’arthrite réactionnelle a LGV en cours de soumission).
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4.4. Diagnostic différentiel devant...

Le traitement précoce des IST permet de diminuer leur transmission et a ce titre est
déterminant. Pour arriver au diagnostic, il est important de connaitre les syndromes cliniques
associés aux IST ainsi que leurs causes respectives, infectieuses ou non.

Une LGV génitale doit étre évoquée devant une ulcération génitale et/ou une adénopathie

inguinale.

4.4 1. Ulcération génitale

Les IST sont au premier plan des hypothéses diagnostiques. L’infection a Herpes
Simplex Virus (HSV) de type 1 ou 2 et la syphilis sont les plus fréquentes et devront toujours
étre recherchées. La réalisation d’une sérologie VIH est indispensable (85, 86). Le chancre

mou est trés rare en France, et la donovanose absente du continent européen.

Ulcération génitale

IST Maladie inflammatoire Toxidermie Carcinome Traumatique
‘ ) . épidermoide Caustique
HSV 1et2 Behcet Erythéme pigmenté fixe
Syphilis Crohn Stevens-Johnson
LGV Pyoderma gangrenosum Erythéme polymorphe

Primo-infection VIH Hidrosadénite suppurée
Chancre mou
Donovanose

Figure 10 : Principales causes d’ulcérations génitales.

4.4.2. Adénopathie inguinale

Deux grands cadres nosologiques, infectieux et néoplasique, doivent étre explorés.
Les territoires de drainage des ganglions inguinaux, membre inférieur et périnée, doivent
étre inspectés a la recherche d’une porte d’entrée ou d’une Iésion suspecte de cancer. La

description du ganglion peut aider a orienter le diagnostic.

Adénopathie inguinale

Infection Cancer
Adénite a pyogénes Lymphome
Maladie des griffes du chat Carcinome cutané

Tuberculose Mélanome

Tularémie Carcinome anal/vulvaire

Syphilis
LGV

Chancre mou

Figure 11 : Principales causes d’adénopathies inguinales isolées.
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5. Moyens du diagnostic

Il conviendra de distinguer les examens biologiques qui permettent le diagnostic
d’espéce (CT) et ceux qui identifient le génovar et donc apportent la certitude d’une LGV.
Aujourd’hui les méthodes de diagnostic direct par biologie moléculaire sont préconisées

dans le diagnostic habituel d’infection a CT.

5.1. Examen direct et isolement en culture

5.1.1. Cytologie

La recherche directe du pathogéne en microscopie a partir d’'un prélevement infecté
est possible mais peu sensible quelle que soit la coloration utilisée. C’est cependant la
méthode historique qui a permis de décrire les inclusions cytoplasmiques typiques (Figure
12). Plus tard la sensibilité de I'examen a été améliorée par limmunomarquage

(immunofluorescence directe sur frottis).

Figure 12 : Inclusion cytoplasmique « mature » (fleche noire) au sein d’une cellule épithéliale. Coloration

de Giemsa, microscopie optique, grossissement x 3000 (12).

5.1.2. Culture

La culture tissulaire a longtemps été la technique de référence. Elle a été
progressivement abandonnée dans le diagnostic de routine au profit des tests d’amplification
des acides nucléiques, plus sensibles, moins onéreux, techniquement plus simples a mettre
en ceuvre, utilisables sur prélévement non invasif (urine, écouvillon vaginal, sperme).

Les prélévements doivent étre conservés dans un milieu de transport adapté (exemple :
milieu 2SP, contenant sucrose-phosphate, vancomycine, gentamycine et nystatine) et
congelés s’ils ne peuvent étre exploités sous 24h.

Brievement, I'échantillon est déposé sur une monocouche de cellules McCoy, HEp-2 ou
Hela, centrifugé pour faciliter I'entrée des bactéries, incubé 2 a 3 jours a 37°C, puis les
inclusions chlamydiennes sont détectées par marquage avec des anticorps fluorescents,

ciblant généralement la protéine majeur de membrane externe (87).
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5.2. Sérologie

Les tests « historiques » du diagnostic de LGV étaient basés sur la recherche d’'une

réponse immunologique a l'infection : test de Frei, intradermoréaction avec une préparation
bactérienne modifiée (par chauffage par exemple); test sérologique de fixation du
complément (CF). Peu sensibles et non spécifiques d’espéce (8), ils ne sont pas adaptés au
diagnostic des infections a CT.
L’apport de la micro-immunofluorescence indirecte (MIF) et des méthodes ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) ou immuno-enzymatiques a permis d’augmenter la sensiblité
et la spécificité du sérodiagnostic en utilisant des peptides recombinants de la MOMP
spécifiques de CT. L’ELISA, méthode automatisable, objective, techniquement plus simple a
réaliser que la MIF, détectant les différents isotypes d’anticorps, est aujourd’hui privilégiée
(88).

L’utilisation de la sérologie pour le diagnostic se heurte cependant a plusieurs écueils : la
réponse humorale anti-CT perdure aprés linfection et ne signe pas forcément une
contamination récente, une réponse humorale systémique est souvent absente dans les
infections génitales non compliquées (urétrite, cervicite). C’est dans les infections dites
« profondes » (LGV, salpingite) qu’ apparaissent les anticorps circulants, a un taux le plus

souvent élevé (89).

Les indications de la sérologie sont donc restreintes en France selon la nomenclature (90) :
- recherche d’lgG : suspicion de LGV, salpingite, arthrite réactionnelle

- recherche d’lgM : suspicion de pneumopathie a CT du nouveau-né

5.3. Techniques d’amplification des acides nucléiques

L’identification directe de la bactérie par biologie moléculaire avec amplification
génique in vitro (les tests d’hybridation d’ADN sans amplification ne sont plus recommandés)

fait aujourd’hui référence pour diagnostiquer une infection a CT.

Les avantages des TAAN sont les suivants :

* spécificité équivalente a la culture, proche de 100 %

* sensibilité supérieure a toutes les autres techniques

» utilisation possible sur tout type de prélevement

* modes de conservation et de transport moins « exigeants »

* rapidité de rendu du résultat
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Les tests autorisés sur le marché francais pour la recherche de CT utilisent différentes
méthodes d’amplification, PCR (Polymerase Chain Reaction), TMA (Transcription Mediated
Amplification), SDA (Strand Displacement Amplification), LCR (Ligase Chain Reaction). Les
cibles moléculaires sont le plus souvent des séquences situées sur 'ADN plasmidique. La
TMA est une technique bien particuliere puisqu’elle utiise 'ARN comme produit

d’amplification, ARN ribosomique 23s dans le cas de CT.

La grande sensibilité de ces outils a donc permis I'utilisation des prélevements non invasifs
que sont les 1* jets urinaires et les auto-écouvillonnages vaginaux, et a ouvert la voie aux
programmes de dépistage systématique dans les populations a risque, recommandés en
France par TANAES (Agence Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Santé) dés 2003
(91).

Les limites des TAAN sont liés a leur grande sensibilité et spécificité : au cours de leur
analyse, les échantillons sont exposés a une contamination qui peut rendre un résultat
faussement positif ; a I'inverse, une modification de la séquence nucléotidique cible des
amorces par mutation ou délétion peut aboutir a un résultat faussement négatif. L’exemple
du « variant suédois » de CT est marquant : en 2006 une souche de génovar E présentant
une délétion de 377 paires de bases sur le plasmide cryptique et non détectée par les TAAN
commercialisés par les laboratoires Roche et Abbott était décrite par les autorités suédoises.
Le defaut de diagnostic et donc de traitement de certains patients a provoqué I'expansion de
cette souche dans certaines régions suédoises jusqu’a l'implémentation d’'un test adapté
(92, 93).

Enfin, la pratique du dépistage systématique des IST chez les HSH sur les trois sites
urétraux, pharyngés, et rectaux par les TAAN dés le début des années 2000 a montré la
grande prévalence de l'infection rectale asymptomatique a CT dans cette population (94). De
multiples études ont pu confirmer la bonne performance des tests de biologie moléculaire sur
les preélévements rectaux, pratique de dépistage devenue courante et nécessaire dans cette

période de recrudescence des ano-rectites a CT (95, 96).

5.4. Méthodes de typage

5.4.1. Définition, principes, intérét dans le cas de Chlamydia trachomatis
Le typage bactérien consiste a définir au sein d’'une espéce des sous-groupes
partageant des caractéristiques communes. |l peut reposer sur une analyse des

caractéristiques phénotypiques des souches : morphologie des colonies en culture, tests
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biochimiques, production de toxines, sensibilité aux antibiotiques... Aujourd’hui les
caractéristiques génotypiques des bactéries sont souvent utilisées pour définir les sous-
types du fait du pouvoir discriminant de certaines méthodes pouvant aller jusqu’au

séquencage de génome entier (97, 98).

L’intérét du typage est a la fois individuel (connaitre le profil de résistance et de virulence
d’'une bactérie, différencier une rechute d’une nouvelle infection) et collectif (définir une
épidémie par la découverte de la clonalité des souches, suivre la diffusion d’'un clone
épidémique/endémique). Dans le cas de CT, le typage permet essentiellement de
différencier les souches responsables des infections « classiques » de I'appareil génital des
souches responsables de la LGV. Cette distinction est particulierement importante dans le
cas des ano-rectites a CT ou les deux peuvent étre en cause, mais ou I'antibiothérapie pour

la LGV devra étre prolongée a 3 semaines sous peine d’échec (99).

5.4.2. Méthodes « historiques »

Avant l'avénement du typage moléculaire, différencier CT biovar « LGV » et
« trachome » relevait de méthodes immunologiques. Le sérotypage mis au point par Wang
et Grayston dans les années 1970 permettait de séparer les souches en fonction de la
réactivitt du sérum du patient a des antigénes issus de bactéries cultivées sur ceuf
embryonné. Les sérotypes L1, L2, L3 a l'origine de la LGV étaient ainsi identifiés (14). La
protéine majeure de membrane externe ou MOMP était plus tard reconnue comme étant le

support de cette spécificité antigénique.

5.4.3. Méthodes moléculaires

Le génotypage de CT repose donc principalement sur I'analyse du géne ompA (ou

omp1) codant pour la MOMP.

* PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism)
Méthode de référence utilisée depuis les années 1990, son pouvoir discriminant et ses
résultats sont comparables au sérotypage. Brievement, aprés I'amplification des 1100 paires
de bases du géne ompA, une digestion par des enzymes de restriction (endonucléases
clivant les acides nucléiques au niveau de séquences nucléotidiques spécifiques) est
réalisée puis le « profil de restriction » est déterminé par électrophorése sur gel d’agarose ou

polyacrylamide (Figure 13).
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Produits de PCR d’ompA (1100 pb)

Enz. Restriction Alu |

REER

|
@Bst ul

124bp D Da D Dv G Ga ci'—_%'
HI L3

EcoRI_b- Dde
64 bp m
HI L3

Figure 13 : Profil de restriction de 15 sérovars de CT sur gel de polyacrylamide aprés digestion
enzymatique par Alu | d’un amplifiat de ompA (gauche) (100). Représentation schématique d’une stratégie
de génotypage de CT basée sur I'analyse de ompA par PCR-RFLP (droite) (101).

* Séquencgage
L’analyse du polymorphisme nucléotidique de ompA par séquencage apporte des
informations supplémentaires par rapport a la PCR-RFLP (102). Elle permet d’identifier au
sein de groupes dont le génovar est identique des différences de quelques nucléotides, ce
qui peut apporter une grande aide dans le contexte de I'investigation d’épidémies. Le dernier
exemple en date est celui du variant L2b décrit pour la premiére fois aux Pays-Bas en 2005,
suite & la découverte d’une substitution nucléotidique unique dans la 2°™ boucle variable du

géne ompA (37).

* PCR temps réel
Cette méthode est apparue en 2005 pour distinguer a partir d’'un prélévement positif a CT
une souche biovar LGV ou non-LGV (103). Elle utilise une délétion de 36 nucléotides
propres aux souches L sur le géne pmpH (voir tableau 1). L’amplification de la séquence
d’'intérét est détectée par I'hybridation d’'une sonde marquée par un fluorochrome, si et
seulement si cette déletion est présente. Cette technique présente l'avantage d’étre

performante, rapide, et facile a réaliser techniquement.

471 - 480 481 - 490 491 - 500 501 - 510 511- 520 521 - 530

L2b | AACTCCGCTT | GC--v---n- | cmomomomos | cmmmcmmoon | momoooe- TC | CAACAGTTAG

L1 | AACTCCGCCT | GC-----nnn | mmmmmmmmme | mmmmmmcoe | oemeees TC | CAACAGTTAG

L2 | AACTCCGCCT | GC-----mn | mmmmmmmmme | mmmmmcmcoe | oemeees TC | CAACAGTTAG

L3 | AACTCCGCCT | GC-----nn | smmmmmmmme | mmmmmcmcoe | memeees TC | CAACAGTTAG
Sonde CCT | GC TC | CAACAGT

A AACTCCGCCT | GCTCTAGATC | CATCCCCTAC | CGCTTCAAGC | TCTTCATCTC | CCACAGTCAG

B AACTCCGCCT | GCTCCAGATC | CATCCCCTAC | CGCTTCAAGC | TCTTCATCTC | CCACAGTCAG

c AACTCCGCCT | GCTCCAGATC | CATCCCCTAC | CGCTTCAAGC | TCTTCATCTC | CCACAGTCAG

D AACTCCTCCA | GCACCAGCAC | CAGCTCCTGC | TGCTTCAAGC | TCTTTATCTC | CAACAGTTAG

E AACTCCTCCA | GCACCAGCAC | CAGCTCCTGC | TGCTTCAAGC | TCTTTATCTC | CAACAGTTAG

H AACTCCTCCA | GCACCAGCAC | CAGCTCCTGC | TGCTTCAAGC | TCTTTATCTC | CAACAGTTAG

K AACTCCTCCA | GCACCA ---- | --GCTCCTGC | TGCTTCAAGC | TCTTTATCTC | CAACAGTTAG

Tableau 1 : Alignement partiel du géne pmpH de différents sérovars de CT (position 471 a 530). En rouge
est représentée la séquence de la sonde utilisée pour la PCR temps réel. La délétion nucléotidique spécifique
aux souches L est représentée par 36 traits horizontaux, adapté de (104).
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5.4.4. Cas particulier du variant L2b

Le variant L2b découvert en 2005 est responsable de la grande majorité des LGV
depuis le début de I'épidémie européenne de 2003. Pour faciliter le typage des souches
indispensable a la surveillance épidémiologique, une PCR temps réel spécifique de ce
génovar a été mise au point en 2011, utilisant une insertion de 9 nucléotides spécifique a CT
L2b sur le géne pmpH (voir tableau 2) (104). Ainsi, une fois la LGV confirmée par PCR
temps réel, le séquencage du géne ompA ne sera nécessaire qu’en cas de négativité de la
« PCR L2b ».

1841 - 1950 1851 - 1860 1861 - 1870 1871 - 1880 1881 - 1890 1891 - 1900 1901 - 1910 1911 - 1920

L2b TGGGATCGCT | GACGATTCCT | TTTGTTACCC | TATCTTCTAG | TAGTTCTAGT | AGTGCTAGTA | ACGGGGTTAC | AATGAAGCGT

Amorce 1 TCGCT | GACGATTCCT | TTTGT

Sonde CTTCTAG | TAGTTCTAGT | AGTGC

Amorce 2 TA | ACGGGGTTAC | AATGAAGC
L1 TGGGATCGCT | GACGATTCCT | TTTGTTACCC | TATCTTCTAG | TAGT ------ ---ACTAGTA | ACGGGGTTAC | AATGAAGCGT
L2 TGGGATCGCT | GACGATTCCT | TTTGTTACCC | TATCTTCTAG | TAGT ------ ---ACTAGTA | ACGGGGTTAC | AATGAAGCGT
L3 TGGGATCGCT | GACGATTCCT | TTTGTTACCC | TATCTTCTAG | TAGT ------ ---ACTAGTA | ACGGGGTTAC | AATGAAGCGT

Tableau 2 : Alignement partiel du géne pmpH des génovars L1, L2, L2b et L3 (position 1841 a 1920). En
vert sont représentées les amorces et en rouge la sonde utilisées pour la PCR temps réel. L'insertion de 9
nucléotides spécifique au variant L2b se situe de la position 1885 a 1893, adapté de (104).

5.4.5. Algorithme du diagnostic biologique de LGV

Infection a CT
génovar L2b

- *
N

Suspicion de LGV PCR temps réel
l spécifique génovar L2b

Prélévement adapté * T

Infection a CT
génovar L

+

Infection a CT
génovarD a K

=

Recherche de CT par TAAN

PCR temps réel
spécifique génovar L

=

N\
N\

R

py

/
/

Envoi au CNR chlamydiae

Figure 14 : Diagnostic biologique de la LGV en France, du prélévement initial au typage réalisé au CNR.

* Prélévement adapté : 1% jet urinaire, écouvillon urétral/rectal/pharyngé, pus ou biopsie ganglionnaire.
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ABSTRACT

Objectives: To describe a series of extra-rectal lymphogranuloma venereum (LGV) cases

diagnosed in France.

Methods: Consecutive LGV cases confirmed at the French Reference Center for chlamydia
with an extra-rectal sample from January 2010 to January 2016 were included. The first part
of the study consisted in a retrospective case note review and analysis. In a second part, the

complete ompA gene sequence of our samples was determined.

Results: There were 59 cases overall : 50 cases of genital LGV and 9 cases of pharyngeal
LGV. Subjects were all men, median age 37, 30/56 were HIV-positive, 50/54 reported having
sex with other men, 46/52 reported multiple sexual partners (a mean 24 in the last 6 months).
Median time from symptom onset to diagnosis was 21 days. Patients most commonly
presented with inguinal adenopathy alone (19 of 50 genital cases) and adenopathy with
genital ulcer (17 of 50). Pharyngeal cases were mostly asymptomatic carriages (5 of 9).
Fever was reported in 11 cases. Inguinal abcess was reported in 22 of 42 cases presenting
with lymphadenopathy. Co-infections were frequent: 8 cases of syphilis, 4 non-LGV
Chlamydia trachomatis infections, 3 cases of gonorrhoea. Cure was always achieved with
doxycycline therapy but prolonged treatment was necessary in 8 cases with inguinal abcess.
Genotyping according to ompA sequencing showed the co-circulation of genovars L2 (16 of
43 strains successfully typed) and L2b (27 of 43, 5 of which presented a single nucleotide
polymorphism compared to the reference strain). There was no association between HIV

status and disease severity or genovar distribution.

Conclusion: In the span of 6 years, 59 extra-rectal LGV cases were confirmed through
genotyping in France. Extra-rectal LGV seemed to share a common epidemiological
background with rectal disease in terms of affected population and genovar distribution. HIV

prevalence was lower than expected.
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Introduction

Lymphogranuloma venerum (LGV) is a sexually transmitted infection due to Chlamydia
trachomatis (CT) genovar L1 to L3. It can manifest as a genital ulceration followed by
inguinal lymphadenopathy (genital LGV) or acute proctitis (rectal LGV), generally in men who
have sex with men (MSM) who report unprotected anal sex. LGV was considered a tropical
illness until an epidemic was detected in Europe in 2003 among MSM. Since then circulation
of the disease has been increasing in this population and presents as rectal LGV in a vast
majority of cases. Genital LGV is rarely described and accounts for approximately 5 % of
cases according to surveillance data from the United Kingdom (105). Hypotheses have been
put forth to explain the rarity of genital cases and understand modes of transmission but
have not been confirmed so far: preferential rectal tropism of the epidemic L2b genovariant,
sexual practices such as rectal douching or fisting, host-specific factors such as Human
Immunodeficiency Virus (HIV) status (106). There is a need to clarify the place of genital and
pharyngeal LGV in the current epidemic in terms of clinical presentation, at-risk population,
efficacy of treatment and molecular characteristics of infecting strains. To do so, we sought
out to analyse extra-rectal LGV cases confirmed at the French Reference Center for

chlamydiae which carries out every CT typing prescribed nationally.
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Methods

Study population and setting

In France, all CT-positive samples suspected to belong to the LGV biovar can be sent to the
French Reference Center for chlamydiae where the diagnosis is confirmed by real-time PCR.
In 2010 a national surveillance network has been set up to monitor clinical and
epidemiological characteristics of CT proctitis (46). It relies on voluntary laboratories and
physicians throughout the country to send CT-positive specimens along with demographic,
clinical and behavioural data, and information on concurrent STl and HIV status. Extra-rectal
LGV cases are usually excluded from this surveillance. Therefore crucial data on this entity,
poorly described since the beginning of the epidemic, are missing.

We retrospectively analysed every extra-rectal LGV case diagnosed in our laboratory from
the implementation of the surveillance network in January 2010 until December 2015. All

cases with an extra-rectal sample positive for CT genovar L were included.

LGV diagnosis

CT infection was initially diagnosed at the referring laboratory using a commercially available
nucleic acid amplification test. Primary samples or DNA extracts were sent to our institution
for genotyping. Total nucleic acid was extracted when necessary using the NucleoSpin®
Tissue kit (Macherey-Nagel). LGV genotyping was performed using a TagMan® real-time
PCR exploiting a 36-base pair deletion in the pmpH gene specific to LGV strains (103). As
soon as 2011, LGV-positive samples were further tested with a TagMan® real-time PCR

targeting a 9-base pair insertion unique for the L2b variant in the pmpH gene (104).

Data collection

Physicians in charge of the patients at the time of the episode were asked between August
2015 and March 2016 to fill an anonymized and standardized questionnaire. The information
was retrieved through the patient’s medical record at the local institution. The following data
were collected: demographic information, clinical information such as nature and duration of
symptoms, sexual behaviour, concurrent or past sexually transmitted infections (STI), HIV
status, nature of the treatment received and outcome. Data were combined in a standard

Excel spreadsheet format.
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ompA sequencing

To confirm the genotype identity of CT as determined by real-time PCR, the entire ompA
gene of all pharyngeal, inguinal and genital LGV-positive samples included in our study was
sequenced. Briefly, frozen DNA extracts were thawed and a nested PCR using two sets of
primers (NLO and NRO then PTCM3 and SERO2A (107)) finally amplifying a 1010-bp
sequence was carried out. Sanger sequencing was then performed in both directions. DNA
sequences were read and edited with the BioEdit software, compared with other ompA

sequences available in the BLAST algorithm and aligned using MultAlin (108).

Statistical analysis
Our sample was described using mean, median and extreme values. Simple univariate
analyses were performed using Student ¢ test to compare quantitative variables, Chi? and

Fisher’s exact test to compare qualitative variables, with statistical significance reported at p-

value under 0,05.
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Results

Case distribution and patient population

Fifty-nine extra-rectal LGV cases were diagnosed during the study period according to our
definition. A sustained increase in the diagnoses could be seen during the last 3 years (45
cases) (Supplementary figure 1), 40 cases (68%) were diagnosed in the Paris area. Testing
for CT infection was prescribed in an STI clinic (43%), by an internal medicine specialist
(38%), a general practitioner (10%) or a surgeon (7%). Patients were all men, their median
age at diagnostic was 37 years. Most of them were from France or the European Union
(94%, omitting the nine patients whose nationality was unknown). One patient had two

episodes of genital LGV that took place 2.5 years apart.
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Figure S1 : Temporal distribution of extra-rectal LGV cases

CT-positive samples

Sixty-five LGV-positive samples were included in our study. Twenty-five (38.5%) were
recovered from lymph node aspirates or biopsies, 17 (26.2 %) from genital ulcer swabs, 14
(21.5%) from first-void urine or urethral swabs, nine (13.8%) from oro-pharyngeal swabs. In
five patients, LGV CT could be recovered from both urine and lymph node (two cases), both
urine and genital ulcer (two cases), the three different sites (one case). Co-infection with non-
LGV CT was found in four cases (two urine samples, one anal and one throat swab). Three
more urine samples were positive for CT but have not been typed. CT serology was realised

in 23 cases including two without lymphadenopathy and was always positive.
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Clinical presentation

Of those 59 extra-rectal LGV cases, we first have to separate the nine defined by the
presence of LGV CT in an oro-pharyngeal swab. Asymptomatic pharyngeal carriage was
found in five subjects, two of whom also had a genuine LGV proctocolitis and one had
asymptomatic anal carriage. Two subjects displayed oral symptoms: pharyngitis (inflamed
pharynx and a sore throat) in one case, presence of an ulcerated lesion on the tongue
associated with cervical lymphadenopathy in another. No clinical data were available for the

last two cases.

A remaining 50 genital LGV cases were diagnosed during the 6-year period. None of them
displayed rectal symptoms. Subjects mostly presented with isolated inguinal adenopathy
(19/50, 38%) or inguinal adenopathy associated with genital ulceration (17/50, 34%). Six
cases (12%) showed a combination of inguinal adenopathy and urethritis, with or without
genital lesion. Urethritis or a penile ulceration was the only clinical sign in eight cases (16%)
(Figure 15).
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Figure 15 : Clinical presentation of the 50 cases of genital LGV.

Urethritis is defined by the presence of urethral discharge, dysuria or both, IA: inguinal adenopathy, GU: genital
ulceration

Fever was reported in 11 cases (22%) and was always associated with the presence of
lymphadenopathy. Inguinal lymphadenopathy was predominantly unilateral (29/42, 69%).
Lymph nodes were usually tender (37/42, 88%) and inflammatory (29/42, 69%). An inguinal
abcess, the classical « inguinal bubo », with or without formation of a fistula was present in
half of those cases (22/42, 52%).
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Duration of symptoms

Time from beginning of symptoms to diagnosis of genital LGV varied greatly amongst cases.
Overall, the mean duration of symptoms was 29.3 days (median 21 days) with values
ranging from 2 to 180 days (information was unavailable in 6/50 cases). A box plot
representation of these data (Figure 16) shows the duration of symptoms according to
clinical presentation at diagnosis and the anatomical site where LGV CT was found.
Diagnoses made on an ulcer swab or a urine sample tended to occur early in the disease
process (median 7.5 and 8.5 days, respectively) compared to those established by a lymph
node aspirate/biopsy (32.5 days) (Figure 16A). Similarly, patients who presented with
inguinal adenopathy (alone or with genital signs) had probably suffered symptoms for a
longer period of time (median 30 and 21 days, respectively) than those who presented with

urethritis or a genital ulcer alone (median 6 days) (Figure 16B).
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Figure 16 : Duration of symptoms (from beginning of symptoms to collection of the LGV-positive sample).
Box plot representation with ends of the whiskers showing extreme values. A: Time to diagnosis depending on
sample site. B: Time to diagnosis depending on clinical presentation.

It is noteworthy that of the 14 cases which had an LGV-positive urine sample, only four
presented with urethritis. The 10 remaining patients consulted for inguinal adenopathy,
genital ulcer or both. CT was recovered from urine 10 days after the onset of symptoms or
less in seven of those 10 cases. The last three had a CT-positive urine sample 30, 75 and

180 days after the onset of symptoms, respectively.

40



HIV status and STI co-infections

Thirty subjects were HIV-positive at LGV diagnosis (53.6%, status was unknown in two
subjects). One seropositivity was discovered on this occasion. Median time from first HIV-
positive serology was 5 years (mean 8.2 years, extremes 0 — 29, information unavailable in
two cases). All subjects except the one recently diagnosed as HIV-positive were on a
combined antiretroviral therapy at the time of LGV diagnosis (information unavailable in four
cases) and all were virologically suppressed (HIV viral load < 50 copies/mL in 21/31, no data
for the remaining 10 cases). CD4 count at LGV diagnosis was available in 21 cases and
ranged from 350 to 1076/mm® (median 541/mm?®). There was no difference between HIV-
positive and HIV-negative cases in terms of age, co-infections and clinical presentation, but

diagnostic was reached earlier in HIV-positive cases (Student t test, p 0,018) (Table 3).

Table 3 : Comparison of demographic and medical characteristics of HIV-positive and HIV-negative cases
with lymphogranuloma venereum. *Student t-test, **Chj2 test, ***Fisher’'s exact test, “®One HIV-positive subject
had two episodes of genital LGV.

HIV positive HIV negative P-value
(n=31)? (n=26)
Mean age (median age), years 38,35 (35) 42,75 (40,5) 0,11*
Symptoms
e  Mean duration, days (median) 19,6 (14) 41,2 (35) 0,018*
*  Genital ulcer, n (%) 16 (57) 9 (34) 0,16**
«  Adenopathy, n (%) 22 (73.3) 21 (80.7) 0,51**
+ Inguinal abcess, n (%) 11(38) 11 (42.3) 0,74
Syphilis or gonorrhoea at diagnosis, n (%) 8 (27.5) 3(11.5) 0,18
Prolonged doxycycline therapy, n (%) 6 (23) 2(8) 0,3
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Concurrent STI were frequently diagnosed in our 59 cases: syphilis in eight cases (14.3%),

non L-genovar CT infection in four cases (7.7%), gonorrhoea in three (5.6%). Treponemal

tests performed at diagnosis indicated that 21 cases (37.5%) had a history of syphilis. Nine

patients had a history of hepatitis B according to anti-HBc antibody titer but no current

infection was found. According to serological testing at diagnosis and patient’s history, 31 of

50 (62%) and 13 of 38 (34.2%) cases were vaccinated against hepatitis B and A virus

respectively. One patient had chronic hepatitis C (positive HCV viral load) (Table 4).

Table 4 : HIV status, concurrent and past STls in 59 extra-rectal LGV cases.

TPHA = Treponema pallidum hemagglutination assay; TPLA = Treponema pallidum latex agglutination; EIA =
Enzyme immuno-assay; VDRL = Venereal disease research laboratory; HCV = Hepatitis C virus; HAV = Hepatitis

A virus; HBV = hepatitis B virus

Cases, n (%)

Missing data, n

Positive HIV serology 31 (54.4) 2
Positive TPHA/TPLA/EIA 29 (51.8) 3
*  With positive VDRL 8 (14.3) 3
e With negative VDRL 21 (37.5) 3
Positive CT PCR (non L-genovar) 4(7.7) 7
Tests performed
] . Positive Neisseria gonorrhea PCR 3(5.6) 6
at LGV diagnosis

HBV serology
* Positive HBs antigen 0 (0) 18
*  Positive anti-HBs antibody 28 (70) 19
+  Positive anti-HBc antibody 9(23.7) 21
Positive HCV serology 2(3.9) 7
Positive HAV serology 8 (47) 42
Anogenital warts 6 (14) 15
Anogenital herpes 4(11.1) 22
Gonorrhoea 10 (22.7) 14

Past history of STI . L.

Urogenital chlamydiosis 9 (20.9) 15
Acute hepatitis A 6 (21.4) 31
Anorectal LGV 2 (4) 8
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Sexual behaviour

Fifty-one of 55 cases (92.7%) reported having sex with other men (four reported relations
exclusively with women, the information was missing in the remaining four), and 46 of 52
cases (88.5%) reported having more than one sexual partner in the last 6 months with a
median number of 15 (extremes 2 — 80, information available for 29 cases). The majority of
cases are thought to have been infected in France (39/40). The infecting partner could be
allegedly identified in 16 of 42 cases (38.1%) and was only rarely a stable partner (6/36,
16.7%). Condom use was inconsistent in 30 of 36 cases (83.3%, with nine cases never using

condoms and 21 reporting an « occasional » use).

Antibiotic treatment and outcome

Patients were treated with doxycycline (200 mg per day) in 87.7 % of cases and
azithromycine in 12.3 % (treatment was not reported in two cases). Fourty-six of 52 cases
(88.5%) had one or more follow-up appointments. Two were asymptomatic at baseline, 42 of
44 (95.5%) were reported as cured at the last visit and two had persistent symptoms. The
first patient presented with isolated urethritis and received single-dose azithromycin as first-
line treatment. The second received a 3-week course of doxycycline for inguinal LGV but had
to be admitted to the hospital at the end of therapy for febrile abdominal pain. An inguinal
abcess was surgically drained and laparoscopic exploration of the peritoneum found a
purulent exsudate in the Douglas pouch and an inflamed appendix that was removed.
Inguinal pus was positive for CT genovar L. He had no rectal sign or symptom.

Twenty-one days was the standard treatment duration for 84% of cases treated with
doxycycline. Eight patients were treated for a prolonged period of time (mean 56 days,
extremes 30 — 120). All presented with an inguinal abcess at diagnosis and were considered
cured at the end of the prolonged treatment. Seven patients who presented with urethritis,
genital ulceration or pharyngeal carriage were prescribed azithromycin. Only one treatment
failure was reported but outcome was not specified in four cases.

No late complications such as lower limb/scrotal oedema or uretral stricture were described.
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Genotyping according to ompA sequencing

Fourty-five complete ompA sequences were obtained from 45 different cases. Eleven DNA
extracts could not be amplified, six samples were lost and three were not used (successful
sequencing already achieved from another sample). Initial typing at the Reference Center
using real-time PCR had identified 39 L2b-positive specimens, six had been categorized as L
strains (L2b-specific PCR was not available before 2012).

The six samples from 2010 and 2011 had an ompA genotype identical to the reference L2b
strain L2b/UCH-1/proctitis (AM884177.1). Only 16 specimens were confirmed as L2b strains
since 2012 (16/39, 41%), whereas 16 ompA sequences (35.5%) were actually identical to the
L2 reference strain L2/434/Bu (AM884176.1). Five sequences differed from the L2b
reference strain by a single C=»A non-synonymous nucleotide polymorphism at position 493
(His165Asn) or 517 (Leu173lle) (one and four cases, respectively). These variants have
already been described (109, 110). Finally two specimens were identical to genovar E and G
despite the repeated positivity of L genovar and L2b variant specific real-time PCR.

There was no statistical association between clinical presentation and CT genotype. Disease
severity was not linked to a particular genovar either. As an exemple, 9 of 22 cases (40.9%)
infected with an L2b strain presented with an inguinal bubo compared to 9 of 17 cases (56%)
infected with an L2 strain (chi® test, p-value 0.54). The infecting strain did not differ between
HIV-positive and negative patients (L2b 56.4% vs 45%, p 0,45; L2 34.8% vs 40%, p 0,72;
L2b variants 8.7% vs 13.6%, p 0.65).
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Figure 17 : Repartition of the genotypes involved in 43 cases of pharyngeal and genital LGV according to

the ompA sequencing. The two sequences found to belong to genovar E and G are not shown.
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Discussion

This report is the largest case series including extra-rectal LGV since the beginning of the
epidemic in 2003. During the last 6 years, 59 cases were confirmed at the French Reference
Center of which 56 had no concurrent rectal infection. According to the data provided by the
national LGV surveillance network, they represent 3.1% of LGV cases diagnosed during the

same period throughout the country confirming the rarity of this entity.

However small in magnitude, we noticed a surge in the number of cases diagnosed from
2013 onwards, following the trend seen with rectal LGV in France and the United Kingdom
(UK) (69). Cases exclusively involved men, largely MSM, with a median age of 37 years,
fitting the characteristics of previously described rectal LGV cohorts (105). The main
epidemiological difference consisted in the lower prevalence of HIV infection in our patients,
in accordance with previous studies from the Netherlands and the UK (68, 111).
Seroadaptive practices among MSM such as seropositioning could potentially explain this
finding (insertive rather than receptive anal sex is associated with less risk of HIV acquisition)
(112).

Clinical findings differed slightly from historical descriptions (73) (i.e. prior to 2003): features
of primary stage disease (genital ulceration or urethritis) were much more common than
expected (62% of genital cases), and overlap with secondary stage (inguinal syndrome) was
frequent (50% of genital cases). Nevertheless, diagnosis took a mean 30 days from the
onset of symptoms to be reached, leaving many opportunities for transmission events to
occur in a population engaging in high-risk sexual behaviour. We showed that the urethra
can be a reservoir for asymptomatic shedding of CT genovar L until a diagnosis of inguinal
LGV is made, even though case-finding studies have so far failed to demonstrate the
importance of urogenital transmission of the disease among MSM (47, 113, 114). Our nine
pharyngeal cases were asymptomatic carriages for the most part. They featured concurrent
rectal infection, sexual contact with an infected partner or oro-pharyngeal symptoms. These
factors should lead the clinician to determine CT genotype which will in turn influence the

duration of doxycycline therapy.

We found no difference between HIV-positive and negative patients in terms of disease
severity and co-infections but the comparison is hampered by the small sample size and
missing data. We nonetheless noticed that seropositive patients were diagnosed significantly
earlier. This could be due to easier access to appropriate medical care (HIV was successfully
treated in all but one patient) or increased STI awareness leading to better screening and

testing practices.
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This study provides new data on genetic characteristics of LGV strains localized to the
paryngeal and genital area. It first shows that the infecting strain belongs primarily to genovar
L2b, also responsible for the vast majority of rectal LGV cases since 2003 (37, 104, 115,
116). It suggests a change in the molecular epidemiology of extra-rectal LGV over time with
the emergence of L2 strains in 2012 and L2b variants (differing from the reference strain by a
single nucleotide polymorphism) in 2013. This shift has been observed as well in the last five
years of the rectal LGV epidemic (110, 117). Whether L2b strain is associated with a more
severe clinical phenotype in rectal LGV is a debated issue. Our results did not show any
impact of LGV genovar on the severity of genital disease contrary to what limited clinical data
had suggested (118). Finally, ompA sequencing of our specimens revealed that the L2b real-
time PCR had misclassified 41% of strains (16/39) as L2b. This finding confirms an earlier
report that the 9-base pair insertion in pmpH is no longer specific to genovar L2b (117). This
target should therefore not be used for LGV typing. We hypothesize that recombination
events occuring at the omp1 site between L2 and L2b could explain the discrepancies
between omp1 sequencing and the so-called L2b-specific PCR. Identification of one genovar
E and G CT despite initial typing as LGV is most likely due to double infection resulting in the
preferential amplification on the non-LGV strain. Recombination events between invasive
and noninvasive strains cannot be excluded as such recombinants have already been
described (119).

The weakness of the study lies in its retrospective design. It hampered sexual behaviour data
collection and prevented case-finding in the sexual contacts of our patients, leaving
questions on the modes of transmission unanswered. The strenghts of our work reside in the
large number of included cases compared with previously published series (68, 111, 120,
121), the detailed information retrieved for each case, and in the genetic characterization of

45 extra-rectal LGV strains.

To conclude, 50 genital and nine pharyngeal LGV cases were diagnosed in France since
2010. The disease affected MSM in their late 30s engaging in high-risk sexual behaviour.
Half the patients were HIV-positive. Genital LGV diagnosis was reached a month after
symptoms onset. Genital ulcer and urethritis were surprisingly frequent at diagnosis.
Evolution of inguinal bubo was slow but cure was always achieved under doxycycline
therapy. Genotyping of extra-rectal strains showed the circulation of L2 and L2b genovars.
Host and pathogen factors leading to the underrepresentation of genital LGV are still to be
identified.
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Principaux résultats

Notre étude a analysé rétrospectivement tous les cas de LGV confirmés par génotypage au
CNR des chlamydiae entre janvier 2010 et janvier 2016, et dont au moins un prélévement

positif était extra-rectal.

59 cas de LGV extra-rectale inclus
Quatorze cas entre 2010 et 2012, 45 entre 2013 et 2015. La nature des 65 prélévements
positifs a CT génovar L était : pus ou biopsie ganglionnaire (25 cas), écouvillon d’ulcération

de la verge (17), premier jet urinaire ou écouvillon urétral (14), écouvillon pharyngé (9).

100% d’hommes, age médian 37 ans
La grande majorité avait des rapports sexuels avec d’autres hommes (50 sur 54), de
multiples partenaires au cours des six mois précédents (46 sur 52 cas, médiane 15), un

usage inconstant du préservatif.

Neuf cas de LGV « pharyngée »
Il s’agissait d’'un portage asymptomatique (cing cas), d’'une pharyngite (un cas), d’'un ulcére
de la langue accompagné d’adénopathies cervicales (un cas). L’information était indisponible

dans deux cas.

Cinquante cas de LGV « génitale » ou « inguinale »
lls ne présentaient aucun signe de rectite. La présentation clinique était: adénopathie
inguinale isolée (19 cas), adénopathie associée a une ulcération génitale (UG) (17 cas),
adénopathie associée a une urétrite (six, dont trois cas aussi associés a une UG), UG isolée
(cinq cas), urétrite isolée (trois cas). L’adénopathie inguinale était abcédée dans 22 cas sur

42. Onze cas étaient fébriles, ceux-ci présentaient une adénopathie inguinale au diagnostic.

Un délai médian de 21 jours pour diagnostiquer une LGV génitale
Les diagnostics confirmés par prélévement ganglionnaire étaient des diagnostics tardifs
(médiane 32,5 jours) tandis que ceux établis par un écouvillon d’UG ou un 1" jet urinaire

étaient souvent précoces (médiane 7,5 et 8,5 jours respectivement).

Infection par le VIH : 31 cas sur 59
Tous les patients sauf un (séropositivité découverte au diagnostic de LGV) recevaient un
traitement antirétroviral. Le nombre médian de CD4 au diagnostic s'élevait & 541/mm?®. La
charge virale était toujours indétectable. La présentation clinique était identique aux patients

séronégatifs en dehors d’'un diagnostic plus précoce (19,6 contre 41,2 jours).
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Antécédent de syphilis ou découverte au diagnostic de LGV : 29 cas
Les antécédents d'IST étaient fréquents : gonorrhée, chlamydiose uro-génitale, LGV rectale
pour 10, neuf et deux cas respectivement. Huit cas de syphilis, trois cas de gonorrhée et

quatre cas de chlamydioses non-LGV étaient diagnostiquées en méme temps que la LGV.

Guérison sous doxycycline mais traitement prolongé parfois nécessaire
Huit cas d’abcés inguinaux étaient traités pour une durée moyenne de 56 jours du fait d’'une
fistulisation et d’'un écoulement persistant aprés 21 jours. Aucune LGV au stade « tertiaire »

n’était rapportée.

Les génovars L2 et L2b sont responsables des LGV extra-rectales en France
Le séquengage retrouvait uniquement des souches L2b en 2010 et 2011. En 2012
apparaissaient des souches L2 (16/43 génotypées avec succés) puis en 2014 des variants
L2b caractérisés par un polymorphisme mono-nucléotidique vis-a-vis de la séquence de
référence (5/43). Le génotype n’était pas associé a une présentation clinique particuliére. Le
statut VIH n’était pas associé a un génotype particulier. La PCR temps réel spécifique du

génovar L2b identifiait systématiquement par erreur les souches L2 en L2b.

Elements de discussion

Rareté des cas
Cinquante-neuf cas de LGV extra-rectale ont été confirmés par génotypage en 6 ans en
France. Dans le méme temps, environ 1900 cas de LGV rectale ont été inclus dans le
réseau de surveillance coordonné par le CNR. Cette prépondérance des formes rectales

perdure donc 10 ans aprés le début de I'épidémie.

Augmentation des diagnostics a partir de 2013
Elle se produit a une échelle certes modeste mais semble suivre la méme tendance que la
LGV rectale dont l'incidence a nettement augmenté en France (voir partie |, Figure 6) et en

Angleterre au cours des trois derniéres années.

LGV rectale et extra-rectale affectent la méme population
Les caractéristiques épidémiologiques des patients de I'étude sont similaires a celles des
cohortes de LGV rectale en Europe : les patients sont des HSH agés de 30 a 45 ans, ils ont
des conduites sexuelles a risque (multi-partenariat, port du préservatif inconstant) et des

antécédents fréquents d’IST.
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L’infection VIH moins fréquente dans la LGV extra-rectale
La LGV rectale est associée a une séropositivité¢ VIH dans 75 % des cas (données du
réseau frangais de surveillance des ano-rectites a CT sur la période 2010 a 2015 inclus et du
réseau britannique de 2003 a 2015) contre environ 50 % dans notre étude. La plus faible
prévalence du VIH dans la LGV non rectale a été constatée ailleurs. L’adaptation des
pratiques sexuelles au sein des couples sérodiscordants visant a diminuer le risque de

contamination, parfois appelée « seropositioning », pourrait I'expliquer.

Une description clinique de la LGV génitale plus nuancée
L’adénopathie inguinale souvent unilatérale, douloureuse, inflammatoire et abcédée, était
comme attendu le signe le plus décrit (42/50 cas de LGV génitale). UG et urétrite étaient
étonnament fréquentes chez nos patients (31/50). Si ces signes semblaient apparaitre
précocément ils étaient largement associés au syndrome inguinal (25 cas) et pouvaient

persister plusieurs semaines.

Absence d’impact de 'infection VIH sur la sévérité de la maladie
Les données cliniques issues de la surveillance de la LGV rectale rapportent une maladie
d’expression plus « bruyante » chez les séropositifs. Cette différence n’est pas détectée
chez nos patients. Le diagnostic était cependant plus précoce chez les co-infectés : 'accés
aux soins était probablement plus simple pour ces malades, tous globalement suivis sur le
plan de l'infection rétrovirale et efficacement traités, de la méme fagon la suspicion d’'une IST

devant I'apparition d’'une adénopathie inguinale était peut-étre plus évidente pour le clinicien.

Une épidémiologie moléculaire identique a la LGV rectale
Le séquencage des souches de CT issues de nos patients permet de constater la
prédominance du génovar L2b, responsable de la majorité des cas de LGV rectale depuis
2003. Une diversification des souches apparait dés 2012 : génovar L2 et souches L2b
variantes (différentes par un polymorphisme mono-nucléotidique) sont retrouvés. Les
données récentes de séquencgage de souches responsables de LGV rectale en France et en

Espagne témoignent d’'une évolution similaire.
Absence d’impact du génotype sur la sévérité de la maladie

CT génovar L2b est souvent associé a un phénotype clinique de la LGV rectale plus séveére.

Aucun lien entre génotype et sévérité de la maladie n’a pu étre établi dans notre étude.
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Forces et faiblesses de I’étude

Les écueils d’une étude rétrospective
Si la perte dinformation a été globalement limitée, il existe de nombreuses données
manquantes concernant les antécédents d’IST. Plus génant, le design rétrospectif ne permet
pas d’obtenir des renseignements précis sur les comportements sexuels des patients qui
sont idéalement recueillis sous la forme d’auto-questionnaires anonymisés. Des données
comportementales exhaustives, une identification et un dépistage des sujets contacts

auraient permis d’en savoir plus sur les modes de transmission de la maladie.

Un effectif limité
Le petit nombre de cas inclus en six ans incite a une interprétation prudente des tests
statistiques utilisés dans le but de comparer certains groupes (VIH contre non-VIH, génovar
L2 contre L2b). Le risque de ne pas conclure a tort a une différence n’est pas négligeable

dans ce contexte.

Une somme précieuse d’informations rassemblée sur une infection rare
Malgré ces limites, ce travail est a ce jour la plus grande série de LGV extra-rectale étudiée
depuis le début de I'épidémie (une série anglaise publiée en 2009 comptait 13 patients).
L’analyse des dossiers médicaux a permis de colliger des informations détaillées sur

I'évolution clinique de la maladie, les symptdmes, I'infection VIH associée.

Des données moléculaires nouvelles
Enfin, ce travail est le premier a décrire les caractéristiques génotypiques de la LGV extra-
rectale. Ces données nous permettent d’émettre des hypothéses sur limpact des
caractéristiques moléculaires de CT sur la présentation clinique de la LGV. Elles sont

également de grande valeur sur le plan épidémiologique.

Perspectives

La LGV extra-rectale reste aujourd’hui une maladie rare et réaliser une étude prospective de
grande ampleur sur ce sujet parait peu envisageable. Nous avons appris que les
caractéristiques épidémiologiques des patients et les caractéristiques moléculaires des
souches de CT sont similaires a la LGV rectale. Les pratiques sexuelles jouent donc
probablement un rdle prépondérant dans la survenue de cette forme clinique. En cas de
suspicion de LGV extra-rectale, proposer au patient de remplir un auto-questionnaire sur ses

comportements sexuels puis I'envoyer au CNR avec la souche de CT a typer pourrait étre
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informatif.

Cette forme rare est susceptible de ré-émerger comme d’autres IST I'ont fait ces 15 — 20
derniéres années. La reconnaissance et le traitement précoce de la maladie, la poursuite
d’une surveillance épidémiologique stricte et des activités de prévention dans les populations

a risque seront des éléments déterminants pour empécher cette ré-emergence.
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ANNEXE

Arthrite réactionnelle associée a une ano-rectite a Chlamydia trachomatis génovar L2b

Reactive arthritis associated with Chlamydia trachomatis genovar L2b proctitis
Cas clinique

A Desclaux', N Mehsen-Cetre?, O Peuchant®>*°, D Neau', A Touati®, B de Barbeyrac®>*°, C

Cazanave'*®

'Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux, Service des Maladies Infectieuses et
Tropicales, Hopital Pellegrin, Bordeaux, France

Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux, Service de Rhumatologie, Hépital Pellegrin,
Bordeaux, France

3Centre National de Référence des Infections a chlamydiae, Univ. Bordeaux, Bordeaux,
France

“Univ. Bordeaux, USC EA 3671, Infections humaines & mycoplasmes et chlamydiae,
Bordeaux, France

°INRA, USC EA 3671, Infections humaines & mycoplasmes et chlamydiae, Bordeaux, France
Correspondance a :

Arnaud Desclaux, Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux, Service des Maladies
Infectieuses et Tropicale, Hopital Pellegrin, Bordeaux, France

Adresse e-mail

Téléphone

Nombre de mots : 879

Mots clés : arthrite réactionnelle, Chlamydia trachomatis, lymphogranulomatose vénérienne

63



Introduction

L’arthrite réactionnelle (AR) est une arthropathie inflammatoire appartenant a la famille des
spondyloarthrites. Elle survient généralement aprés une infection bactérienne de la sphére
uro-génitale ou digestive. Les génovars D a K de Chlamydia trachomatis (CT), responsables
chaque année dans le monde de 100 millions de cas d’infections sexuellement
transmissibles (IST) (1), sont les agents étiologiques les plus courants d’AR (2). Depuis 2003
la lymphogranulomatose vénérienne (LGV), infection liée a CT génovar L1 a L3, est a
lorigine d’une épidémie d’ano-rectites touchant les hommes ayant des relations sexuelles
avec des hommes (HSH) en Europe, en Amérique du Nord et en Australie (3). Nous

rapportons le 2°™ cas d’AR secondaire a une LGV rectale en France.

Présentation du cas

Un homme de 47 ans se présentait aux Urgences de notre centre en Novembre 2015 pour
une douleur du membre inférieur gauche évoluant depuis huit jours.

Dans ses antécédents on notait une infection par le VIH connue depuis 1990 (contamination
sexuelle) et traitée par atazanavir, ritonavir, abacavir et lamivudine, un diabéte de type 2
traité par metformine et glibenclamide. Six mois plus tét il avait présenté un tableau de rectite
conduisant a la découverte concomitante d’'une LGV, d’'une gonococcie rectale et d’'une
syphilis latente précoce. Un traitement par benzathine benzylpénicilline, ceftriaxone
(injections intra-musculaires uniques) et doxycycline pendant 21 jours avaient permis la
disparition des symptémes.

Huit jours avant I'admission aux Urgences il avait consulté son infectiologue devant la
récidive d’'une rectite. Le tableau digestif était apparu dix jours auparavant. La pratique
récente d’'un lavement dans un sauna était notée. La recherche de CT par PCR sur un
écouvillon rectal et I'introduction d’'une antibiothérapie probabiliste par doxycycline (200 mg
par jour) étaient prescrites. Des douleurs de rythme inflammatoire de toute la jambe gauche
étaient ensuite apparues.

A T'admission aux Urgences le patient était apyrétique et présentait un épanchement du
genou gauche associé a un cedéme inflammatoire de jambe (Figure 1). L’échographie-
doppler veineux des membres inférieurs éliminait une phlébite. Le bilan biologique objectivait
un syndrome inflammatoire (CRP a 94 mg/L). Un érysipéle était évoqué et un traitement par
pristinamycine était débuté. Quatre jours plus tard, face a une persistance des symptdmes,
une échographie articulaire réalisée en consultation de rhumatologie objectivait une arthrite
talo-naviculaire et une ténosynovite du court fibulaire gauches. La ponction du genou gauche

retirait 10 mL de liquide citrin dont la formule cytologique était inflammatoire avec 2900
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éléments par mm?® (20 % de polynucléaires neutrophiles, 80 % de lymphocytes). Il n’y avait
pas de bactérie a 'examen direct et en culture, pas de cristaux. La PCR CT sur écouvillon
rectal (réalisée en consultation d’'infectiologie) revenait positive et le typage par PCR temps
réel retrouvait un génovar L2b, confirmant une LGV rectale. La recherche de CT par biologie
moléculaire sur liquide articulaire était également positive mais le typage n’était pas
interprétable. La recherche de gonocoque était négative. Le traitement par infiltration intra-
articulaire d’hydrocortisone et anti-inflammatoires non stéroidiens par voie orale, associé a la
poursuite de la doxycycline pour un total de 21 jours permettait une disparition rapide de
l'oligo-arthrite. La recherche du HLA-B27 était négative et I'imagerie par résonance
magnétique (IRM) des sacro-iliaques était normale. Le diagnostic d’AR associée a une LGV

rectale était retenu. Aucune récidive articulaire n’est survenue aprés dix mois de suivi.

Discussion

Notre patient a présenté une oligo-arthrite 10 & 15 jours aprés I'apparition d’'une rectite en
rapport avec une LGV. Le tableau oligo-articulaire asymétrique associé a une ténosynovite,
linfection a CT de survenue récente, la détection d’ADN de CT dans le liquide synovial, la
résolution du tableau articulaire sous traitement anti-inflammatoire sont autant d’arguments
forts permettant de conclure au diagnostic AR a CT génovar L2b. L'infection & Chlamydia
comme facteur déclenchant du syndrome de Reiter et de 'AR est connu depuis de
nombreuses années. Il est estimé que 4 a 8 % des patients ayant eu une infection uro-
génitale a CT sont susceptibles de développer une AR (4). Le mécanisme supposé est celui
d’'une dissémination par voie systémique vers la cavité articulaire dans laquelle la bactérie
persiste sous une forme aberrante et non cultivable.

L’épidémie de LGV rectale détectée chez les HSH depuis 2003 est associée au génovariant
L2b, décrit pour la premiére fois en 2005 (5). Le nombre de LGV en Angleterre et en France
depuis 2003 excede 4000 et 2000 cas déclarés respectivement (6,7). Depuis cette période,
huit cas seulement (dont le cas présenté ici) AR associées a CT génovar L2b ont été
rapportés, cette association semble donc rare. Les patients étaient infectés par le VIH dans
sept cas. Un cas concernait une femme. Notre cas se distingue par la présence d’ADN de
CT dans le liquide synovial rendant I'association entre I'épisode de LGV et la survenue de
I'arthrite peu équivoque. L’évolution des cas décrits était systématiquement favorable avec
une résolution du tableau articulaire sans récidive sous traitement antibiotique par
doxycycline 200 mg par jour pendant trois semaines associé a un traitement anti-

inflammatoire systémique par corticoides ou AINS.
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Conclusions

CT génovar L2b, a l'origine de I'épidémie de LGV rectale dans la population des HSH, est
susceptible de déclencher un tableau d’AR. La survenue d’'une mono/oligo-arthrite chez un
HSH ayant présenté récemment une rectite doit faire évoquer ce diagnostic. L'incidence de
la LGV augmentant chaque année en France et en Europe, cette complication mérite d’étre

connue.
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Tableaux et figures

Figure 1 : Epanchement du genou gauche et cedéme de jambe homolatéral a 'admission

aux Urgences
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