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Introduction

Chaque année, environ 340 millions de nouveaux cas d’infections
sexuellement transmissibles (IST) sont recensés toutes IST confondues ce qui
représente une préoccupation majeure de santé publique [1] puisque les IST
bactériennes peuvent engendrer des complications telles que la syphilis congénitale,
'apparition d’infections génitales hautes ainsi qu’un risque accru de transmission du
VIH mais aussi des séquelles comme l'infertilité [2]. Parmi les IST bactériennes, les
plus représentées sont d’abord l'infection par Chlamydia trachomatis, puis l'infection
par Mycoplasma genitalium, la gonorrhée (due a Neisseria gonorrhoeae) et enfin la
syphilis (due a Treponema pallidum). Le traitement de ces infections est basé sur
I'utilisation d’antibiotiques et le meilleur moyen de prévention reste a ce jour

l'utilisation du préservatif.

M. genitalium est un micro-organisme bactérien et, tout comme
C. trachomatis, est a I'origine d’urétrite non gonococcique (UNG) chez ’'Homme. Ces
deux agents bactériens sont d’ailleurs les plus fréquemment retrouvés lors d’'UNG
[3]. La prévalence de M. genitalium dans la population générale est estimée entre 1
et 3% mais peut monter jusqu’a 38% dans les populations a risque d’IST [4], [5]. Les
populations a risque d’IST comprennent [6] :

- Les sujets masculins ayant des relations sexuelles avec d’autres sujets
masculins en particulier si les relations sexuelles sont de type
multipartenaires.

- Les sujets séropositifs.

- Les sujets ayant contractés plusieurs IST dans leurs vies.

- Les sujets pratiquant des relations sexuelles sans préservatif.

- Les sujets issus d’une zone géographique fortement touchée.

- Les usagers de drogue par voie intraveineuse.
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M. genitalium est une bactérie donc le traitement d’une infection par
M. genitalium nécessite I'utilisation d’antibiotiques. Les deux classes d’antibiotiques
les plus utilisées sont les macrolides (et apparentés) ainsi que les fluoroquinolones.
Malheureusement, une forte résistance aux macrolides s’est développée ces
dernieres années suite a leur utilisation abusive obligeant [utilisation des
fluoroguinolones qui est la deuxieme ligne de traitement face a une infection a
M. genitalium résistante aux macrolides. De la méme fagon, [utilisation des

fluoroquinolones a abouti a I'émergence d’une résistance a cette classe antibiotique.

L’objectif de mon travail a été de déterminer la prévalence de la résistance
aux macrolides et aux fluoroquinolones chez M. genitalium en France d’Outre-Mer en
2018. Cette étude a été menée sur des échantillons positifs a M. genitalium
provenant de différents centres d’analyses et d’hépitaux ultra-marins. Ces
échantillons ont été envoyés au Centre de référence (CNR) des IST de Bordeaux
entre le 1* ao(t et le 31 octobre 2018. La détermination de ces prévalences dans les
DROM n’avait jamais été réalisée auparavant. Les prévalences obtenues seront
compareées avec celles obtenues par le CNR des IST de Bordeaux la méme année

en France métropolitaine.
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Etude bibliographigue sur Mycoplasma genitalium

. Caractéristigues géneérales

L’arbre phylogénétique de M. genitalium indique qu’il fait partie du régne des
Eubactéries (classification établie a partir de la séquence de 'ARNr 16S) et de la
classe des Mollicutes (figure 1) [7], [8]. La classe des Mollicutes regroupe des
bactéries de petite taille et étymologiquement parlant, « Mollicutes » vient du latin
«mollis » et « cutis » qui signifient « mou » et « peau » respectivement. De par leur
étymologie, il est aisé de retenir que les Mollicutes ne possedent pas de paroi [9]. Le
genre le plus connu des Mollicutes est Mycoplasma mais on y retrouve aussi le
genre Ureaplasma. Ces deux genres regroupent certaines bactéries pathogénes
pour 'Homme surtout au niveau des voies respiratoire et urogénitale. Le genre
Mycoplasma regroupe plus de 100 especes. Certaines peuvent étre des especes
parasitaires et d’autres peuvent faire partie de la flore commensale en fonction de
I'héte qui les héberge. Parmi les espéces présentes dans les genres Mycoplasma et
Ureaplasma, cinq especes sont principalement retrouvées en clinique, Mycoplasma
pneumoniae, M. genitalium, Mycoplasma hominis et Ureaplasma spp., (sous-divisée
en deux especes distinctes, Ureaplasma parvum et Ureaplasma urealyticum).

Selon leur site primaire d’isolement, ces mycoplasmes peuvent étre séparés
en espéeces d’origine respiratoire et génitale :

- M. pneumoniae, d’origine respiratoire, n’appartient pas a la flore commensale.

Il colonise les voies respiratoires haute et basse et posséde un pouvoir

pathogene certain.

- M. genitalium, M. hominis et Ureaplasma spp. sont d’origine génitale.

Ureaplasma spp., et moins communément M. hominis, peuvent étre présents

a lI'état commensal au niveau du tractus urogénital. Néanmoins, ils sont

associés a une grande variété d’infections urogénitales chez I'adulte et a des

infections néonatales.
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La plupart de ces especes sont extracellulaires mais certaines, dont

M. genitalium et M. pneumoniae, sont capables de pénétrer dans les cellules [10].

Les mycoplasmes sont les plus petits organismes procaryotes capables de
réplication autonome. lls sont ubiquitaires, retrouvés chez ’'homme, les insectes et
les plantes. Leur taille varie de 300 a 850 nm et ils possédent les plus petits
génomes bactériens (580 - 2 200 kb) [10], [11].
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M. genitalium dispose d’'un organite au niveau de I'extrémité terminale appelé
organelle d’attachement lui permettant ainsi d’adhérer aux cellules épithéliales du
tractus génital. Ce mycoplasme peut également adhérer aux hématies et aux
spermatozoides et va alors affecter leurs mobilités (figure 2). Cet organelle est
composé de plusieurs cytadhésines et de protéines accessoires (la principale
cytadhésine étant la protéine MgPa codée par le gene mgpB) [10], [12], [13]. Un total
de 4,7% du génome de M. genitalium est attribuable a 'opéron mgpB/mgpC et la
région des génes mgpB/mgpC est hypervariable ce qui permet a M. genitalium
d’échapper plus facilement au systéeme immunitaire [13]. Cette stratégie d’évasion
est potentiellement associée au passage a la chronicité dune infection a
M. genitalium. La chronicité est définie comme la persistance ou la récurrence des

symptomes 30 a 90 jours aprés la mise en place d’un traitement [14].

Figure 2: Observation au microscope

électronique de M. genitalium

M. genitalium ne posséde pas de paroi et nous verrons par la suite que cette

absence de paroi a un rbéle dans sa résistance naturelle a certaines familles
d’antibiotiques [15], [16].

Les mycoplasmes sont tres difficiles a cultiver méme sur les meilleurs milieux
de culture du fait de la rareté des génes impliqgués dans les voies de biosynthéese.
C’est le cas de M. genitalium et M. pneumoniae qui ne possedent pas les genes
nécessaires a la synthése des acides aminés. Cela fait d’eux des organismes

totalement dépendants d’'un apport extérieur en acides aminés [11], [13], [17].
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En effet, durant I'évolution des espéces, M. genitalium et M. pneumoniae ont
perdu la totalité des génes impliqués dans la synthese des acides aminés. Il est donc
primordial que la cellule héte ou que le milieu de culture soient capables de fournir
les acides aminés essentiels nécessaires a leur croissance. M. genitalium est

néanmoins capable d’utiliser du glucose en tant que substrat pour fournir de 'ATP.

M. genitalium et M. pneumoniae ont aussi perdu la plupart des genes
impliqués dans la biosynthése des cofacteurs. Pour les cultiver in vitro, il est donc
important que les milieux de culture soient riches en vitamines [11]. La derniére perte
notoire chez ces micro-organismes est celle de la paroi cellulaire. Cette absence de
paroi rend les mycoplasmes osmotiquement plus sensibles que les bactéries qui en
possedent une. Le fait de ne pas posséder de paroi cellulaire allege le génome de
M. genitalium. Ceci est démontré par la comparaison entre Haemophilus influenzae
et M. genitalium :

- H. influenzae possede 105 génes impliqués dans la synthése de I'enveloppe
cellulaire qui comprend la membrane externe et la membrane cytoplasmique.
- M. genitalium ne posséde que 30 génes associés a la synthese des protéines

membranaires [11].

Le nombre restreint de génes chez M. genitalium explique son mode de vie de
type parasitaire et, de ce fait, a permis aux chercheurs d’étudier les génes essentiels
au développement d’'une cellule minimale. Il faut aussi noter que les systemes de
réparation de 'ADN sont rares chez M. genitalium ce qui peut expliquer 'émergence

de mutations au sein de son génome [12].

Historiguement, c'est en 1980 que les chercheurs réussissent a isoler
M. genitalium [1], [18]-[20] bien qu’il se développe de maniére lente (plusieurs
semaines voire mois) et reste difficile a cultiver. Son identification par le biais de la
méthode de la coloration de Gram est impossible au vue de son absence de paroi.
Suite au succés de son isolement, M. genitalium fat le deuxieme génome
entierement séquencé en 1995. Il fOt alors défini comme étant le plus petit génome
connu avec environ 480 génes soit 580 kilobases [11], [21], [22]. C’est en
fragmentant aléatoirement 'ADN de M. genitalium en petits segments de 2kb que
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son sequencage fat possible. Les segments de 2kb ont été clonés puis séquences.
Le chevauchement des différentes séquences a permis d’établir la séquence
complete du génome de M. genitalium [11]. Le séquencage de M. genitalium a
montré qu’il présentait au sein de son génome des séquences répétitives. Ces
séquences lui permettent de pratiquer un réarrangement génomique faisant varier les
antigenes se trouvant a sa surface. Cela permet certainement aussi a M. genitalium

d’échapper au systéme immunitaire de I'héte [11].

II. Physiopathologie de M. genitalium

M. genitalium étant localisé au niveau de I'appareil urogénital, sa transmission
se produit lors de rapports sexuels de type génitaux/génitaux et de type
génitaux/rectaux. Il est donc établi qu'un contact direct avec les muqueuses génitales
et/ou rectales d’un sujet infecté est nécessaire a la transmission de M. genitalium.
N’ayant pas de données concernant la durée d’incubation nécessaire pour que
M. genitalium soit détectable, cette durée est évaluée a deux semaines par analogie

au temps d’exposition nécessaire pour que C. trachomatis soit détectable.

Tres souvent, la présence de M. genitalium et de C. trachomatis au sein d’'un
méme patient est retrouvée. |l s’agit alors d’'une co-infection ce qui est relativement
fréquent chez les sujets a risque de développer une ou des IST. Il a été également
identifié que, lors d’une infection par M. genitalium, la charge bactérienne de ce

germe est 100 fois inférieure a celle de C. trachomatis.

Il existe une corrélation entre la présence de M. genitalium et I'infection par le
VIH puisqu’il a été établi que linfection a M. genitalium augmente le risque
d’acquisition et de transmission du VIH [14]. Effectivement, l'adhérence de
M. genitalium sur les cellules infectées par le VIH pourrait déclencher la libération du
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virus par ces cellules [12]. Il est aussi suggéré que la réponse immunitaire innée
induite par M. genitalium peut influencer la pathogenese des autres IST dont le VIH.
De plus, la clairance de M. genitalium chez un patient séropositif avec une faible

charge de lymphocytes CD4 dans le sang sera beaucoup plus longue.

Il est reconnu que M. genitalium est une cause d’IST [9]. En effet, la
prévalence de M. genitalium est significativement supérieure chez les partenaires
des patients positifs a M. genitalium par rapport aux partenaires des patients négatifs
présentant une urétrite ou une cervicite [10] puisque 63% des partenaires sexuels
des patients positifs a M. genitalium sont infectés. De plus, la prévalence de
l'infection a M. genitalium varie entre 4 et 38% dans les centres de dépistage des IST
[14]. Le rOle de M. genitalium comme agent d’IST a également été démontré a
'échelon moléculaire. Chez des couples infectés, les échantillons positifs a
M. genitalium présentaient les mémes génotypes au niveau du gene mgpB ou avec
d’autres marqueurs moléculaires. Dans ces cas, une concordance du génotype des
souches cliniqgues représente un argument fort en faveur de cette voie de

transmission [10].

La pathogénése de M. genitalium résulte de plusieurs facteurs que sont [23]:
- Sa capacité d’adhésion aux cellules.
- Sa mobilité par glissement.
- Son invasion intracellulaire.

- Savariation antigénique.

Chez un sujet féminin ayant été infecté par M. genitalium, celui-ci est retrouvé
deux heures aprés l'infection accolé au vagin et au col de l'utérus. Trois heures
apres, il est retrouvé dans des vacuoles adjacentes a la membrane intracellulaire des
cellules épithéliales génitales (figure 3) [24]. 24 a 48 heures apres, M. genitalium est
présent de maniére plus significative au sein des cellules épithéliales du tractus uro-

génital que dans le milieu extracellulaire [24].
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—p- M. genitalium au sein des vacuoles
phagocytaires

*—— M. genitalium a la surface des
cellules hotes

Figure 3: Observation au microscope électronique de la phagocytose de M. genitalium [23]

L’'invasion de M. genitalium provoque une sécrétion de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires par les cellules infectées. Ces éléments pro-
inflammatoires stimulent et recrutent les monocytes qui se différencient en
macrophages. Les macrophages éliminent alors le pathogéne par phagocytose.
Pourtant, méme si la phagocytose est un bon moyen d’élimination de M. genitalium
par l'organisme infecté, la localisation intracellulaire de M. genitalium dans les
cellules épithéliales génitales lui assure une protection vis-a-vis du systeme
immunitaire de I'héte ainsi qu’une protection vis-a-vis des antibiotiques. Il s’agit d’'une

véritable niche de survie favorisant ainsi le passage de l'infection a la chronicité [24].

Pour déterminer la sensibilité de M. genitalium au phénomene de phagocytose
par les macrophages, I'équipe du docteur McGowin a mis en contact des
macrophages avec M. genitalium. 30 minutes aprés, la phagocytose s’est mise en
place et un changement morphologique de M. genitalium a été observe. En effet, une
perte de la densité des ribosomes ainsi qu’une apparence creuse ont été décrites ce

qgui signe la perte de viabilité de M. genitalium (figure 4a). Six heures apres, les
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macrophages ayant phagocyté les pathogénes sont remplis de vésicules

phagocytaires mais aucun organisme intracellulaire n’est détecté (figure 4b).

La viabilité de M. genitalium aprés avoir été exposé aux macrophages a alors
été évaluée en ensemencant les macrophages infectés dans un milieu de culture et

aucune croissance n’'a été détectée durant une période de 14 jours de culture. Les

chercheurs en ont conclu que M. genitalium peut étre éliminé par phagocytose.

Figure 4: 4a Observation au microscope électronique du changement morphologique de

M genitalium [23]

4b Observation au microscope électronique de vésicules phagocytaires dénuées

d’organismes intracellulaires [23]

L’infection par M. genitalium induit une réponse immunitaire innée notamment
par l'intermédiaire des LAMP qui sont des lipoprotéines exprimées a la surface
cellulaire des mycoplasmes. Ce sont les Récepteurs Toll Like (ou TLR) qui
reconnaissent les motifs moléculaires associés aux pathogenes et qui permettent de
déclencher la réponse immunitaire innée lors de leurs liaisons avec les LAMP. Cette
liaison avec M. genitalium active la voie NF-kB [13], [14]. Ceci entraine une sécrétion

dose dépendante de TNF-a et d’'IL-6 par les monocytes/macrophages [10].
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1. Pouvoir pathogéene

M. genitalium est détecté dans seulement 1 a 3,3% de la population générale
[25]. L’infection a M. genitalium reste la plupart du temps asymptomatique ce qui
pourrait expliquer en partie sa fréquence chez les patients touchés par des IST a
répétition. En effet, une infection a M. genitalium est retrouvée chez 40% de ces
patients. Dans le cas ou l'infection a M. genitalium est symptomatique, il est tout
d’abord constaté que la charge bactérienne est plus importante que chez un patient
asymptomatique et que chez I'homme, dans 40 a 70% des cas, linfection par
M. genitalium est latente [26]. De plus, le tableau clinique des sujets de sexe féminin

est différent de celui des sujets de sexe masculin.

Chez la femme, une infection par M. genitalium peut se traduire par une
endométrite et une salpingite qui sont des infections génitales hautes ainsi qu’une
cervicite (tableau 1). M. genitalium est d’ailleurs le seul mycoplasme a l'origine de

cervicites.
Les principaux symptéomes sont :
- Des douleurs pelviennes.
- Des écoulements vaginaux.

- Des saignements vaginaux si des rapports sexuels ont eu lieu durant

l'infection ou des saignements inter-menstruels.
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Chez I'nomme, le tableau clinique d’une infection par M. genitalium est
différent et peut se traduire par une urétrite, une épididymite avec des cedémes
testiculaires et rarement une arthrite réactionnelle (tableau 1). Un lien reste encore a
étre déterminé entre I'apparition d’une prostatite ou d’'une rectite et une infection par

M. genitalium [26].
Les principaux symptomes sont :

- L’inflammation de l'urétre, du gland ainsi que des testicules. L’urétrite peut
étre également a l'origine de prurit urétral.
- Les brdlures au cours de la miction.

- Les écoulements purulents et plus ou moins épais.

Si ces symptdmes ne sont pas pris en charge et traités correctement, des
complications peuvent apparaitre. Dans le cadre ou une patiente est enceinte, un
lien entre une fausse couche ou un accouchement prématuré ou encore le déces du
foetus et l'infection par M. genitalium peut étre suggéré mais les études a ce sujet
sont a confirmer d’'ou la nécessité de rester prudent et de n’y voir que des

suggestions de liens de causalité [14].

Tableau 1: Pathologies, symptomes et complications associés a une infection par
M. genitalium

Hommes Femmes

Pathologies Epididymite, arthrite Cervicite, endométrite, salpingite
) Uréetrite, bralures Inflammation du pelvis,
Symptomes o i ] i
mictionnelles, écoulements saignements, écoulements

Possibles liens avec infertilité,
Complications fausse couche, accouchement

prématuré, mort foetale
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De plus, il a été mis en évidence que la présence de M. genitalium est
fortement associée a une UNG puisque M. genitalium représente jusqu'a 25% des
cas dUNG [27]. En effet, M. genitalium est présent chez 60% des hommes
homosexuels et chez 20% des hommes hétérosexuels souffrant d’'une UNG
persistante ou récurrente [28]. La détection de M. genitalium est significativement
plus importante chez les patients présentant une UNG que chez ceux qui n'en

présentent pas [29].
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V. Diagnostic biologique

a) Prélevements a effectuer

L’infection par M. genitalium étant localisée au niveau de I'appareil urogénital,
les prélévements nécessaires a son identification sont les urines du premier jet ou les
prélevements réalisés a I'aide d’un écouvillon : vulvaires, vaginaux, du col de l'utérus
ou rectaux [9], [10]. Concernant les échantillons rectaux, ils sont plus souvent utilisés
chez les HSH et se sont montrés trés utiles puisqu’ils permettent de détecter jusqu’a
70% des infections par M. genitalium qui seraient non diagnostiquées sans ce site

d’échantillonnage.

b) Culture

M. genitalium et M. pneumoniae ont de grandes exigences au nhiveau de
I'apport nutritif nécessaire lors de leur culture. L’utilisation de milieux complexes pour
leur culture est donc nécessaire. Ces milieux complexes sont constitués d'une
infusion de cceur de beceuf, de peptone, d’extraits de levure et de sérum avec
différents suppléments [11]. Leur culture étant assez complexe et pas forcément
productive, une nouvelle approche a été développée pour les bactéries exigeantes
comme M. genitalium : la coculture. Cette technique utilise une autre lignée cellulaire
gui vient en aide a la croissance de la bactérie dite exigeante. Pour la croissance de
M. genitalium, ce sont les cellules Vero, issues des cellules épithéliales de rein d’'une
espeéce de singe appelée Chlorocebus, qui sont employées.

Cette coculture peut ensuite permettre aux mycoplasmes cultives dans ces
conditions de se répliquer dans un milieu sans cellule [11]. Malheureusement, cette

technique est inadéquate pour la culture de routine. Le diagnostic de M. genitalium
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est donc exclusivement réalisé par biologie moléculaire avec comme méthode de

référence la PCR.

c) Détection par PCR

Les postulats de Henlé-Koch recensent les différents critéres qui permettent
d’établir un lien de cause a effet entre un agent pathogéne et une maladie. Ces
postulats ont été établis a I'origine pour définir I'étiologie de la tuberculose. Mais ces
postulats paraissent insuffisants pour établir un lien de cause a effet entre
M. genitalium et les urétrites/cervicites car ces symptomes ont différentes étiologies
[30]. C’est la raison pour laguelle Taylor Robinson a procédé en la modification des
postulats de Henlé-Koch pour M. genitalium.

Tout d’abord, la technique d’isolement du germe avait été basée sur un
changement de couleur du bouillon de culture comme seule preuve témoignant de la
croissance de M. genitalium mais ce fat un échec di au manque de spécificité du
protocole. En effet, ce changement de couleur était imputable a la présence d’autres

bactéries.

De part ces difficultés de culture, ce n’est que dix ans plus tard et avec
'évolution des technologies (notamment le développement de la PCR ciblant
M. genitalium) que les premiéeres études cliniques sur M. genitalium ont pu étre
réalisées. Grace a la technique de la PCR, le génome de M. genitalium a été amplifié
et détecté permettant ainsi son identification et son diagnostic [1]. Cette PCR est

réalisable a partir des différents prélevements vus précédemment.

C’est en 1993 que les premiéres études cliniques sur M. genitalium ont lieu
avec la technique de PCR [29]. Elles ont été menées sur 99 patients de sexe
masculin frequentant une clinique spécialisée dans le traitement des IST. Les études
se portaient sur des prélevements urétraux, rectaux et de gorge. La présence de

'ADN de M. genitalium a été notée chez 17% des prélevements urétraux alors que
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'ADN du pathogéne était absent dans les autres types de prélévements. Cela a
permis de conclure que le site principal d’infection de M. genitalium est le tractus

urogeénital [30].

Il est important de noter que la congélation des échantillons et des extraits
d’ADN avant analyse peut diminuer la sensibilité de la méthode moléculaire. Twin et
al. [31] mettent en évidence une dégradation significative de 'ADN dans les
échantillons dés trois cycles de congélation/décongélation ou lors d’'une congélation
prolongée a -30°C. De plus, Carlsen et al. [32] montrent qu’aprés une deuxiéme
extraction a partir d’échantillons cliniques congelés, la sensibilité de la méthode
moléculaire est abaissée a 90 %. Dans ces mémes conditions, la diminution de la
quantité d’ADN est dix fois plus prononcée que pour les analyses effectuées a partir
des extraits primaires d’ADN congelés. Une faible quantité initiale d’ADN dans les

échantillons est un facteur aggravant pour la bonne détection de M. genitalium.

Plusieurs techniques ont été développées afin de détecter la présence de
M. genitalium et/ou de mettre en évidence les mutations a l'origine de la résistance
aux macrolides. Ces différentes techniques n’utilisent pas forcément les mémes
régions cibles de M. genitalium pour le mettre en évidence. En effet, certaines PCR
ont pour cible ’TARNr 16S pour détecter M. genitalium or, il existe une forte homologie
avec la séquence de 'ARNr 16S de M. pneumoniae. C’est pour cela que Jensen et
al. ont choisi des amorces qui n’amplifient que M. genitalium puisque la fixation des

amorces a lieu sur des régions présentant le moins d’homologie [18].

Contrairement a Jensen et al., Muvunyi et al. ont utilisé comme géne cible
mgpB afin de détecter M. genitalium [33]. lls ont utilisé la PCR multiplex ou test STD
Finder permettant de détecter sept IST a la fois (Neisseria gonorrhoeae,
M. genitalium, C. trachomatis, Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum et
'herpés simplex virus de type 1 et 2). L’avantage de cette technique c’est qu’elle est
capable de mettre en évidence plusieurs pathogenes en méme temps mais elle reste
assez complexe car des interactions non spécifiques entre les différentes amorces et

sondes peuvent avoir lieu.
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Muvunyi et al. ont obtenu de tres bons résultats quant a la sensibilité et la
spécificité de cette méthode pour N. gonorrhoeae, M. genitalium et C. trachomatis.
En effet, celles-ci s’élevaient & 100%. Ces résultats ont été confirmés pour chaque
pathogene par une PCR en temps réel utilisant des cibles spécifiques des différents
pathogénes. Les résultats étaient les mémes pour M. genitalium que ce soit avec la
PCR en temps réel ou la PCR multiplex. Cette technique apporte un réel progres
pour la détection des IST puisque généralement, un patient atteint d’'une IST
présente une co-infection. Or, la PCR multiplex n’a besoin que d’un seul échantillon
pour détecter plusieurs agents pathogenes a l'origine d’IST.

De plus, elle présente une forte sensibilité méme si le ou les pathogénes sont
en faible quantité (la limite de détection est & moins de 20 copies par €chantillon pour
la plupart des sept agents) ainsi qu’une forte spécificité pour identifier avec certitude

le ou les pathogénes présents dans I'échantillon testé [33].

d) PCR de détection de la résistance

Il a été démontré que des mutations ponctuelles au niveau de certains genes
du domaine V de ’ARNr 23S étaient liées a une résistance de M. genitalium pour les
macrolides. Entre 2011 et 2012, Touati et al. ont employé la PCR en temps réel de
type FRET ainsi que l'analyse des courbes de fusion pour détecter ces mutations
[34] (figure 5). La PCR en temps réel de type FRET est capable de distinguer la
souche sauvage G37 des souches mutées ce qui raccourcit considérablement les
délais d’initiation de traitement.

Leur étude a porté sur 202 échantillons prélevés chez 178 patients porteurs
de M. genitalium. La présence de M. genitalium au sein de ces 202 échantillons a été
validée par une PCR TagMan ciblant le gene codant pour la protéine MgPa. Sur ces
202 échantillons, 155 furent amplifiés a 'aide de la PCR en temps réel de type FRET
ce qui représente une sensibilité de 76,7%. En revanche, la spécificité est meilleure
puisqu’aucune autre bactérie impliquée dans le développement d’infection

urogeénitale n’a été amplifiée. Parmi les 155 échantillons amplifiés (134 patients), une
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mutation a été détectée chez 23 échantillons (19 patients). La présence de ces
mutations a été confirmée par séquencage et la plupart des mutations étaient dues
au remplacement de l'adénine par la guanine aux positions 2058 et 2059

(numeérotation d’Escherichia coli) [34].

Il est a noter que la mutation A2059G était la plus représentée puisqu’au sein
de ces 23 échantillons :
- 11 échantillons contenaient la mutation A2059G,
- 8 échantillons contenaient la mutation A2058G,

- 4 échantillons contenaient a la fois la mutation A2059G et A2058G.

Donc Touati et al. en ont conclu qu’entre 2011 et 2012, sur les échantillons
des 134 patients amplifiés par la PCR en temps réel de type FRET, 19 contenaient
une ou des souche(s) mutée(s) ce qui impligue une résistance aux macrolides de
14,2 % [34].
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Figure 5 : Courbes de fusion obtenues aprés réalisation de la PCR de
type FRET sur les souches mutées de M. genitalium et la souche
sauvage G37, [26]
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Une autre technique innovante est employée par Tabrizi et al. Il s’agit d’'un test
multiplex appelé SpeeDx PlexZyme et PlexPrime permettant d’'une part, de détecter
M. genitalium en ciblant la protéine MgPa et d’autre part, de mettre en évidence cinq

mutations associées a la résistance aux macrolides [19].

Ce test utilise un Primer (amorce classique) et un PlexPrimer qui se fixent sur
la séquence cible a amplifier. Le PlexPrimer se compose de 3 parties:
- une extrémité 5T,
- une séquence appelée "insert" se situant entre les deux extrémités,

- une extrémité 3T contenant au niveau de sa séquence la mutation cible.

Insert Sequence (INS)
Mismatched to target
5T ,|, 3T
J_l_\

Target sequence Mismatch Mutation _

¢ Target amplification Standard primer
S

01 ]
PlexPrimer IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Amplicon “cINS

Real-time detection
Universal Probe /A
:IIIII IIIIIE w

PlexPrimer,
Amplicon

Complement of
Insert Sequence (cINS)

Figure 6 : Test multiplex SpeeDx, [19]

Ce PlexPrimer a pour particularité de ne se fixer qu'en partie sur la séquence
cible. En effet, seule I'extrémité 5T est strictement complémentaire de la séquence
cible et la fixation de ce PlexPrimer ne se fera qu’a la condition que la séquence cible

contienne la mutation cible. Cela permet de n'amplifier que les séquences contenant
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la mutation recherchée. A l'issue de I'amplification, I'amplicon PlexPrimer est reconnu
par un complexe nommeée PlexZyme. Celui-ci est composé des partzymes A et B.
Chaque partzyme comporte un noyau catalytigue partiel, un bras de fixation a
I'amplicon cible et un bras de fixation a une « sonde FQ ».

Cette sonde est composée d'un fluorophore F qui, en présence de l'inhibiteur
Q, n'émet aucune fluorescence. Lorsque les deux partzymes sont fixées a I'amplicon,
le noyau catalytique ainsi formé peut exécuter sa fonction de catalyseur. Cela
provoque la section de la « sonde FQ » et donc la séparation de F et de Q. On a
alors émission d'une fluorescence signalant la présence de la mutation cible.

Comme vu précédemment, il est compliqué de rechercher plusieurs mutations
en méme temps puisqu’'une seule base varie dans la composition des amorces.
Néanmoins, la nouvelle conception du PlexPrimer permet justement de surmonter
cette limite en incorporant une séquence particuliere pour une mutation donnée dans

I'amplicon.

Pour résumer, la PCR en temps réel permet la détection qualitative et
guantitative de M. genitalium. Les avantages de cette PCR sont également la facilité
d’utilisation, 'augmentation de la sensibilité et de la spécificité et I'absence de

manipulation post-amplification.

Ces quelques études [18], [19], [33], [34] ont évalué les sensibilités et
spécificités relatives des différentes méthodes pour la détection de M. genitalium.
Ces derniéres difféerent principalement dans leur séquence d’ADN cible, dans les
techniques de préparation de [I'échantillon, dans les méthodes d’amplification
d’acides nucléiques et dans l'utilisation de double contrdle pour vérifier la présence

du germe.
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V. Antibiotiques actifs et résistances acquises

a) Antibiotiques actifs

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques utilisées dans le traitement des
infections par M. genitalium. Les deux principales familles utilisées sont les
macrolides et les fluoroquinolones. On peut également citer les tétracyclines avec la
doxycycline et une sous-famille des macrolides (et apparentés) que sont les
streptogramines.

Historiquement, ce sont tout d’abord les tétracyclines qui ont été utilisées pour
traiter une infection par M. genitalium mais leur efficacité était limitée avec seulement
30% de réussite [35].

Chaque famille d’antibiotique posséde un mécanisme d’action qui lui est
propre. C’est en détaillant leurs différents mécanismes d’action que nous pouvons
comprendre les mécanismes de résistance développés par M. genitalium qui

empéchent le bon fonctionnement du traitement par antibiotiques.

» Macrolides et apparentés

Parmi les macrolides et apparentés, I'antibiotique le plus utilisé est
'azithromycine et c’est d’ailleurs cette molécule qui est employée en traitement de
premiere intention d’'une infection par M. genitalium. Leurs mécanismes d’action
consistent a bloquer la traduction de 'ARN messager en protéines bactériennes et
donc d’empécher la synthese protéique. Les macrolides sont capables de se fixer sur
la sous-unité ribosomique 50S qui ne peut plus fonctionner correctement car cette
fixation provoque un encombrement stérique. Rappelons que la sous-unité
ribosomique 50S faisant partie du ribosome des Procaryotes est elle-méme
composée de protéines ribosomiques et de deux ARN ribosomiques a savoir
'ARNr 23S et 'ARNr 5S.
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La pristinamycine fait partie d’'une des sous-classes des macrolides (et
apparentés) appelée les streptogramines. La pristinamycine est composée de deux
molécules, les pristinamycines IA et IIA qui ont un potentiel synergique puisque
combinées, elles ont une action bactéricide. Cette synergie s’explique par la liaison
de la pristinamycine IlA a la sous-unité ribosomique 50S ce qui induit un changement
de conformation du ribosome afin d’améliorer la fixation de la pristinamycine IA.
Cette derniere bloque alors de maniere irréversible la synthése protéique.

La pristinamycine peut étre employée en cas d’une double résistance connue
ou suspectée vis-a-vis des macrolides et des fluoroquinolones ou encore si les
fluoroquinolones sont contre-indiquées. D’ailleurs, une étude publiée sur 114 patients
australiens infectés par M. genitalium montre une guérison dans 75% des cas lors de
la prise de quatre doses de 1g de pristinamycine durant dix jours [16]. Ces patients
avaient été préalablement traités par de I'azithromycine mais le traitement a échoué.
Celui-ci a été ou non relayé par de la moxifloxacine et s’est avéré étre un échec.
Cette molécule est donc utilisée sur les souches multirésistantes cependant, elle
n'est pas utilisée en deuxiéme intention car il existe un réel manque d’études
cliniques a son sujet et les posologies sont contraignantes (quatre prises de 1g par
jour) ce qui pourrait engendrer un risque d’inobservance et donc d’échec du

traitement [12].

> Fluoroquinolones

La famille des fluoroguinolones agit, elle, differemment. Ses cibles sont TADN
gyrase et la topoisomérase IV. L’ADN gyrase et la topoisomérase IV sont des
topoisomérases de type Il c’est-a-dire qu’elles sont capables de réaliser une coupure
double-brin de 'ADN. C’est au cours de la réplication de 'ADN que cette cassure
entre en jeu. Effectivement, elle facilite I'action de I'ADN polymérase afin de
synthétiser un nouveau brin d’ADN. Or, les fluoroquinolones inhibent les
topoisomérases de type Il et se fixent a 'ADN entrainant la formation d’'un complexe
FQ-ADN irréversible. Les topoisomérases ne peuvent donc plus agir et les coupures

double-brin de 'ADN restent permanentes.
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La molécule utilisée parmi les fluoroquinolones est la moxifloxacine
(fluoroquinolone de quatrieme génération) car M. genitalium est naturellement
résistant aux anciennes générations de fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine
et la Iévofloxacine [36]. L’'usage des fluoroquinolones fait tout de méme l'objet d’un
certain nombre d’avertissements ainsi que de restrictions d’indications en Europe et
aux Etats-Unis au vue de leur hépatotoxicité, du risque d’arythmie et d’apparition de

tendinites.

» Tétracyclines

Le mécanisme d’action des tétracyclines est similaire a celui de la famille des
macrolides (et apparentés) puisqu’elles aussi bloquent la traduction de I'ARN
messager en protéines bactériennes mais cette fois-ci, en se fixant sur la sous-unité
ribosomique 30S qui est le centre de décodage de 'ARN messager. La formation de
protéines est alors rendue impossible. C’est la doxycycline qui peut étre employée en

cas d’infection par M. genitalium.

> Autres possibilités de traitement en cours d’expérimentation

Bradshaw et al. ont publié un article abordant de nouveaux horizons de
traitement de l'infection par M. genitalium. Ces nouveaux traitements seraient basés
sur des agents ayant des cibles et/ou des mécanismes d’action différents de ceux
des molécules actuellement disponibles. De par le fait que leurs actions et/ou cibles
seraient différentes, ces nouveaux agents seraient moins susceptibles de présenter
une résistance croisée avec les médicaments déja utilisés ce qui est plutdt

prometteur au vue de I'accroissement de la résistance aux traitements actuels.

Seulement deux de ces nouveaux agents seront évoqués.

La solithromycine est un antibiotique de la sous-classe des kétolides et plus

précisément, c’est un fluorokétolide expérimental. Sa liaison se fait sur trois sites
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ribosomiques au niveau des domaines Il et V de 'ARNr 23S. Cet ancrage est plus
solide et différent de celui de I'azithromycine. Ce qui est intéressant avec cette
molécule c’est qu’elle atteint de forte concentration intracellulaire mais son
hépatotoxicité pose question donc la solithromycine n’a pas regu I'approbation de la
FDA aux Etats-Unis. Néanmoins, son spectre d’action est plus large que les autres
molécules et elle est active sur les souches sensibles et résistantes aux macrolides.
Il existe cependant une résistance croisée car la mutation A2058G augmente la CMI
de la solithromycine [12]. Il est nécessaire de pratiquer d’autres essais cliniques pour
établir une véritable sécurité d’utilisation [16].

Le deuxiéme antibiotique est la Iéfamuline qui est une pleuromutiline
expérimentale se fixant a la sous-unité ribosomique 50S et inhibe linitiation de la
traduction. La léfamuline a la méme cible que les macrolides vrais mais son
mécanisme d’action est différent ce qui engendre peu de résistance croisée.
Actuellement, des essais cliniques sont en cours dans le traitement d’'une pneumonie
bactérienne suite a une infection par M. pneumoniae. Les résultats sont plutot
concluants puisque la Iéfamuline a une action bactéricide sur M. pneumoniae que ce
soit une souche sensible ou une souche résistante aux macrolides ce qui
représenterait un réel potentiel vis-a-vis d’'une infection par M. genitalium en échec

thérapeutique face a I'utilisation de macrolides [16].

b) M. genitalium naturellement résistants a certains antibiotiques

Les B-lactamines représentent la plus grande famille d’antibiotiques mais elle
n’est malheureusement pas utilisée dans le traitement des infections a M. genitalium
car elle agit sur la synthése de la paroi bactérienne. Son action consiste en
l'inhibition des transpeptidases a l'origine de la formation de la paroi bactérienne. Or,
comme nous l'avons vu précédemment, M. genitalium ne possédant pas de paroi
cellulaire, cette bactérie est donc naturellement résistante a toute la famille des [3-
lactamines ainsi qu’aux autres antibiotiques agissant comme inhibiteurs de la

synthése de la paroi bactérienne comme la fosfomycine et les glycopeptides [14].
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c) Prévalence de la résistance et mécanismes de résistance

Cing molécules font partie des stratégies thérapeutiques dans le traitement de
l'infection par M. genitalium (voir les recommandations Européennes). Cependant,
elles nont pas toutes le méme taux de réussite. Par exemple, l'usage de
I'azithromycine a 1,5g pendant 5 jours (soit 500mg le premier jour suivi de 250mg du
deuxiéme au cinquiéme jour) permet un taux de guérison relativement satisfaisant
puisqu’il se chiffre entre 85 et 95% sur une souche sensible alors que l'usage de la
doxycycline n’aboutit qu’a un faible taux de guérison (30 a 40%) mais a pour point

positif de ne pas participer a 'augmentation de la résistance antibiotique [25], [37].

Il sera pourtant compliqué de conserver un tel taux de guérison en utilisant
'azithromycine car on observe une augmentation rapide de la résistance aux
macrolides et donc une forte diminution du taux de guérison global. En effet,
I'efficacité d’'un traitement employant 1g d’azithromycine en monodose n’est plus que
de 70% tandis que la résistance aux macrolides croit. [19] C’est pour cette raison
que ce traitement par monodose a été supprimé dans de nombreuses
recommandations. Comme la résistance a cette famille d’antibiotiques est répandue
en Europe, un test détectant la présence d’'une mutation a I'origine de la résistance a
la famille des macrolides doit étre conduit si le dépistage de M. genitalium s’avere
positif. Malgré tout, la détection de mutations a l'origine de la résistance a la famille
des fluoroquinolones n’est pas systématique en Europe car le pourcentage de
résistance est assez faible (<5%). Par contre, il serait intéressant de la pratiquer en
Asie car la résistance a cette famille d’antibiotiques est plus élevée. En effet, I'échec

du traitement par utilisation de fluoroquinolones s’éléve jusqu’a 30%.

En fonction du pays, la molécule de deuxiéme intention n’est pas la méme.
Effectivement, en Europe, en cas d’échec a I'azithromycine, la molécule de deuxiéme
intention est la moxifloxacine a 400mg une fois par jour pendant 10 jours alors qu’au

Japon C’est la sitafloxacine a 100mg deux fois par jour pendant sept a 14 jours.

36



Bien que la sitafloxacine puisse étre active sur certaines souches présentant
une résistance a la moxifloxacine, une résistance a la sitafloxacine émerge depuis

quelques années [36].

Donc une augmentation des résistances acquises aux premieres lignes de
traitement est observée a savoir les macrolides ainsi que les fluoroquinolones méme
si elle est moindre pour cette derniére classe d’antibiotiques. En effet, en Europe, la
résistance aux fluoroquinolones est moins fréquente. C’est en 2011 a Londres que
fat rapporté un premier cas de résistance aux fluoroquinolones [7]. Cette
augmentation est préoccupante d’autant plus que les autres options thérapeutiques
sont restreintes. En revanche, aucune mutation aboutissant a une résistance aux
tétracyclines (doxycycline) n’a été démontrée chez M. genitalium [23]. Ce n’est
cependant pas un antibiotique de premier choix pour traiter I'infection méme si la CMI
de la doxycycline est relativement faible, les résultats de guérison sont médiocres et
se situent entre 22 et 45% [16].

> Prévalence de la résistance

Machalek et al. ont voulu déterminer la prévalence de la résistance aux
macrolides et aux fluoroquinolones en fonction du temps et de la situation
géographique. Pour se faire, ils ont fait la synthése de 57 études sur la résistance
aux macrolides, 25 études sur la résistance aux fluoroquinolones et 22 études sur la
résistance aux deux classes d’antibiotiques [9]. Les informations ont été collectées
jusqu’au sept janvier 2019. Cette méta-analyse montre une évolution plutot
alarmante de la résistance aux macrolides au fil du temps et dans le monde. En effet,
avant 2010, la prévalence moyenne des mutations associées a la résistance aux
macrolides dans le monde était de 10% alors qu’entre 2016 et 2017, elle s’élevait a
51,4%. La Norvege, le Canada, les Etats-Unis et I'Australie sont les pays les plus
touchés avec des prévalences supérieures a 50% (figure 7).
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Figure 7: Planisphére de la prévalence en 2019 de la résistance aux macrolides (A), de la
résistance aux fluoroquinolones (B) et de la résistance aux deux classes macrolides et
fluoroquinolones chez Mycoplasma genitalium [9]
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La faible prévalence de la résistance aux macrolides en Russie s’expliquerait
par le fait que le traitement de premiére intention face a une UNG est différent de
celui employé en France. En Russie, la doxycycline ou la josamycine sont les deux
molécules utilisées en premiére intention face a une infection par M. genitalium. La
josamycine étant un macrolide a courte demi-vie, le traitement s’étendra sur sept a

dix jours.

En revanche, la prévalence des mutations associées a la résistance aux
fluoroquinolones et celle des mutations associées a une résistance aux deux classes
d’antibiotiques n’ont pas évolué de maniére significative dans le monde et s’élévent
respectivement a 7,7% et a 2,8%. C’est en Amérique du Nord et en Australie que la

résistance aux fluoroquinolones est la plus forte (figure 7).

Cette méta-analyse présente cependant plusieurs biais :

- Les échantillons provenaient de patients symptomatiques et/ou de patients a
haut risque de développer une IST donc sont peu représentatifs de la
population générale.

- Hétérogénéité des méthodes employées pour détecter M. genitalium.

- Les majorités des études émanent de I'Europe, de I'Australie et du Japon ce
qui rend difficile I'extrapolation au monde entier.

- La prévalence de la résistance aux fluoroquinolones est surestimée car dans
la plupart des études, quatre mutations du gene parC étaient incluses alors
que c’est la mutation Ser83lle qui est la plus significative (voir mécanisme de

résistance aux fluoroquinolones).

» Mécanisme de résistance aux macrolides

Concernant les mécanismes de résistance a la famille des macrolides, un
changement de base est notoire aux positions 2058 et 2059 au niveau de la boucle
centrale du domaine V de 'ARN ribosomique 23S (numérotation d’E. coli) donnant

lieu aux mutations A2058G et A2059G qui sont les deux mutations prédominantes.
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Or, nous avons vu précédemment que la grande sous unité 50S est composeée entre
autre de 'ARNr 23S. Si celle-ci est la cible des macrolides, une mutation au niveau
du domaine V de ’ARNr 23S empéche le bon fonctionnement de cette classe
antibiotique et entraine par la suite une résistance aux macrolides (et apparentés).
Effectivement, les mutations A2058G et A2059G peuvent entrainer en plus d’'une
résistance a I'azithromycine, une résistance a la josamycine. Une autre mutation
dans '’ARNr 23S a la position 2062 (A2062G) est a 'origine d’une résistance de haut
niveau a la josamycine mais pas a l'azithromycine. Par contre, il n’a pas été établi

que ces deux mutations puissent coexister au sein du géne de 'ARNr 23S [12].

Une étude menée a Melbourne entre 2004 et 2005 a sélectionné neuf patients
positifs a M. genitalium et huit d’entre eux étaient symptomatiques. Ces patients ont
été sélectionnés car le traitement par 1g d’azithromycine avait échoué. Des
échantillons ont été prélevés en prétraitement afin de connaitre le statut mutationnel
des souches avant la prise d'une monodose d’azithromycine a 1g [37]. Un des neuf
échantillons possédait initialement la mutation A2058G. A l'issue du traitement par 1g
d’azithromycine, sept des neuf échantillons avaient développé une mutation a
I'origine de la résistance aux macrolides (trois mutations A2058G et quatre mutations
A2059G). Cela laisse a penser qu’'un traitement par azithromycine sélectionne les
mutations responsables de la résistance aux macrolides. La méthode utilisée pour
détecter la présence de mutations au sein du gene de 'ARNr 23S de M. genitalium
est bien spécifique puisque sur 100 échantillons positifs pour C. trachomatis, aucune
amplification n’a été observée avec la PCR détectant les mutations aux positions
2058 et 2059. Malgré I'échec du traitement par une monodose d’azithromycine, les
huit patients symptomatiques (celui présentant initialement une mutation en fait
partie), ont ressenti un soulagement des symptdbmes suite a I'administration
d’azithromycine. Cette  amélioration est attribuable aux  propriétés

immunomodulatrices de I'azithromycine.
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L’augmentation de la résistance aux macrolides se justifie par une utilisation
généralisée de I'azithromycine monodose depuis les années 90 pour le traitement
des IST ainsi que I'absence de surveillance de la prévalence de M. genitalium et des

marqueurs de résistance [9].

Bissessor et al. ont étudié une cohorte de 155 patients traités par 1g
d’azithromycine entre juillet 2012 et juin 2013. Si un échec au traitement par
azithromycine était spécifié, les patients étaient traités par 400mg de moxifloxacine
pendant dix jours et si malgré ce deuxieme traitement, celui-ci se révélait étre de
nouveau un échec, les patients seraient traités par 1g de pristinamycine quatre fois
par jour pendant dix jours [38].

Sur les 155 patients positifs a M. genitalium et traités par 1g d’azithromycine
95 ont guéri (61,3%) et 60 patients (38,7%) se sont vus toujours positifs a I'issu de ce
traitement. La guérison des patients est déclarée si le TOC (test post-traitement) est
négatif 28 jours aprés le traitement par I'azithromycine. Parmi les 155 échantillons,
56 (36,1%) présentaient une mutation a l'origine de la résistance aux macrolides
avant méme la prise du traitement par 1g d’azithromycine.

Les 60 patients non guéris par l'azithromycine ont été alors traités par
moxifloxacine : 53 patients (88,33%) ont été guéris et sur les sept patients (11,66%)
qui ont connu un échec au traitement par moxifloxacine six présentaient en
prétraitement des échantillons avec une mutation au niveau du géne parC. Ces sept
patients ont été traités avec de la pristinamycine et six d’entre eux ont guéri (85,7%).

L’estimation du taux de sélection de mutants apres un traitement antibiotique
s’obtient en ne comptant que les patients qui développent une mutation suite a la
prise de l'antibiotique et en excluant ceux qui possédaient déja la mutation. Sur les
56 patients présentant une mutation A2058G ou A2059G en prétraitement, 49 n’ont
pas répondu au traitement par I'azithromycine. Donc, en déduisant ces 49 patients
aux 60 patients en échec au traitement par I'azithromycine, 11 patients présentaient
une mutation entrainant une résistance aux macrolides suite au traitement par 1g
d’azithromycine ce qui représente une sélection de mutants dans 18,33% des cas en
échec [38].
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Cette étude montre bien que le traitement d’'une infection & M. genitalium par
de l'azithromycine a 1g n’est plus vraiment indiquée puisque 'OMS décrete que pour
qu’un antibiotique soit considéré comme étant efficace, le taux de guérison doit étre

supérieur a 95%.

Une étude plus récente a été menée a Melbourne entre juin 2016 et mai 2017
par Read et al. qui consiste a traiter les patients infectés par M. genitalium selon un
protocole guidé par le statut mutationnel au niveau du géne de 'ARNr 23S [39]. Les
patients sont donc traités initialement par doxycycline a raison de 100mg deux fois
par jour pendant sept jours puis, une recherche de résistance aux macrolides est
effectuée. Cette recherche de résistance permet d’orienter le clinicien et d’ainsi
limiter le développement de résistance aux lignes de traitements existantes :

- Sila recherche de résistance aux macrolides est négative, cela signifie que la
souche est sensible aux macrolides. L'utilisation de I'azithromycine est alors
envisageable et ce, sur quatre jours avec le schéma suivant : 1g le premier
jour puis 500mg les trois derniers jours.

- Si la recherche de résistance est positive, cela signifie que la souche est
résistante aux macrolides. Ne pouvant pas utiliser I'azithromycine, c’'est la
sitafloxacine qui sera utilisée au dosage de 100mg deux fois par jour pendant

sept jours.

L’étude s’est portée sur une sélection de 244 patients aprés avoir exclu ceux
ayant des relations sexuelles sans préservatif et ceux ne se présentant pas pour
effectuer le TOC. Sur les 244 patients inclus, 167 présentaient une résistance aux
macrolides et ont donc été traités par sitafloxacine avec un taux de guérison de
92,2% (154 patients guéris). Les 77 patients restants ont été traités par de
'azithromycine avec un taux de guérison de 94,8% (73 patients guéris). Ce qui
revient a un taux de gueérison global de 93%, soit 227 patients guéris. Ce traitement
présomptif avec de la doxycycline suivi d’'un traitement guidé par la résistance aux
macrolides permet une nette amélioration du taux de guérison par rapport aux

traitements probabilistes [39].
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Méme si la doxycycline ne guérit qu’un tiers des infections par M. genitalium,
elle ne sélectionne pas d’autres résistances et permet d’obtenir de meilleurs
résultats. De plus, il est probable que la doxycycline diminue la charge bactérienne
rendant M. genitalium plus sensible aux macrolides ultérieurement mais il est difficile

de l'affirmer.

Des recherches supplémentaires doivent étre menées afin de savoir si un
traitement séquentiel comme Read et al. permet d’obtenir un meilleur taux de
guérison qu’un traitement simultané. Néanmoins, ce traitement séquentiel est
maintenant recommandé pour le traitement des infections a M. genitalium en

Australie.

» Meécanisme de résistance aux fluoroqguinolones

Il a été observé qu'un polymorphisme mononucléotidique au niveau de la
QRDR, pour Quinolone Resistance Determining Region, des genes parC et gyrA de
M. genitalium serait a l'origine d’'une mutation médiatrice de résistance aux
fluoroquinolones. Rappelons que les génes parC et parE font partie de la
topoisomérase IV et que les génes gyrA et gyrB font partie de 'ADN gyrase [40]. Or,
ces deux topoisomérases de type Il sont les cibles des fluoroquinolones donc une
mutation au niveau de la fixation de ces antibiotiques peut mettre en péril leurs
actions bactéricides. Cependant, les mutations au niveau du gene gyrA sont moins

impliquées dans le développement de la résistance aux fluoroquinolones.

Il existe plusieurs polymorphismes mononucléotidiques au niveau de la QRDR
du gene parC mais celui qui serait le plus a méme d’engendrer une résistance aux
fluoroquinolones c’est le changement de I'acide aminé sérine en position 83 par

I'acide aminé isoleucine (Ser83lle).
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Hamasuna et al. ont étudié la relation entre les CMI des différentes
fluoroquinolones et la présence de mutations dans le gene parC impliquées dans la
résistance aux fluoroquinolones. Pour ce faire, ils ont comparé les CMI de quatre
fluoroquinolones obtenues suite a leurs expositions aux souches de patients infectés
par M. genitalium et les CMI de quatre fluoroquinolones obtenues suite a I'exposition
a la souche sauvage G37. lls ont constaté que la mutation Ser83lle provoque une
élévation de la CMI pour les quatre fluoroquinolones testées que sont la
ciprofloxacine, la lévofloxacine, la moxifloxacine et la sitafloxacine [36]. Qui plus est,
les CMI des différentes fluoroquinolones n’étaient pas impactées de la méme
maniére en fonction de la mutation présente (tableau 2).

Dans ce tableau, toutes les mutations recensées au niveau du géne parC ne
sont pas référencées. Seulement celles impliquant une augmentation de la CMI
d’une ou plusieurs fluoroquinolone(s). Les mutations au niveau du gene gyrA ne sont

pas non plus référencées.

Tableau 2: Variation des CMI des quatre fluoroquinolones en fonction des mutations
rencontrées au niveau du géne parC de la topoisomérase IV de M. genitalium

I K e N
0,06 0,125

1 1 0,125 0,06

4 4 0,5 0,125

>16 Entre 8et>16 Entre2et16 Entre 0,25et1

Il est intéressant de noter que seulement la mutation Ser83lle augmente les

CMI des quatre fluoroquinolones. L'intérét est surtout porté sur la moxifloxacine
puisque c’est I'antibiotique de deuxiéme intention dans le traitement d’une infection
par M. genitalium en France. Cette augmentation est constatée par la comparaison
des valeurs de chaque CMI des quatre fluoroquinolones obtenue en présence des
différentes souches porteuses de ces mutations aux CMI de ces mémes

antibiotiques en présence de la souche sauvage G37.

Tous les polymorphismes mononucléotidiques n’aboutissent pas a une

augmentation de la CMI de la moxifloxacine et donc a une résistance aux
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fluoroquinolones. Cependant, la présence de la mutation Ser83lle est un bon
marqueur dans I'évaluation de la résistance a la moxifloxacine puisqu’elle est

souvent présente lors d’'un échec au traitement par moxifloxacine [40].

De plus, les CMI des quatre fluoroquinolones peuvent paraitre plus élevées
lorsque les antibiotiques sont mis en contact avec une souche présentant la mutation
Ser83lle que par rapport aux souches présentant les deux autres mutations
référencées dans le tableau 2 mais chaque souche présentant la mutation Ser83lle
était couplée d’une mutation au sein du géne gyrA. Donc il est probable que
'augmentation des CMI des antibiotiques testés se voit amplifiée par la présence
d'une mutation au sein du géne gyrA et engendre une résistance aux
fluoroquinolones. Par contre, une mutation seule au sein du géne gyrA ne semble
pas beaucoup impacter la CMI des antibiotiques et donc la résistance aux

fluoroquinolones [36].

Hamasuna et al. ont aussi procédé a un recueil d’échantillons chez des
patients japonais pour évaluer I'évolution dans le temps de la résistance de
M. genitalium aux fluoroquinolones [36]. Ce recueil s’est déroulé durant deux
périodes :

- Entre 2005 et 2009, 84 échantillons ont été prélevés.
- Entre 2010 et 2017, 64 échantillons ont été prélevés.

lls ont observé une nette augmentation de la prévalence des différentes
mutations pouvant étre présentes dans le géne parC durant ces 12 années. En effet,
entre 2005 et 2009, 19 échantillons présentait une mutation dans le géne parC
(22,6%) et entre 2010 et 2017, 34 échantillons présentait une mutation (53,1%) [36].
lls sont allés plus loin dans leur étude et ont aussi cherché la présence de
mutations responsables d’une résistance aux macrolides et d’autres responsables
d’'une résistance aux fluoroquinolones au sein d’'un méme échantillon :
- Entre 2005 et 2009, aucun échantillon ne présentait a la fois deux mutations
potentiellement responsables des résistances aux deux classes

d’antibiotiques citées préecédemment.
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- Entre 2010 et 2017, 16 échantillons (25%) présentaient deux mutations
potentiellement responsables d’une résistance a la fois aux macrolides et aux

fluoroquinolones.

Plus précisément, la moitié des souches ayant les deux mutations
présentaient la mutation Ser83lle au niveau du gene parC soit 12,5% des 64

échantillons prélevés entre 2010 et 2017.

Il est difficile d’affirmer que la souche présentant la mutation Ser83lle
entrainera  obligatoirement une résistance aux fluoroquinolones puisque
gu’Hamasuna et al. n'ont pas forcément constaté un échec thérapeutique lorsque
cette mutation était présente. llIs en ont conclu que la présence de la mutation
Ser83lle est étroitement liée a une résistance a la moxifloxacine et donc a un échec
thérapeutique. De plus, au Japon, lorsqu’un échec au traitement par I'azithromycine
est observé, leur traitement de deuxiéme intention n’est pas [lutilisation de la
moxifloxacine mais de la sitafloxacine. Or, d’aprés le tableau 2, la CMI de la
sitafloxacine est la moins affectée par la présence de mutations au sein du gene
parC. C’est pour cela que des guérisons ont lieu avec cet antibiotique.

En revanche, une résistance a la sitafloxacine peut étre observée si la souche

contient a la fois la mutation Ser83lle et une mutation au niveau du géne gyrA.

L’une des premiéres souches multirésistantes décrite en Europe a été étudiée
par Braam et al. Elle a été retrouvée chez un patient néerlandais de 47 ans souffrant
d’'urétrite et dont les tests de dépistage a C. trachomatis, N. gonorrhoeae et
T. vaginalis se sont avérés négatifs [5]. Le traitement initial s’est alors porté sur une
dose unique d’azithromycine a 1g mais ce fat un échec. S’en est suivie une batterie
de traitements (cing jours d’azithromycine a 1,5g, puis une dose journaliere de
400mg de moxifloxacine pendant dix jours puis deux doses par jour de 100mg de
doxycycline pendant sept jours et de nouveau une dose journaliere de 400mg de
moxifloxacine pendant 14 jours) qui ont tous échoués puisque le patient, malgré tous
ces traitements, présentait toujours des brdlures mictionnelles et des écoulements

urétraux.
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Le dernier échantillon prélevé chez ce patient a été obtenu quatre semaines
apres la fin des traitements pour déterminer le statut de résistance des souches
présentes dans ce prélevement. Le séquencage des genes gyrA/gyrB, parC et de
’ARNr 23S a mis en évidence la présence des mutations A2059G et Ser83lle. Au vu
des résultats, il est peu probable qu’il s’agisse d’'une infection mixte par une souche
résistante aux macrolides et d’'une autre souche résistante aux fluoroquinolones
puisque lors de la PCR, un seul pic a été observé et I'échantillon a été prélevé aprés
prescription d’azithromycine et de moxifloxacine. Donc les deux mutations sont au

sein de la méme souche [5].

47



VI. Traitements et recommandations Européenne et

Anglaise

a) Les recommandations Européennes de 2016

D’aprés les recommandations Européennes de 2016, une recherche de
M. genitalium doit étre faite chez les patients présentant des comportements sexuels
a haut risque ainsi qu’en présence de symptomes [25]. Idéalement, les préléevements
doivent étre faits avant l'initiation du traitement antibiotique et le traitement doit étre

débuté apres le résultat du test de I'antibiorésistance.

Les laboratoires pratiguant le diagnostic de M. genitalium doivent
impérativement valider tous les tests commerciaux ou les tests internes participant
au dépistage de M. genitalium. Ils devraient également participer au programme
d’évaluation externe de la qualité. En effet, cela a démontré une différence

substantielle entre les laboratoires ayant participé a ce programme.

Concernant les recommandations Européennes en termes de thérapies,
plusieurs traitements sont envisageables en fonction de la complexité de linfection
(figure 8) :

- Face a une infection non compliquée et une absence de résistance a la famille
des macrolides et apparentés, I'azithromycine ou la josamycine peuvent étre
employées.

e Pour l'azithromycine, une posologie dégressive sera pratiquée a savoir
500mg le premier jour puis 250mg du deuxieme au cinquiéme jour.
e Pour la josamycine, la posologie sera de 500mg trois fois par jour

pendant dix jours.

- Face a une infection présentant une résistance a la famille des macrolides et

apparentes, c’est la moxifloxacine qui est utilisée pendant sept a dix jours
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avec une posologie de 400mg par jour. La durée du traitement est incertaine
mais de meilleurs résultats ont été obtenus avec le traitement le plus long

notamment en présence de cervicite.

Face a une persistance de M. genitalium malgré les précédentes molécules,
I'utilisation de la pristinamycine peut étre envisagée et le traitement sera de 1g
guatre fois par jour pendant dix jours. Il est important de bien respecter cette
forte posologie pendant les dix jours de traitement car cette stratégie
thérapeutique est la derniere ligne de traitement en cas d’échec des autres
molécules. Donc le patient doit étre relativement observant puisqu’une
diminution de la posologie pourrait entrainer un échec thérapeutique.
Néanmoins, I'échec de cette derniére antibiothérapie n’est pas forcément

imputable a I'inobservance du patient.
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Patients infectés par Mycoplasma genitalium présentant des
symptomes ou des comportements sexuels a risque

Résistance aux macrolides

Non

Azithromycine Josamycine
500mg (J1) puis OU 500mg 3 fois par jour
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Oui
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La pristinamycine est le seul antibiotique documenté en cas d’échec des
autres traitements sauf en France ou la doxycycline peut étre utilisée en cas d’échec
de I'azithromycine et/ou de la moxifloxacine. Le traitement sera alors de 100mg deux
fois par jour pendant 14 jours. Ce protocole thérapeutique n’est appliqué qu’en
France mais peut étre utilisé dans les autres pays européens aprés I'obtention d’'une

autorisation.

Les recommandations Européennes préférent I'utilisation de I'azithromycine
avec une posologie de 1,59 répartie sur 5 jours par rapport a une dose unique de 1g
car cette derniére se montre moins efficace. En effet, la posologie d’'une monodose
d’azithromycine 1g était pratiquée auparavant mais une sélection de souches
résistantes s’est développée et in fine, des échecs thérapeutiques [41]. Cependant,
si le protocole consistant en 'administration d’'une dose unique de 1g d’azithromycine
fait I'objet d’un échec thérapeutique ou bien que des mutations a l'origine d’une
résistance a la famille des macrolides préexistent, I'application du schéma
thérapeutique utilisant l'azithromycine sur une durée prolongée ne permet pas

d’éradiquer le germe.

Ces recommandations ne sont pas applicables a tous les patients notamment
aux femmes enceintes. En cas de grossesse et d'une infection par une souche
sensible a la famille des macrolides, I'azithromycine a 1,5g pendant 5 jours peut étre
utilisée. Par contre, si la patiente est enceinte et que la souche est résistante a la
famille des macrolides, l'utilisation des autres classes d’antibiotiques n’est pas
envisageable au vue du mauvais rapport bénéfices/risques. Il sera alors plus sage de
reporter le traitement. En effet, I'utilisation de la famille des tétracyclines chez une
femme enceinte au cours du deuxieme et du troisieme trimestre peut entrainer la
coloration des dents du nouveau-né et I'utilisation de la famille des fluoroquinolones

peut entrainer des atteintes articulaires.
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Pourtant la transmission meére/nouveau-né de M. genitalium pendant
'accouchement n’est pas systématiquement étudiée car le portage de M. genitalium
dans l'oropharynx est plutot faible. Cela s’explique par le fait que le contact
oral/génital n’intervient pas de maniére significative dans la contamination. Toutefois,
lors d’'une grossesse avec une infection par M. genitalium, il est recommandé de
surveiller le nouveau-né et de savoir détecter les signes d’une éventuelle infection

notamment une conjonctivite ou une infection respiratoire.

Selon les recommandations Européennes, le traitement du patient infecté par
M. genitalium ne suffit pas. Etant une IST, le(s) partenaire(s) sexuel(s) actuel(s)
doit(vent) étre aussi testé(s) et traité(s) par le méme antibiotique que le patient index.
En plus du traitement des partenaires sexuels actuels, il doit étre proposé aux
contacts sexuels récents (datant des trois derniers mois précédent l'infection du
patient index) un dépistage de M. genitalium ainsi que des autres IST. L’éducation
thérapeutique doit étre faite auprés du patient index et de ses partenaires sexuels
afin de les sensibiliser notamment sur les facteurs de risque :

- Avoir des relations sexuelles non protégées avec un partenaire présentant des
symptémes de type urétrite, cervicite, écoulements, saignements au cours des
rapports et douleurs pelviennes.

- Avoir des comportements sexuels a haut risque (rapports sexuels non
protégés, plus de trois nouveaux partenaires sexuels au cours de la derniére
année).

- Avoir des relations sexuelles avec un partenaire atteint d'IST.

- Avoir des rapports sexuels de type HSH.

Cette éducation thérapeutique se fait aussi par le biais de distribution de
brochures informatives aux patients infectés et a leurs partenaires sexuels. Elle
repose sur des explications portées sur la prévention, la transmission et les
complications d’'une infection par M. genitalium. L’éducation thérapeutique est aussi
axée sur la conduite a tenir durant la totalité du traitement. Cela implique I'abstinence
de relations sexuelles non protégées et ce, jusqu’a la résolution des symptémes et la
négativité du TOC. Ce test de guérison est pratiqué systématiquement au vue de
laugmentation des résistances a la famille des macrolides. Seulement, une

divergence est observée avec les recommandations de la société anglaise de santé
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sexuelle (BASHH) qui n’indiquent pas de pratiquer ce test de guérison face a un
patient asymptomatique. Pourtant, il serait intéressant de le pratiquer
systématiquement d’autant plus que l'utilisation généralisée de I'azithromycine en
dose unique de 1g sans veérification de I'éradication de M. genitalium par un test de

guérison, contribue a 'augmentation de la résistance a la famille de macrolides.

Les recommandations Européennes préconisent d’effectuer le préléevement
utilisé pour le TOC au plus tot trois semaines aprées le début du traitement. La plupart
du temps, M. genitalium devient indétectable au bout d’'une semaine de traitement

mais il faut étre vigilant face a un résultat qui semble négatif puisque des faux
négatifs ont été reportés.

b) Les recommandations de la BASHH

Les experts de la BASHH (British Association of Sexual Health and HIV) en
2018 recommandent face a un tableau clinique d’urétrite chez un homme et un
syndrome inflammatoire pelvien chez une femme de rechercher systématiquement la
présence de M. genitalium. Cette recherche est aussi a effectuer chez les
partenaires sexuels des patients positifs a M. genitalium. De plus, le traitement ne
s’adresse qu’aux patients symptomatiques ainsi qu’a leur(s) partenaire(s) sexuel(s)
méme si ces derniers sont asymptomatiques [4]. Une abstinence sexuelle doit étre

conduite jusqu’a la fin du traitement ainsi qu’un test contrdle cinq semaines apres.

Le premier jet des urines chez les hommes et I'écouvillon vaginal chez les
femmes sont les meilleurs choix d’échantillonnage pour la recherche de
M. genitalium. Enfin, dans la mesure du possible, tous les échantillons positifs pour
M. genitalium doivent faire l'objet d’'une recherche de mutations induisant une

résistance aux macrolides.
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Les patients ayant été traités pour une infection & M. genitalium doivent
effectuer un TOC cing semaines, voire au minimum trois semaines, apres l'initiation
du traitement pour s’assurer de I'absence du germe. Il faut tout de méme faire
attention a l'interprétation de certains résultats qui pourrait s’avérer étre de faux

négatifs notamment quand la charge bactérienne est basse en début de traitement.

Deux stratégies thérapeutiques sont recommandées en fonction de la gravité
de l'infection [4]. Pour une infection non compliquée a M. genitalium :

- Si le germe est sensible aux macrolides ou que le statut de résistance du
germe est inconnu, le traitement repose sur deux prises de doxycycline
100mg durant sept jours, suivi d’'une dose unique d’azithromycine 1g et enfin
une prise d’azithromycine 500mg pendant deux jours.

- Si le germe a développé une résistance aux macrolides ou que le traitement
précédant utilisant 'azithromycine a échoué, le traitement repose alors sur la

prise de 400mg de moxifloxacine durant dix jours.

La notion d’échec du traitement par azithromycine est évaluée par la
persistance des symptdmes apres traitement ou lorsque le TOC reste positif malgré

I'attente des cing semaines apres le début du traitement.

Pour une infection a M. genitalium avec complications, le traitement sera
d'une prise de 400mg de moxifloxacine pendant quatorze jours. Les autres
fluoroquinolones ne sont pas privilégiées car peu actives. Des traitements alternatifs
sont également disponibles si les précédents ne sont pas concluants. La BASHH
propose quatre possibilités de prise en charge [4] :

- Deux prises par jour de doxycycline 100mg durant sept jours suivis de quatre
prises par jour de pristinamycine 1g pendant dix jours.

- Quatre prises par jour de pristinamycine 1g pendant dix jours.

- Deux prises par jour de doxycycline 100mg durant quatorze jours.

- Deux prises par jour de minocycline 100mg durant quatorze jours.

Ces alternatives thérapeutiques doivent étre étudiées et choisies avec

discernement car elles ont jusqu’alors trés peu de preuves quant a leurs efficacités.
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De plus, la pristinamycine n’est actuellement pas disponible au Royaume-Uni et doit

donc étre importée pour que les patients puissent bénéficier de ce traitement [42].

Dans le cadre ou la patiente est enceinte ou allaite, la BASHH préconise une
autre stratégie thérapeutique. Si durant sa grossesse, la patiente présente une
infection a M. genitalium non compliquée, le traitement sera basé sur trois jours
d’azithromycine. En cas de résistance aux macrolides, la moxifloxacine, qui serait
habituellement le traitement de deuxiéme intention, ne peut étre envisagée car elle
représente une contre-indication durant la grossesse. La FDA considere que
l'utilisation de la doxycycline est envisageable pendant le premier trimestre de
grossesse mais que, si cela est possible, le traitement devrait étre repoussé apres la
grossesse.

Contrairement aux femmes enceintes, les femmes qui allaitent ne peuvent
utiliser la doxycycline comme alternative car celle-ci est excrétée dans le lait
maternel et représente alors une contre-indication au vue de ses effets indésirables
irréversibles sur le nourrisson (décoloration des dents et altération de la croissance
osseuse). Les femmes allaitant peuvent par contre utiliser I'azithromycine car le
passage dans le lait maternel est faible mais I'apparition d’effets indésirables,
notamment en bousculant I'équilibre de la flore gastro-intestinale peut se traduire par

des diarrhées et des candidoses, reste a surveiller.
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Objectifs

Etude de la prévalence de la résistance aux macrolides et aux

fluoroguinolones chez M. genitalium en France d’Outre-Mer en
2018.

L’objectif de cette étude est de définir la prévalence des résistances aux deux
principales familles d’antibiotiques actives sur M. genitalium & savoir les macrolides
et les fluoroquinolones et ce, dans les territoires ultra-marins. L’obtention de ces
prévalences permettra de les comparer a celles obtenues la méme année en France

métropolitaine.
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Matériels et Méthodes

. Patients et échantillons inclus dans I’étude

L’étude réalisée au cours de ce projet s’'intéresse rétrospectivement aux
échantillons positifs pour M. genitalium recensés par des laboratoires des territoires
ultra-marins et envoyés au laboratoire de Bactériologie du CHU de Bordeaux (33) du
1°" aolt au 31 octobre 2018. Leurs prélévements ont été adressés par transporteur
au CNR des IST qui est hébergé par le CHU de Bordeaux. L’enregistrement des
différents échantillons s’est déroulé de maniére anonyme et I'étude s’est faite a partir
des extraits d’ADN des échantillons conservés a -20°C. Ces échantillons provenaient
de différents sites de prélévements a savoir les urines, le vagin, le col de l'utérus,

'anus et le pharynx.

Cette étude s’est portée sur 287 échantillons positifs a M. genitalium
provenant des différents territoires ultra-marins a savoir la Guyane Francaise,

Mayotte, La Réunion, La Nouvelle Calédonie et La Polynésie Francaise (figure 9).
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Figure 9: Planisphére recensant la provenance des différents échantillons envoyés au CNR des IST de
Bordeaux
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En plus de I'envoi d’échantillons positifs a M. genitalium, le CNR des IST avait
demandé aux différents centres de remplir un questionnaire concernant les patients
participant a l'étude. Ce questionnaire comportait les informations suivantes
concernant le patient : son année de naissance, son age, son sexe, son statut VIH,
la présence de C. trachomatis, ses pratiques sexuelles, le motif de la consultation et
si un traitement antérieur par macrolides avait été envisagé ; ainsi que les données
du centre envoyeur, lidentifiant interne de I'’échantillon et l'identifiant donné par le
CNR, le site de prélevement de I'échantillon, la date du prélévement, les dates de

réception.
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[I. Extraits d’ADN et choix de la PCR

> Extraits dADN

Les extraits d’ADN ont été réalisés a partir de 200uL du prélevement initial
réceptionné avec le MagNA Pure 96 Instrument et le Viral NA Small Volume Kit
(Roche diagnostic). Le volume d’élution de I'extrait d’ADN est de 100uL. Un extrait
de la souche de référence a été utilisé comme contréle positif des différentes PCR.
La souche de référence pour M. genitalium est G37 (ATCC 33530). Son génome
complet est disponible sur GenBank [43].

Les extraits d’ADN ont été stockés a 4°C avant la réalisation des PCR de

détection.

» Choix de la PCR

La nature de la PCR employée pour mettre en évidence une mutation au sein
de M. genitalium entrainant une résistance aux macrolides et/ou aux
fluoroquinolones est fonction de la cible de la famille des antibiotiques. C’est la PCR
en temps réel de type FRET qui a été utilisée pour détecter une résistance aux
macrolides alors que c’est la PCR en point final et un séquencage qui a été utilisée
pour détecter une résistance aux fluoroquinolones.

N’étant pas les mémes cibles dans le cas d’une recherche de résistance aux
macrolides et dans celui d’'une recherche de résistance aux fluoroquinolones, les
amorces entourant la séquence cible a amplifier ainsi que les sondes ne sont pas les
mémes (voir tableaux 3, 4 et 9).

La séquence ciblée au cours de la PCR en point final pour mettre en évidence
la présence de mutations entrainant une résistance aux fluoroquinolones se situe au
niveau du géne parC tandis que celle ciblée au cours de la PCR en temps réel de
type FRET pour mettre en évidence la présence de mutations entrainant une

résistance aux macrolides se situe au niveau du géne de '’ARNr 23S.
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1. Méthode de détection de la résistance aux macrolides

Pour détecter une éventuelle résistance aux macrolides et donc une mutation
dans la séquence du géne de I’ARNr 23S, les extraits d’ADN ont été soumis a une
PCR en temps réel de type FRET [34] afin d’amplifier la séquence cible d’intérét. Une
PCR multiplex appelée SpeeDx ResistancePlus® MG [44] a été réalisée sur les
extraits d’ADN n’ayant pas été amplifiés par la PCR de type FRET.

a) PCR FRET et séquencage de 'ARNr 23S

Les amorces et sondes utilisées lors de la PCR de type FRET sont recensées
dans les tableaux 3 et 4.

Tableau 3: Amorces utilisées lors de la PCR de type FRET

Nom des Séquence Taille du produit
amorces (pb)
ARNTr F1-Mg GAAGGAGGTTAGCAATTTATTGC 066
23S R1-Mg TTCTCTACATGGTGGTGTTTTG
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Tableau 4: Sondes utilisées lors de la PCR de type FRET

Nom des Séquence Taille du produit

sondes
CGGGTGAAGACACCCGTTAGGC -
A-2058Hp _
ARNr fluorescéine 266
23S LC-red 640- ACGGGACGGAAAGACC
S-2058Hp
— phosphate

Le mélange réactionnel (tableau 5) utilisé pour I'amplification des extraits
d’ADN a été réalisé avec le kit LightCycler Fast Start DNA Master HybProbes
(Roche). Ce mélange est composé des sondes, des amorces, et d'un mastermix
contenant les bases nucléotidiques ainsi qu'une Taq polymérase qui sont
nécessaires a la réalisation d'une PCR. Cette Tagq polymérase est une ADN
polymérase capable de résister a la chaleur et reste intacte lors de la dénaturation de
’ADN [45]. L’activité de la Taq polymérase est renforcée par le co-facteur MgCl, qui
aide la Taq polymérase a incorporer les bases nucléotidigues durant la

polymérisation. La fluorescence est émise lorsque les deux sondes s’hybrident.
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Tableau 5: Composition du mélange réactionnel pour réaliser la PCR de type FRET

Concentration | Concentration | Volume pour 1 | Volume pour 10

Produits initiale (UM) finale (UM) réaction (uL) réactions (uL)
H,O - - 54 54
Master mix 10X 1X 2 20
MgCl, Fourni fourni 1.6 16
F1-Mg 5 0.25 1 10
R1-Mg 5 0.25 1 10
A-2058Hp 2 0.2 2 20
S-2058Hp 2 0.2 2 20
Volume final (pL) - - 15 150

Le tableau 5 permet de connaitre la quantité des différents composants du
meélange réactionnel pour obtenir un volume réactionnel final de 15uL. Les réactions
de PCR contiennent un volume final de 20uL correspondant au 15uL de mélange
réactionnel et au 5uL d’extrait d’ADN. Le témoin positif est lui composé de la méme
guantité de mélange réactionnel et de 5uL d’'un extrait dADN de la souche de

référence G37 et le puits témoin négatif contiendra le mélange réactionnel.

Les tubes de PCR présentés en barrette sont alors placés dans 'amplificateur
cobas Z480 (Roche) et le programme d’amplification utilisé est présenté dans le

tableau 6.
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Tableau 6: Programme d'amplification pour réaliser la PCR de type FRET

Programme Etape Température Temps Nombre de
9 b (°C) (min : sec) cycle
Dénaturation - 95 10: 00 1
Dénaturation 95 00:10
Amplification Hybridation 58 00: 20 50
Elongation 72 00:20
Dénaturation 95 00: 30
Hybridation 40 00:40
Courbe de fusion | Acquisition de la Rampe de o 1
1 acquisition
fluorescence en température
: . par °C
continu de 40 a 80°C
Refroidissement - 1 00:30 1

A lissue de ce programme d’amplification, des courbes de fusion ou de
dissociation sont obtenues grace a I'émission de fluorescence produite par les
sondes (figure 10) Pour cela, l'intensité de fluorescence est mesurée en continu et la
courbe de fusion est obtenue en réalisant une rampe de température de 40°C a 80°C
par pallier de 0,1°C. Les pics de chaque courbe représentent les Tm pour chaque
extrait d’ADN. La valeur du Tm est dépendante de la composition nucléotidique du

fragment amplifié.
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Figure 10: Courbes de fusion obtenues lors du programme d'amplification de la PCR de
type FRET en fonction de la séquence de ’ARNr 23S amplifiée

En effet, d’aprés le tableau 7, chaque produit d’amplification est caractérisé
par son Tm. Il n’est malheureusement pas possible d’identifier si la mutation est due
au changement A2058G ou A2059G en ne se basant que sur la valeur du Tm. Un

séquencage est alors nécessaire pour connaitre la position exacte de la mutation.

Tableau 7: Températures de fusion en fonction de la nature de la mutation

WT 60
A2058C 55
A2058T 52

A2058G/ A2059G 50
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A l'issue de l'obtention des courbes de fusion, les produits PCR déterminés
comme mutés ont été envoyés a Eurofins® genomics pour étre purifiés puis
séquencés par la méthode de Sanger. Pour ce faire, 'envoi de 15uL de produit PCR
et 10uL d’amorce (concentration a 10uM) sont nécessaires par réaction. L’amorce
sens F1-Mg est celle utilisée pour le séquencage dun seul brin d’ADN. Les
séquences d’ADN obtenues ont été analysées et comparées a la séquence de
référence de la souche G37 avec le logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor afin

de déterminer la position exacte de la mutation.

b) ResistancePlus® MG (SpeeDx)

Cependant, tous les extraits d’ADN n’ont pas été amplifiés lors de la PCR de
type FRET. L'utilisation de la technique SpeeDx a son intérét dans ce cas de figure
puisque le kit ResistancePlus® MG est capable de détecter simultanément
M. genitalium et cinq mutations (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C et A2059C) sur
le géne de 'ARNr 23S associées a la résistance a l'azithromycine [44]. Le kit
ResistancePlus® MG est un test par PCR en temps réel multiplexe & un puits

composé de trois systémes de lecture :

- Le Readout 1 (systéme de lecture 1) qui indique la présence ou 'absence de
M. genitalium en détectant le géne MgPa.

- Le Readout 2 (systeme de lecture 2) qui indique la présence d’une des cing
mutations que la technique est capable de détecter.

- Le Readout 3 (systtme de lecture 3) qui est un contrdle interne dont la
fonction est de surveiller l'efficacité de détection ainsi que la présence

potentielle d’inhibiteurs de la PCR.
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Le mix PCR a été réalisé selon les instructions du kit. L’amplification a été
réalisée sur I'instrument LC 480 Il (Roche) selon le programme d’amplification décrit
par l'industriel (tableau 8). Enfin, 'analyse des résultats a été réalisée avec le logiciel

UgenTec FastFinder qui réalise l'interprétation des données.

Tableau 8: Programme d'amplification selon le kit ResistancePlus® MG

Température Temps
Programme Cycle I?°C) (min : Fs)ec)

Activation de la polymérase 1 95 2:00

o 95 00:05
Cyclage par essais : incrément - 0,5°C/cycle | 10

61 - 56,5 00:30

o ’ _ 95 00: 05
Acquisition/Détection 40

52 00:40

Refroidissement 1 40 00:30

La limite de cette méthode est qu’elle ne fournit pas la position de la mutation
mais seulement si une des cinq mutations a été détectée. Le séquengage de I'extrait

d’ADN n’est pas réalisable aprés I'utilisation de la technique SpeeDx.
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V. Méthode de la détection de la résistance aux

fluoroquinolones

Pour détecter une résistance aux fluoroquinolones et donc une mutation dans
la séquence du géne parC de la topoisomérase 1V, les extraits d’ADN ont été soumis
a une PCR en point final ciblant la zone de mutation du gene parC appelée QRDR,
suivie d’'un séquencage [46]. Les caractéristiques des amorces utilisées pour

amplifier la séquence cible du géne parC sont décrites dans le tableau 9.

Tableau 9: Amorces utilisées lors de la PCR en point final du géne parC

selon Shimada et al. [47]

Géne Noms des Séquences Tm (°C) Talll_e du
amorces ~__produit (pb
MG-PARC-A  TGGGCTTAAAACCCACCACT
parC 58,4 214

MG-PARC-B  CGGGTTTCTGTGTAACGCAT

Le mélange réactionnel utilisé (tableau 10) pour I'amplification des extraits

d’ADN a été réalisé avec le kit GoTaq G2 Hot start polymerase (Promega).

67



Tableau 10: Composition du mélange réactionnel pour réaliser la PCR en point final du

géne parC
Produits C_or)c_entration Co_ncentration Vqlum_e pour Vqlum_e pour
initiale (UM) finale (UM) 1 réaction (uL) | 10 réactions (uL)
Tampon Taq 5X 1X 10 100
MgCl, 25mM 1,5mM 3 30
dNTP 10mM 200 1 10
MG-PARC-A 100 0,2 0,5 5
MG-PARC-B 100 0,2 0,5 5
Taq polymérase 5U/uL 5U/uL 0,2 2
H,O - - 29,8 298
Volume final (pL) - - 45 450

Le tableau 10 permet de connaitre la quantité des différents composants du
mélange réactionnel pour obtenir un volume réactionnel final de 45pL. Les réactions
de PCR sont composées de 45uL de mélange réactionnel et de 5uL d’extrait d’ADN.
Le témoin positif est lui composé de la méme quantité de mélange réactionnel et de
5uL d’'un extrait d’ADN de la souche de référence G37 et le puits témoin négatif

contiendra du mélange réactionnel.

L’amplification a été réalisée avec le thermocycleur Mastercycler epgradient S

(Eppendorf) en suivant le programme d’amplification rapporté dans le tableau 11.
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Tableau 11: Programme d'amplification pour réaliser la PCR en point final ciblant le géne

parC
Programme Etape Tempoérature Temps Nombre de
(°C) (min : sec) cycle

Dénaturation - 95 15:00 1
Dénaturation 95 00:30

Amplification Hybridation 58 00:30 40
Elongation 72 00:30

Elongation - 72 10:00 1

Refroidissement - 14 0 1

Suite au programme d’amplification, les produits PCR ont été déposés sur un
gel d’'agarose de 2% contenant 5uL pour 100uL d’un intercalant d’ADN (Midori
Green®) afin d’étre détectés par électrophorése. Un volume de 5uL d’amplifiat ou de
marqueur de taille (Thermo Scientific 100pb) ont été utilisés et le tampon de
migration utilisé était le TAE (Eurobio®) concentré & 1X. La durée de la migration des
produits de PCR était de 20 minutes a 100V. Une fois la migration terminée, le gel a

été réveélé sous ultra-violet (254nm) puis photographié.

Les produits PCR amplifiés ont été envoyés a Eurofins® genomics pour étre
purifiés et séquencés par la méthode de Sanger. Pour ce faire, I'envoi de 15uL de
produit PCR et 10uL d’amorce (concentration a 10uM) sont nécessaires par réaction.
L’amorce sens MG-PARC-A est celle utilisée pour le séquencage. Les séquences
d’ADN obtenues ont été analysées et comparées a la séquence de référence de la
souche G37 avec le logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor afin de déterminer si
la séquence était sauvage ou mutée. En cas de mutation, la séquence d’ADN a été
traduite en séquence protéique avec le logiciel du site
http://www.bioinformatics.org/sms/. Les séquences protéiques des produits PCR

mutés sont ensuite comparées a celle de la souche de référence G37 afin de
constater si la modification d’un acide aminé est connue et associée a une résistance

aux fluoroquinolones.
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> Mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones

La présence de mutations dans la séquence du géne parC n’aboutit pas
forcément a une résistance. En effet, certains changements d’acides nucléotidiques
n’entrainent pas de changements d’acides aminés et donc, in fine, de changement
dans la composition de la protéine finale. Cela s’explique par le fait que le code
génétique est redondant. Dans d’autres cas, le changement d’acide nucléotidique
entraine un changement d’acide aminé. Seules certaines combinaisons et positions
spécifiques de changement dans la protéine ParC sont impliquées dans la résistance
aux antibiotiques.

A ce jour, cing mutations ont été décrites comme associées au

développement de résistance aux fluoroquinolones (tableau 12).

Tableau 12: Mutations connues au niveau de la protéine ParC associées
a la résistance aux fluoroquinolones chez M. genitalium

Position de la mutation dans la protéine ParC
Gly81Cys
Ser83Arg
Ser83lle
Asp87Asn
Asp87Tyr
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Résultats

. Epidémiologie de la cohorte ultra-marine

Tous les résultats décrits ci-dessous ne tiendront pas compte des neufs tubes

recus vides. Donc I'étude portera sur 278 échantillons.

Comme le montre la figure 11, la majorité des prélevements proviennent de la
Réunion. La plupart des prélévements sont issus des laboratoires de biologie
meédicale Réunilab (156 prélévements) et le reste du CHU de la Réunion (51

prélevements).

4,88%
5,23%

H Nouvelle Calédonie, 1

W Guyane Frangaise, 14
17,41%

B Polynésie Frangaise, 15
Mayotte, 50

W Réunion, 198

Figure 11: Provenance des échantillons en pourcentage
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Figure 12: Répartition des échantillons selon la localisation géographique et le sexe des

patients

D’aprés la figure 12 la répartition des échantillons n’est pas homogéne au sein

des différents territoires ultra-marins. Il aurait été préférable de recevoir une quantité

équivalente d’échantillons auprés de chaque territoire ultra-marin pour une

comparaison plus robuste.
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Tableau 13: Répartition des échantillons en fonction de I'dge et du sexe des patients

Tranches d’age Hommes Femmes Total
De 10 a 20 ans 17 44 61
De 21 a 30 ans 43 90 133
De 31 a 40 ans 23 31 54
De 41 a 50 ans 10 13 23
De 51 a 60 ans 4 2 6
De 61 a 70 ans 1 0 1
Total : 98 180 278

Nous interpréterons cette répartition en supposant que les femmes n’ont pas
plus tendance que les hommes a se présenter a I'hdpital pour se faire soigner (pas
de biais lié au sexe) et que le fait de se présenter a I'’hdpital est indépendant de I'age
de lindividu (pas de biais lié a I'age). Le tableau 13 montre alors une réelle
prédominance d’infections par M. genitalium chez les femmes (180 patientes) par
rapport aux hommes (98 patients). Ramené en pourcentage, parmi les 278
échantillons, 64,75% proviennent de patients de sexe féminin contre 35,25%
provenant de patients de sexe masculin.

La tranche d’age présentant le plus de patients infectés par M. genitalium est

celle des 21 a 30 ans et 'age médian de cette population est de 26 ans.
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Figure 13: Répartition des échantillons en fonction du sexe des patients et du site de

prélévement

Le type de prélevement le plus référencé dans la population féminine est le

prélevement cervico-vaginal ou le prélevement vaginal et dans la population

masculine est le prélevement des urines de premier jet (figure 13).

Tableau 14: Co-infection avec C. trachomatis

C. trachomatis Femmes Hommes Total
Présence 30 14 44
Absence 150 84 234

Total 180 98 278

Il est intéressant de rechercher parmi les 278 échantillons positifs a

M. genitalium si C. trachomatis est également présente et donc s’il y a une co-
infection. En effet, 16,66% (30/180) des femmes et 14,28% (14/98) des hommes
inclus dans cette étude sont infectés par les deux bactéries, ce qui représente
15,83 % (44/278) de patients co-infectés dans notre cohorte (tableau 14).
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Le CNR des IST avait demandé aux différents centres de remplir un
guestionnaire concernant les patients participant a I'étude (cf |- Patients et
échantillons inclus dans I'étude) mais il a été malheureusement difficile de comparer
les réponses a ce questionnaire car seuls le CHU de la Réunion, l'institut Pasteur
Cayenne de Guyane, la Polynésie Francaise et la Nouvelle Calédonie y ont
entierement répondu (ce qui représente 81 échantillons). Les comparaisons n’ont

donc été faites que sur leurs réponses données.

Concernant le statut VIH de ces 81 patients, seulement huit étaient positifs au
dépistage du virus (9,9%). Ces huit échantillons provenaient du CHU de la Réunion
et n'appartenaient qu’a des hommes (tableau 15). Parmi ces huit hommes, six

avaient des relations sexuelles avec des hommes (75%).

Tableau 15: Répartition du statut VIH selon le sexe et la géolocalisation

\\\\\\\\\\ffﬂflﬁi‘ Inconnu Négatif Positif
DROM

F H F H F H

CHU Réunion 6 1 19 17 - 8

Polynésie 8 1 6 - - -

Guyane - - 14 - - -

Noumea - - - 1 - -

Total selon le sexe 14 2 39 18 0 8
Total tout sexe

16 57 8

confondu
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Parmi les patients du CHU de la Réunion qui ont répondu a la question
concernant la prise antérieure d‘antibiotiques, certains d’entre eux ont eu recours a
un traitement par macrolides avant cette étude. Sur les 51 patients du CHU de la
Réunion, seulement six patients avaient déja été traités auparavant par des

antibiotiques de la famille des macrolides soit 11,76% (tableau 16).

Tableau 16: Connaissance de la prise antérieure de macrolides par les patients du CHU de

la Réunion
Traitement antérieur par Patients du CHU de la
macrolides Réunion
Oui 6
Non 19
Inconnu 26
Total 51
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II. Résistance aux macrolides dans les territoires ultra-

marins

Au total, 195 échantillons ont été amplifiés par la technique de la PCR de type
FRET et 83 échantillons ont été testés avec la technique SpeeDx pour étre amplifiés

et déterminer si une mutation était présente ou non.

[ 278 échantillons]

[ PCR de type FRET ]

195 échantillons 83 échantillons
amplifiés non amplifiés

186 échantillons 9 échantillons
WT mutés

[ Technique SpeeDx

2 échantillons 6 échantillons 1 échantillon
A2058T A2058G A2059G

43 échantillons 35 échantillons 5 échantillons
non amplifiés WT mutés
Figure 84: Résultats obtenus suite a une PCR de type FRET avec ou sans la technique SpeeDx pour le
dénombrement de mutations présentes dans la cohorte étudiée
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D’aprés la figure 14, les échantillons n’ayant pas été amplifiés par la PCR de
type FRET et qui ont été soumis a la technique SpeeDx n’ont pas tous été amplifiés
(seulement 40 sur 83). Au total, sur les 278 échantillons testés, 235 échantillons ont
été amplifiés par l'une des techniques disponibles (84,5%). 221 échantillons
présentaient une souche sauvage (94,04%) et 14 échantillons présentaient une
mutation au sein de 'ARNr 23S, ce qui correspond a une prévalence de la
résistance aux macrolides de 5,96% (14/235).

Tableau 17: Provenance des différentes souches mutées en fonction de la nature de la

mutation
Provenance des ARNr 23S
. A2058T A2058G | A2059G Total
échantillons mutés muté
CHU de la Réunion - 5 1 - 6
Réunilab 2 1 - 4 7
Guyane - - - 1 1
Total 2 6 1 5 14

D’apres le tableau 17, la majorité des échantillons mutés (13 échantillons sur
14) proviennent de la Réunion et la mutation la plus représentée est la mutation
A2058G que I'on ne retrouve que chez les patients réunionnais (six échantillons sur
14 soit 42,9%).
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Tableau 18: Information sur les patients présentant une souche mutée au niveau du géne

Patients

Patient 11
Patient 14
Patient 19
Patient 21
Patient 37
Patient 42
Patient 60
Patient 62
Patient 65
Patient 122
Patient 158
Patient 165
Patient 175
Patient 233

de ’ARNr 23S

Sexe | Age | Mutation

m M M| I| m M M| M| I I M| I| IT| T

18
34
31
27
57
33
18
23
40
28
24
26
35
21

A2059G
A2058G
A2058G
A2058G
A2058G
A2058G
A2058T
23S muté
23S muté
A2058T
23S muté
23S muté
A2058G
23S muté

Prise antérieure

de macrolides

Oui
Oui
Non
Inconnue
Non
Non
Inconnue
Inconnue
Inconnue
Inconnue
Inconnue
Inconnue
Inconnue

Inconnue

Statut
VIH
Négatif
Négatif
Négatif
Inconnu
Positif
Positif
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu

Négatif

Présence de
C. trachomatis
Positif
Négatif
Positif
Négatif
Négatif
Négatif
Positif
Positif
Positif
Positif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif

Parmi les 14 patients dont les échantillons présentaient une mutation associée

a une résistance aux macrolides, six étaient co-infectés par C. trachomatis soit

42,9% (tableau 18).

La connaissance d’'une ou d’éventuelle(s) prise(s) antérieure(s) d’antibiotiques

de la famille des macrolides serait intéressante pour établir un lien avec la présence

de mutation. Seul le CHU de la Réunion nous a fourni cette information (tableau 15).

Sur les six patients présentant une souche mutée, 33,33% (2/6) avaient déja pris

auparavant un traitement comportant des antibiotiques de la famille des macrolides

(tableau 16). Parmi ces six patients, 33,33% (2/6) étaient positifs quant a la détection

du VIH.
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1. Résistance aux fluoroguinolones dans les territoires

ultra-marins

245 échantillons ont été amplifiés par la technique de la PCR en point final et
ont donc pu étre séquencés afin de connaitre la présence ou non de mutations

associées a la résistance aux fluoroquinolones.

[ 278 échantillons]

[ PCR en point final ]

245 échantillons 33 échantillons
amplifiés non amplifiés

230 6 3 2 1 2 1
WT ND Ser83lle Ser95Asn His106Arg | | His106Tyr | |Alal119Ser

Figure 9: Résultats obtenus suite a une PCR en point final pour le dénombrement des

mutations présentes dans la cohorte étudiée
(ND : non déterminé)

D’aprés la figure 15, sur les 245 échantillons amplifiés (soit 88,1%), 230
échantillons hébergeaient une souche sauvage. Cela signifie que ces 230 patients
sont réceptifs au traitement par fluoroquinolones puisque ces souches sauvages y
sont sensibles (93,4%). Neuf échantillons hébergeaient une mutation de la protéine

ParC (3,7%) et le séquencage des six échantillons restants n’était pas interprétable.
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Toutes les mutations recensées lors du séquencage des 245 échantillons
amplifiés n’aboutissent pas forcément au développement d’'une résistance aux
fluoroguinolones (voir le tableau 12 qui recense les mutations associées a une
résistance aux fluoroquinolones). En effet, sur les neuf échantillons présentant une
souche mutée, seulement trois échantillons provenant de la Réunion présentent une
souche dont la mutation engendre une résistance aux fluoroquinolones (tableau 19).
Cette mutation est due au changement de la sérine par de l'isoleucine en position 83.
Donc, la prévalence de la résistance aux fluoroquinolones en 2018 dans les

territoires ultra-marins était de 1,2% (3/245).

Tableau 19: Informations sur les patients présentant une souche mutée au niveau de la
protéine ParC

_ _ Prise antérieure | Statut Présence de
Patients Sexe | Age | Mutation

de macrolides VIH C. trachomatis
Patient 72 H 53 | serg83lle Inconnue Inconnu Négative
Patient 111 F 23 | ser83lle Inconnue Inconnu Négative
Patient 124 H 41 | ser83lle Inconnue Inconnu Négative

Il peut étre intéressant de regarder si les échantillons ayant une mutation au
niveau de 'ARNr 23S présentent aussi une mutation au niveau de la protéine ParC

et inversement.
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Tableau 20: Statut mutationnel des échantillons présentant une mutation associée a une
résistance antibiotique

Patients Sexe Age Mutation ARNr 23S Mutation ParC

Patient 11 F 18 A2059G WT
Patient 14 H 34 A2058G WT
Patient 19 H 31 A2058G WT
Patient 21 F 27 A2058G WT
Patient 37 H 57 A2058G WT
Patient 42 H 33 A2058G WT
Patient 60 F 18 A2058T WT
Patient 62 F 23 23S muté Non amplifié
Patient 65 F 40 23S muté Non amplifié
Patient 72 H 53 WT Ser83lle
Patient 111 F 23 WT Ser83lle
Patient 122 F 28 A2058T WT
Patient 124 H 41 WT Ser83lle
Patient 158 H 24 23S muté WT
Patient 165 F 26 23S mute WT
Patient 175 F 35 A2058G WT
Patient 233 F 21 23S muté WT

Dans ces échantillons, aucune souche ne présente de double mutation
(tableau 20). Soit la mutation présente dans I'échantillon concerne le géne de 'ARNr
23S, soit elle concerne la protéine ParC. Ce qui signifie que les souches présentant
une mutation au niveau du gene de 'ARNr 23S seront résistantes aux macrolides
mais sensibles aux fluoroquinolones et inversement, celles présentant une mutation
au niveau de la protéine ParC seront résistantes aux fluoroguinolones mais sensibles
aux macrolides. Etant donné qu’aucune double mutation n’a été recenseée, la
guérison de ces 17 patients sera envisageable par l'une des deux classes

antibiotiques.
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Discussion - Conclusion

Ces données concernent essentiellement la Réunion et Mayotte et y montrent
une faible prévalence de 5,96% pour la résistance de M. genitalium aux
macrolides et de 1,2% pour la résistance de M. genitalium aux

fluoroquinolones en 2018 dans les territoires ultra-marins.

Ces valeurs contrastent avec les prévalences obtenues durant la méme
période en métropole par le CNR des IST bactériennes. En effet, les prévalences de
la résistance de M. genitalium aux macrolides et aux fluoroquinolones en métropole
étaient respectivement de 43% et 17,9% [48]. Cette difféerence notable peut
s’expliquer de plusieurs facons. En France métropolitaine, le recours aux macrolides
et aux fluoroquinolones en traitement d’une infection par M. genitalium ou d’autres
IST est peut-étre plus systématique que dans les territoires ultra-marins. Il pourrait
aussi exister une différence de sélection des patients dans les deux populations
étudiées. En effet, certains échantillons de la cohorte métropolitaine étaient issus de

patients a haut risque de contracter une ou des IST.

Malgré de faibles prévalences rencontrées dans les territoires ultra-marins, les
résistances aux macrolides et aux fluoroquinolones de M. genitalium restent
préoccupantes dans le monde et risquent d’augmenter avec [l'utilisation de ces
antibiotiques. Une surveillance rapprochée de la résistance est nécessaire et des
études sont requises afin de développer de nouvelles thérapeutiques. L’utilisation
d’'une thérapie guidée par le statut mutationnel de I'’échantillon au niveau du gene de

I’ARNr 23S décrite par Read et al. [39] reste néanmoins une piste prometteuse.
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SERMENT DE GALIEN

« Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I'ordre des pharmaciens et
de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et
du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité
humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses. Que je sois

couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manque. »
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