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|. Introduction a I’étude

L’ensemble des muqueuses accessibles de l'organisme humain est
colonisé par une flore microbienne abondante et diversifiée, appelée microbiote
(1). L'avénement de la métagénomique a révélé la diversité des micro-
organismes peuplant les microbiotes, dévoilant peu a peu les interactions
symbiotiques entre chaque microbiote et son hote. La métagénomique repose
sur le séquencgage des genomes de plusieurs espéces dans un milieu donné par
des techniques de séquencage haut-débit, autrement appelé « Next Generation
Sequencing » (NGS). Cette approche a permis d’apporter de nombreuses
informations sur la qualité du microbiote génital, notamment sur 'abondance
relative et la diversité des especes séquencées (2). Des études récentes ont
montré que ces micro-organismes longtemps considérés comme purement

commensaux, exercent des effets bénéfiques essentiels sur la santé humaine

(1).

Le microbiote uro-génital représente 9 % du microbiote humain, ce qui le
positionne en cinquieme place apres le microbiote gastro-intestinal (29 %), le
microbiote oral (26 %), le microbiote cutané (21 %) et le microbiote des voies
respiratoires (14 %). Les micro-organismes sont présents tout au long de
'appareil génital féminin (2). Néanmoins, la diversité du microbiote génital est
globalement faible comparée aux autres microbiotes du corps humain. Le
microbiote vaginal se modifie au cours de la vie de la femme. Placé sous
l'influence des hormones féminines (cestrogénes), le microbiote s’installe a la
puberté et évolue suivant le cycle menstruel, la vie sexuelle, les grossesses, la

contraception, la ménopause (3).

La flore bactérienne vaginale dominante est appelée flore de Doderlein.
En effet, en 1892, Albert Doderlein (1860-1941), gynécologue allemand, avait
été le premier a décrire les organismes colonisant le vagin. |l expliquait déja a
I'époque que ces organismes produisaient de l'acide lactique, ce qui inhibait la

croissance des bactéries pathogenes in vitro et in vivo. La flore de Doderlein est
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représentée par le genre Lactobacillus. Les lactobacilles sont des bacilles a
Gram positif en forme de batonnets, non mobilesnon sporulés, et anaérobies
facultatives. Ce sont les bactéries les plus acidophiles parmi les bactéries
lactiques, prospérant a pH 4,0. (4). La concentration en lactobacilles est de 107
a 1079 unités formant des colonies (UFC) par gramme de sécrétion vaginale. Le
microbiote « normal » du vagin chez les femmes en bonne santé non enceintes
comprend principalement une variété d’espéces de Lactobacillus, qui favorisent
un environnement sain et favorable pour 'embryon dans la période pré- et péri-
conceptuelle. Le genre Lactobacillus contient 170 espéces qui colonisent
naturellement de nombreuses muqueuses chez I'homme. Plus de vingt especes
de lactobacilles ont été identifiées dans la cavité vaginale dont les plus souvent
rencontrées sont L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii et L. iners. Bien souvent, une
seule espece de lactobacilles, parfois deux ou trois, domine I'écosystéme vaginal

avec une prévalence pour L. jensenii et L. crispatus (5) (6).

Une dysbiose génitale c’est-a-dire un déséquilibre de la composition de la
flore microbienne peut favoriser I'apparition d’une infection génitale telle qu'une
mycose ou une vaginose bactérienne (VB) (2). La vaginose bactérienne est un
état pathologique caractérisé par un déséquilibre de la flore microbienne du
vagin. Elle se traduit en général par la disparition des lactobacilles au profit d'une
prolifération importante d’autres germes tels que Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp et autres bacilles a Gram négatif
anaeérobies. Bien que la VB soit souvent asymptomatique, les femmes atteintes
de VB sont plus susceptibles que celles sans VB de signaler une odeur vaginale,
des démangeaisons et des écoulements (7). En France, l'incidence est de 15 a
20 % chez les femmes en période d'activité génitale mais 50 % des cas seraient
asymptomatiques (8). La vaginose bactérienne est présente chez 10% des
femmes enceintes. Notamment avec une prévalence plus élevée en début de
grossesse qu'en fin de grossesse. A linverse, moins de 10 % des patientes
présentant une flore normale en début de grossesse développeront une vaginose
bactérienne (9). La vaginose bactérienne est le trouble génital le plus fréquent
chez les femmes en age de procréer (Koumans et coll., 2007). Le trouble est
caractérisé par une dysbiose, changeant I'environnement acide normal dominé

par Lactobacillus spp. vers un environnement plus hétérogéne avec un nombre
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accru d’anaérobies et d’anaérobies facultatifs tels que Gardnerella vaginalis
(Lamont et al., 2011) (10)

Pour diagnostiquer la vaginose bactérienne nous utilisons le Score de Nugent.
C’est un outil qui permet d’évaluer et de quantifier le déséquilibre de la flore
vaginale. Il est basé sur un test bactériologique de I'évaluation semi-quantitative
de 3 morphotypes bactériens : Lactobacillus spp, Gardnerella vaginalis et
Mobiluncus spp en se fondant sur 'examen au microscope des sécrétions
vaginales aprés coloration de Gram (7). L'établissement du score tient compte
pour I'essentiel de la corrélation inverse entre la concentration en lactobacilles et
les concentrations de deux autres morphotypes bactériens.

Ce score aboutit a une classification en flore vaginale normale, flore intermédiaire

ou Vaginose Bactérienne (8).

Traditionnellement, la VB est considérée comme un probléme obstétrical
et gynécologique. Le lien entre la VB et les naissances prématurées et les
infections post-chirurgicales a été étudié intensément (Hay et coll., 1994; Hillier
et coll., 1995; Larsson et coll., 2000; Svare et coll., 2006; Thorsen et coll., 2006;
Brocklehurst et coll., 2013) (10). La présence d’'une VB pourrait étre directement
associée au risque de fausse-couche spontanée, d’'une chorioamniotite et d’'un
moindre taux de réussite d’'une fécondation in vitro (12). Des données récentes
montrent qu'une dysbiose génitale serait associée a une altération des chances
de naissance vivantes en assistance médicale a la procréation (AMP) en raison
d’'une diminution des taux de grossesse et d’'une augmentation du risque de

fausses couches (2).

L'infertilité est définie par I'Organisation Mondiale de la santé (OMS)
comme l'incapacité d'un couple a parvenir a une conception et a mener une
grossesse a terme aprés un an ou plus de rapports sexuels réguliers et non
protégés pour les femmes de moins de 35 ans et aprés six mois pour les femmes
de plus de 35 ans (12). L'infertilité concerne 15 % des couples qui cherchent a
concevoir en France. Ces derniers ont donc de plus en plus recours a I'Aide
Médicale a la Procréation. En 2016-2017, les taux nationaux d’accouchement
étaient de 27,2 % (taux cumulé) en fécondation in vitro (FIV) et de 11,1 % en
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insémination intra-utérine (1IlU) (Agence de la biomédecine) (13). La fécondation
in vitro (FIV) est la technique de procréation assistée la plus courante. Jusqu’a
présent, cinqg millions de bébés sont nés grace a la technologie de FIV et
augmentent a un taux annuel de 200 000 (14). La fécondation in vitro (FIV)
consiste a reproduire au laboratoire ce qui se passe naturellement dans les
trompes : la fécondation et les premiéres étapes du développement
embryonnaire. Elle se déroule en six étapes : la stimulation ovarienne, le
déclenchement, le prélevement, la fécondation, le transfert embryonnaire, la

grossesse (15).

Dans trois quarts des cas, l'infertilité est d’origine masculine, féminine, ou
elle associe les deux sexes. Dans 10 a 25% elle n’est pas attribuable a un défaut
spécifique d’'un des deux partenaires (16).

Les causes d’infertilité chez la femme sont multiples : Syndrome des
Ovaires Polykystiques (SOPK), insuffisance ovarienne, sténose tubaire
bilatérales, anomalies utérines et 'endmétriose (17). Les pathologies tubaires
se caractérisent par la réduction de la perméabilité des trompes de Fallope,
bloquant le passage des spermatozoides vers I'ovule. Elle est le plus souvent
liée a une infection, impliquant par exemple la bactérie chlamydiae (une des
infections bactériennes sexuellement transmissibles les plus fréquentes) (18). Il
s’agit de la principale cause d’infertilité dans de nombreux pays, notamment
d’Afrique (19). L’endométriose est une maladie gynécologique fréquente qui
concerne une femme sur dix (20). Elle se caractérise par la présence de glandes
de I'endométre et de stroma a I'extérieur de l'utérus (21). Ce tissu se trouve
souvent a des sites dans le bassin, y compris les ovaires, les trompes de Fallope,
les surfaces péritonéales, I'intestin et la vessie, mais peut aussi se greffer dans
des organes distants (22). La maladie peut étre asymptomatique. Mais dans
certains cas, elle provoque des douleurs fortes (notamment au moment des

regles) et/ou une infertilité (21).

Chez 'homme nous retrouvons deux causes d’infertilité : 'azoospermie
(absence totale de spermatozoide), les dysfonctions sexuelles (comme les
troubles de I'érection) (16).



L’infertilité est devenue un probléme social. Compte tenu de l'inefficacité
des médecines traditionnelles et de la chirurgie, la technologie de FIV apporte de
'espoir aux patients infertiles (24). Bien que la fécondation in vitro ait été
largement utilisée pour améliorer I'issue clinique de la grossesse, le taux reste
encore faible. En effet, le taux de réussite est seulement de 20 a 25 % par
tentative pour la FIV. Cela apporte une pression et une douleur énormes a
d’'innombrables familles. Nous savons que des facteurs connexes tels que I'age,
'immunité et l'infection sont reconnus ; cependant, peu de travail est fait pour

explorer le lien entre le microbiote vaginal et la FIV.



La question de recherche suivante sera donc traitée :

Le microbiote vaginal altéré et la leucocytose vaginale,
tous deux estimés par le score de Nugent, influencent-
ils les taux de naissances vivantes dans la FIV aprés un

transfert d’embryon ?

Il s’agit d’étudier le retentissement du microbiote vaginal et principalement la
vaginose bactérienne évaluée par le score de Nugent, la composition de la flore
vaginale, sur les résultats d’'une grossesse en fécondation in vitro mais aussi sur

I'évolution des grossesses ainsi obtenues.

Les objectifs secondaires de cette étude seront d’évaluer :

> La composition du microbiote vaginal en fonction des indications (tubaires,

masculines ou endométriose)

> La prévalence de la vaginose bactérienne en fonction de [I'étiologie de

linfertilité

> L’impact de chacun des groupes de Nugent sur les résultats de la fécondation

in vitro

> L’impact de la présence des Lactobacilles et Gardnerella sur les chances de

grossesses en fécondation in vitro et sur leur évolution.



Matériels et Méthodes

1. Type de I'étude

a) Type de Recherche

Il s’agit d’'une étude non interventionnelle, rétrospective, monocentrique de
cohortes qui a étudié les patientes prises en charge en FIV entre le 01/01/2017
et le 31/12/2019.

b) Recueil de données
Les données démographiques obstétricales, néonatales et foetales ont été
colligées a partir de dossiers informatisés dans le logiciel Médi-first.
L’accés aux données a été autorisé par le Docteur Géraldine PORCU-BUISSON.
Ces données ont été anonymisées avant I'analyse statistique dans le respect du
RGPD (Réglement Général sur la Protection des Données).

2. Population étudiée

985 patientes sans critere d’age ont bénéficié d’'une classification par le score de
Nugent pour évaluer la vaginose bactérienne avant de débuter le protocole de
stimulation de I'ovulation ou dans la premiere semaine du traitement en vue d’une
(FIV).

3. Evaluation du microbiote et score de Nugent

Le prélevement vaginal a été réalisé et étudié dans le laboratoire du Centre
AlphaBio.

L'écouvillon est obtenu lors de I'examen au spéculum, étalé sur une lame de

verre et laissé sécher a température ambiante. Puis le score Gram Stained et

Nugent a été calculé selon les recommandations (Nugent et coll., 1991). Un test

bactériologique basé sur une évaluation semi-quantitative de 3 morphotypes
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bactériens (Lactobacillus spp, Gardnerella vaginalis et Mobiluncus spp) en se

fondant sur I'examen au microscope des sécrétions vaginales aprés coloration

de Gram a permis d’analyser le microbiote et de déterminer le score de Nugent.

La VB a été diagnostiquée pour des scores de Nugent de 7 a 10 et un score de

4 a 6 a été considéré comme une flore intermédiaire (Nugent et coll., 1991).

Le score de Nugent permet le classement en 3 catégories :

> Groupe 1 : Flore dominante avec 10"8 a 1079 bactéries/g. Le score est

compris entre 0 et 3 :

Flore normale, a prédominance de lactobacilles, parfois elle est associée
a d’autres morphotypes bactériens mais présents en petite quantité. Nous
appelons cette flore la flore de Doderlein. Ce groupe est reconnaissable
facilement au Gram dans leur morphologie classique : longs bacilles a
Gram positif. Annexe | (23). De nombreuses espéces peuvent étre
présentes, les plus fréequentes étant Lactobacillus crispatus, L. gasseri,
L.jenseni, L. iners. Certaines espéces ont un aspect trompeur a la
coloration de Gram (aspect fin ou coccoide évoquant a tort des
corynébactéries ou des streptocoques).

> Groupe 2 : Flore sous dominante avec 10”4 bactéries/g. Le score est compris

entre4et6:

Flore intermédiaire, avec des lactobacilles peu abondantes et associées a
d'autres morphotypes bactériens peu différenciés en petite quantité.
Annexe Il (23). Il s’agit d’'une flore vaginale altérée, mais elle n’est pas en
faveur d’'une vaginose bactérienne. La flore est variable d'une femme a
une autre, les especes qui la composent sont trés variées : Streptococcus
agalactiae, Enterococcus, streptocoques non groupables,
entérobactéries, Staphylococcus aureus et autres staphylocoques,
bactéries anaérobies, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp, Candida albicans.



> Groupe 3 : Flore exceptionnelle avec <10 bactéries/g. Le score est compris
entre 7 et 10 :

m Flore évocatrice d'une VB. Les lactobacilles ont disparu au profit d'une
flore anaérobie abondante et polymorphe. Annexe Ill (23). Composée
Haemophilus influenzae et para-influenzae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, autres Neisseria et
Moraxella.

De la méme maniére, la présence et I'abondance de leucocytes ont été
enregistrées. Elles ont été classées en rares, peu nombreuses et trés

nombreuses.

4. Etude statistique

L’étude statistique a été réalisée grace au logiciel GraphPad Prism version 8
(https://www. graphpad.com/) gracieusement mis a disposition par I'Institut de
Médecine de la Reproduction et le Dr Porcu-Buisson.

Le test T de Student a permis de mesurer les différences entre les moyennes de

deux groupes.

Les variables qualitatives ont été décrites par le nombre de valeurs renseignées,
la fréquence, le pourcentage de chaque modalité et comparées a l'aide du test
du Chi? ou du test exact de Fisher.

5. Variables étudiées

- Les variables qualitatives
- Cause de l'infertilité : féminine (tubaires, endométriose), masculine
- Groupe de Nugent (1,2,3)
- Présence ou non de lactobacilles
- Présence ou non de gardnerella
- Leucocytose vaginale (rares, assez nombreux, trés nombreux leucocytes)

- Tabagisme (oui/non)



- Les variables quantitatives
- Age (en années)
- AMH (hormone anti mullérienne)
- Compte de Follicules Antraux (CFA)
- Indice de Masse Corporelle (IMC)
- Terme (Age Gestationnel) en semaines d’aménorrhées
- Poids de naissances (en grammes)
- Grossesses
- Naissances vivantes

- Fausses couches
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[1l. Résultats

e Population étudiée et Données démographiques

985 patientes ont bénéficié d’'un prélevement vaginal mais plusieurs données
concernant les résultats de la FIV ou l'issue des grossesses n’ont pu étre obtenus
que sur 967 d’entre elles.

223 patientes ont été prises en charge pour une endométriose, 172 pour une
indication essentiellement tubaire et 353 pour une cause masculine

prédominante.

Dans 219 cas, l'infertilité était d’origine mixte et chaque indication avait une égale
importance dans la prise en charge et n’ont pas été prises en compte dans I'étude
statistique afin de ne pas introduire de biais.

Cette étude statistique porte donc sur 748 patientes au total.

Les patientes ont des criteres d’age, d'IMC, de réserve ovarienne comparables

quelle que soit I'indication de la prise en charge (tableau 1)

Tableau 1 - Données démographiques
Population totale Tubaires Endomeétriose Masculines p
(748) (172) (223) (353)
Age 35 35.3 35 35 ns
(années) (21.7 - 43) (25.6 —43) (24.7 - 43) (27.7 - 43)

IMC 24 23.7 23 2 ns

(kg/m?) (16-42) (16-38) (17-38) (0.2 -14.67)
AMH 2 2 2 2.41 ns

(ng/ml) (0.11-23.8) (0.2-14.6) | (0.18-10.22) | (0.18 —14.24)
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e |Le Microbiote et Groupes de Nugent dans la population de I'étude

Concernant les groupes de Nugent, 597 patientes présentaient un prélevement
vaginal relevant d’un groupe 1 de Nugent, 54 dans le groupe 2 et 52 ont été
placées dans le groupe 3.

Il n'y a pas de différence significative concernant I'age (p=0.82), la réserve
ovarienne (p=0.3), IMC (p=0.28), la présence ou non d'un tabagisme (p=0.74)
parmi les patientes des 3 groupes (Tableau 2).

Tableau 2 - Groupes de Nugent
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 p
Age 35.45 35.25 35.3 ns
(années) (21.7 — 43) (26.3 —43) (25.8 — 43)
IMC 23.67 24 23.67 ns
(kg/m?) (16-42) (19-37) (17-42)
AMH 1.88 2 2.27 ns
(ng/ml) (0.11-23.84) (0.27 - 9.5) (0.21-14.67)
AGE NUGENT NUGENT BMI
50 40—
40— —|— 30
g:’ 30 _ T
< = 20+
> 20
10- 10—
0- 0-
G1 G2 G3 G1 G2 G3
NUGENT GROUPS NUGENT GROUPS

12



TABAGISME NUGENT AMH NUGENT
600
m OUl 6
JAMAIS
400 B ANCIEN
=2 4-
.|
200 g
I o
Z
0% - - 24
G1 G2 G3
NUGENT GROUPS
0-
G1 G2 G3
NUGENT GROUPS

La prévalence de la VB, groupe 3 de Nugent est estimée a 6.52% dans la
population totale prise en charge pour une Fécondation In Vitro dans cette
période (63/967).

Dans la population des patientes dont I'indication principale de la FIV était
masculine, la prévalence de la BV est de 5.51% (17/353) tandis que chez les
patientes souffrant d’'endométriose, la prévalence de la BV est de 8.07% (18/223)
et 10.46% (18/172) chez les patientes prises en charge pour une pathologie

tubaire.

La comparaison de la BV en fonction des indications, révéle une différence
statistiquement significative entre la prévalence de la BV dans les indications

masculines versus indications tubaires (p=0.03).

Lorsque I'on s’attache aux différentes bactéries étudiées dans le microbiote, la
richesse du prélevement en lactobacilles est différente en fonction de I'age. Les
patientes plus agées ont une représentation moins importante de cette bactérie

dans leur microbiote (p=0.04).
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Il n’y a pas de différence significative cependant en fonction de la valeur de 'AMH
(p=0.63), le BMI (p=0.36) ou la consommation tabagique (p=0.5).

Il n'existe pas de différence significative entre les trois groupes étiologiques
(masculines, endométrioses, tubaires) (p=0.05).

AGE AMH BMI -LACTOBACILLES
50 6 50
- 40
e 30
30 _ =
£ 204 > 20
2_ 10_
10
0 0 1 1
N - &
g g 0 « 9Q§\ @é&
A N i & Q‘g/q’
& & &  F L
R R N < <0 &
& © A ¢ S s
&° N JoL
& OQ . > A4
& & O
& ol W
Pré de Lactobacill N ~
resence de Lactobacilles lactobacille PRESENCE DU LACTOBACILLE

Concernant la recherche du Gardnerella, il n'y a pas de différence significative
en fonction de I'age (p=0.85), AMH (p=0.44), le BMI (p=0.5)

AGE BMI AMH
50- 40+ 5+
4]
40-
L 30- s
@ 30- T s
= 904 2 2
ézo- 5 20
1_
104 10—
0_
0- & &
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La comparaison des trois groupes d’étiologies de I'infertilité met en évidence une
différence significative entre le groupe des patientes prises en charge pour une
endométriose et le groupe des patientes prises en charge pour une pathologie
tubaire. Le gardnerella est plus fréquent dans le groupe de patientes avec

pathologie tubaire (p=0.01).
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TUBAIRES VS MASCULINES
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e Microbiote et Groupes de Nugent et réponse au protocole de FIV

Il n’y a aucune différence significative entre les groupes de Nugent concernant la
réponse ovarienne ou endométriale a la stimulation en terme de nombre d’'unités
totales de gonadotrophines utilisées (p=0.36), de durée de stimulation (p=0.59),
de taux de fécondation (p=0.88), d’épaisseur de 'endométre (p=0.18), de nombre
d’ovocytes matures (ovocytes en métaphase Il) (p=0.76) et nombre d’embryons
obtenus (p=0.5).
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De la méme fagon, la présence ou non de Lactobacilles ou de Gardnerella
n’influe pas sur les réponse ovarienne et endométriale aux gonadotrophines ni
sur la dose utilisée, taux de fécondation, nombre d’ovocytes matures (ovocytes

en métaphase Il) ou embryons.

Microbiote et Groupes de Nugent et résultats de la prise en charge en AMP

Il n’y a aucune différence significative concernant les critéres d’age, de réserve
ovarienne et de BIM entre les patientes qui ont congu aprés FIV et celles qui ont

subi un échec.

Résultats FIV
FIv FIV p
Grossesses Echecs
Age 34.52 35.69 ns
(années) (24.3-43) (22-43)
BMI 23.16 24 ns
(kg/m?) (17-42) (16-41)
AMH 2 2 ns
(ng/ml) (0.16 — 17.98) (0.11 - 23.84)
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240 grossesses ont été obtenues aprés 719 transferts. Il n’y a aucune différence
significative entre les groupes de Nugent quant a I'obtention d’une grossesse
(Groupe 1 —200/597) (Groupe 2 — 24/66) (Groupe 3 — 16/56)

Une Vaginose Bactérienne a été retrouvée dans 6.6% des cas chez les patientes
devenues enceintes aprés le transfert et dans 8.3% des cas chez les patientes

qui n‘'ont pas été enceintes. La différence entre les deux groupes n’est pas

significative.
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Concernant la présence ou non de lactobacilles ou celle du gardnerella entre le

groupe grossesse et le groupe échec ne sont pas difféerentes (respectivement
p=0,7 et p=0.75)
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Cependant, concernant la leucocytose (assez nombreux, nombreux, quelques
leucocytes) ou absents (rares leucocytes) dans le prélevement vaginal, la
différence est statistiquement significative (p=0.014).

La leucocytose est plus fréequente dans le vagin lorsque le traitement de FIV a

échoué.
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e Microbiote et Groupes de Nugent et Evolution des grossesses

Il n’y a aucune différence significative concernant les critéres d’age, de réserve
ovarienne et de IMC entre les patientes qui ont donné naissance a un enfant

vivant et celles qui ont eu une fausse couche spontanée du 1° trimestre.

Issues des grossesses

FCS Naissances p

Vivantes
Age 35.48 34.1 ns

(années) (25.6 —43) (21.7 — 43)

BMI 22.66 23.36 ns

(kg/m?) (17-36) (17-42)
AMH 2.36 2.06 ns

(ng/ml) (0.16 -17.9 (0.22-11.7)

Il existe une différence statistiquement significative entre les groupes de Nugent

concernant I'évolutivité de la grossesse.

Le nombre de naissances vivantes est statistiquement différent entre le Groupe
1 (152/192) et le groupe 2 (14/24) et le groupe 3 (8/16)

Il existe un risque de FCS plus important dans le groupe 2 (p=0.02) et le groupe
3 (p=0.01) par rapport au groupe 1 de Nugent.

Il N’y a aucune différence entre le groupe 2 et le groupe 3 (p=0.78)
Cette différence n’est pas retrouvée pour le lactobacille (p=0.19).
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ISSUES DES GROSSESSES
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Lorsque la grossesse est obtenue, la présence de leucocytes n’affecte pas son

évolution (p=0.3)

Il n’y a aucune différence en ce qui concerne le poids de naissance entre les 3
groupes de Nugent évalués avant le transfert d’'embryons (p=0.71) ou le terme

de la naissance (p=0.98)
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e Microbiote et Evolution de la grossesse selon les indications de prise en charge

Dans le cas des patientes prises en charge pour une endométriose, il existe une
différence significative entre les groupes de Nugent concernant les chances de
naissances vivantes. (p=0.001)

Les patientes du groupe 1 ont plus de chances de naissances vivantes (31/37)
que les patientes du groupe 2 (1/5) ou groupe 3 (2/6).

Cette différence n'a pas été retrouvée dans les deux autres indications
(masculines p=0.15 ou tubaires p= 0.46).
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Dans le cas de I'endométriose, la présence de Gardnerella est statistiquement

associée au risque de fausses couches. (p=0.001)
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Cette association n’a pas été retrouvée dans les autres indications (Tubaires p=
0.63 ; Masculines p=0.28)

Il n’a pas été retrouveé d’association entre la leucocytose et I'issue des grossesses
en fonction de l'indication de la prise en charge.
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I\VV. Analyse et Discussion

Dans cette étude, nous avons étudié I'impact du microbiote vaginal et
principalement la vaginose bactérienne évaluée par le score de Nugent sur les

résultats en Fécondation In Vitro.

Notre étude montre que I'obtention d’'une grossesse ne dépendait pas du
score de Nugent. En effet, une vaginose bactérienne a été retrouvée dans 6.6%
des cas chez les patientes devenues enceintes apres le transfert de 'embryon et
dans 8.3% des cas chez les patientes qui n'ont pas été enceintes. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que la grossesse est obtenue in vitro, sans le passage par

la filiere vaginale.

En revanche, une fois obtenue, I'évolution de la grossesse dépend du
groupe de Nugent. D'aprés notre étude, concernant le taux de naissances
vivantes, il existe des différences statistiquement significatives entre le groupe 1
(152/192) et le groupe 2 (14/24) (p = 0,03) et entre le groupe 1 et le groupe 3
(8/16) (p = 0,01), mais aucune différence entre les groupes 2 et 3 (p = 0,74). Il y
a donc plus de chance que la grossesse se développe correctement, suivi d’'une
naissance vivante lorsque la patiente se situe dans le groupe 1 du score de
Nugent versus les groupes 2 et 3. Nos résultats semblent cohérents avec la
littérature. L’étude de Singer et al. (2019) conclut que les femmes ayant un
microbiote vaginal anormal ont environ 1,4 fois moins de chance de grossesse
aprés un traitement de FIV que les femmes ayant un microbiote normal (27).
Cette méme étude révéle que la vaginose bactérienne n’affecte pas les taux
d’'implantation, mais elle est significativement associée a la perte de grossesse
(27). La méta-analyse de Singer et al. (6 études, 1095 patientes) rapporte une
baisse significative du taux de grossesses cliniques (odd ratio [OR] = 0,70 ;
intervalle de confiance [IC] 95 % = [0,49-0,99]) chez les patientes présentant une
vaginose bactérienne tandis que la méta-analyse de Haahr et al. (12 études,
2980 patientes) rapporte un taux de grossesses cliniques (risque relatif [RR] 0,93
; [1C] 95 % = [0,75—-1,15]) et un taux de naissances vivantes (5 études, RR 1,47
; 1C 95 % = [0,96—1,57]) similaires (26). Dans une autre étude d’Haahr et al, le
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taux de grossesses cliniques était significativement plus faible dans le groupe
dysbiotique par rapport au groupe dont le microbiote était normal avec un RC
brut de 0,13, IC a 95% (0,01-0,62) (12).

En ce qui concerne le risque de fausses couches, notre étude montre qu'il
est plus important dans le groupe 2 (p=0.02) et le groupe 3 (p=0.01) par rapport
au groupe 1 de Nugent. Les fausses couches sont fortement corrélées avec des
vaginites bactériennes et des perturbations de la flore vaginale pendant la
grossesse. Ces résultats semblent étre en accord avec la littérature. Haahr et al.
(2019) rapportent une augmentation significative du taux de fausses couches
précoces (avant 12 semaines de grossesse) chez les patientes présentant une
vaginose bactérienne (28 % versus 17 %, p < 0,001) (RR 1,68 ; IC 95 % [1,24—
2,27]) (10). Des études ont montré que le déréglement du microbiote vaginal était
lié a de faibles taux de grossesse, d’avortement spontané, de fausse couche et
d’accouchement prématuré spontané dans la reproduction humaine (1) (2) (4).

Nous avons montré qu’il n'y avait pas d’association entre la présence de
tabagisme et le score de Nugent. De nombreuses études nous prouvent le
contraire. Cela peut dépendre du nombre de cigarettes par jour, de I'antériorité
du tabagisme, du type de cigarettes fumées (roulées, industrielles). Dans notre
étude, seul un petit nombre de patientes étaient fumeuses, cela pourrait expliquer
nos résultats différents a ceux trouvés dans la littérature. Haarh et al ont mis en
évidence que le tabagisme était un facteur de risque important pour le microbiote
intermédiaire de Nugent et la VB (12). En effet, les femmes fumeuses ont des
taux d'oestradiol circulants inférieurs d'ou un déséquilibre de la flore vaginale, ce
qui expliquerait le risque élevé de vaginose bactérienne chez celles-ci. Les
composants chimiques de la cigarette se retrouvent dans le mucus vaginal et

altérent la flore lactobacillaire présente.

La prévalence de la VB dans la population d’endométriose était de 8,07%
(18/223). De nombreuses études meneées a ce jour ont systématiquement révéle
que chez les femmes atteintes d’endométriose, il y avait une augmentation des

bactéries associées a la vaginose bactérienne et des agents pathogénes
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opportunistes, ainsi qu’'une diminution de la dominance des Lactobacilles dans
I'appareil reproducteur des femmes (29). Dans une étude, Baris Ata et al. ont
constaté que dans le microbiote des femmes atteintes d’endométriose, 84,6%
étaient des lactobacilles et 10,5% Gardnerella, ce qui représente 95,1% du total
des bactéries. Dans le groupe témoin, Lactobacillus représentait 80,2% et
Gardnerella 7,3% des bactéries totales. Gardnerella représente une proportion
significativement plus élevée du microbiote restant dans le groupe endométriose
que chez les témoins (72,9% vs 36,8%, p < 0,05) (26). Khan et al., 2014, ont
signalé un changement significatif vers la microflore vaginale intermédiaire et une
diminution de la microflore vaginale « normale » chez les femmes atteintes
d’endométriose (P = 0,05 et P = 0,007, respectivement). L'examen
bactériologique d’échantillons d’endomeétre de toutes les femmes a révélé une
colonisation significativement plus élevée de Gardnerella et Escherichia coli dans

les deux groupes de femmes (28).

Dans notre étude, la prévalence de la VB chez les patientes atteintes
d’infertilité tubaire était de 10,46% (18/172). Dans I'étude de J. Ravel et al (2021),
la vaginose bactérienne a été retrouvée chez 31,5 % de femmes atteintes
d’infertilité tubaire et chez 19,7 % des femmes atteintes d'un autre type
d’infertilité. En cas d’infertilité tubaire, la vaginose bactérienne est
significativement retrouvée 2 a 4 fois plus frequemment chez les patientes
infertiles que chez les femmes fertiles (29). Deux études, I'étude de van Oostrum
et al. ainsi qu’une méta-analyse de 12 études ont démontré que I'incidence de la
vaginose bactérienne est significativement plus élevée chez les femmes atteintes
d’infertilité tubaire que chez les femmes atteintes d’infertilité non tubaire [rapport
de cotes (RC) = 2,77, intervalle de confiance (IC) a 95 % 1,62-4,75] (24, 29).

L’étude de T. Haahr et al (2016) a mis en évidence qu’avec la classification
de Nugent, le groupe intermédiaire était significativement associé a linfertilité
tubaire par rapport a la flore normale, suggérant ainsi que les bactéries
impliquées dans I'étiologie de l'infertilité tubaire sont regroupées dans le groupe
intermédiaire. Ainsi, les bactéries de la VB et/ou de la flore intermédiaire ont le
potentiel de remonter vers le tractus génital supérieur et peuvent par la suite jouer
un réle dans linfertilité féminine par le biais d'une étiologie infectieuse
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(Swidsinski et coll., 2013 ; Mitchell et coll., 2015). Cela nous méne a discuter
des leucocytes, classés en nombreux, relativement nombreux, peu nombreux ou
absents (leucocytes rares). La différence est statistiquement significative entre la
grossesse et I'échec aprés transfert d’embryon (p = 0,014). Notre étude montre
que la leucocytose est plus impliquée dans le vagin lorsque la FIV a échoué. La
flore intermédiaire de Nugent était significativement associée a la leucocytose
vaginale, ce qui suggéere que certains germes intermeédiaires sont pathogénes.
En effet, notre étude révéle que la présence dune leucocytose est
significativement associée a I'échec de I'obtention d’une grossesse (p=0.014).

Une premiére supposition est l'association entre la VB et linflammation
subséquente. |l a été démontré que les bactéries liées a la VB induisent
I'activation immunitaire par la maturation des cellules dendritiques et augmentent
les niveaux de cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les leucocytes (33).
Cela entraine une inflammation des muqueuses du tractus génital et empéche
l'implantation embryonnaire. Des taux plus élevés d’interleukine cervicale (IL)-
1B, IL-6 et IL-8 cytokines ont été rapportés chez les femmes atteintes d’infertilité
et de VB (33). Il a été démontré que la restauration du microbiote vaginal normal
avec l'utilisation d’'un comprimé vaginal probiotique contenant des Lactobacilles
réduit les niveaux de cytokines pro-inflammatoires, soutenant ’hypothése selon
laquelle les bactéries associées a la VB peuvent augmenter I'inflammation. Les
especes de Lactobacilles utilisées dans le comprimé vaginal étaient L. brevis, L.
salivarius subsp. et L. plantarum. La vaginose bactérienne augmente les niveaux
locaux de cytokines pro-inflammatoires et endommage la barriére épithéliale et
la muqueuse (33). Les bactéries associées a la vaginose bactérienne, telles que
Gardnerella, Prevotella et Bacteroides, contribuent donc a un risque accru de
maladies gynécologiques plus graves, y compris I'endométriose, les maladies
inflammatoires pelviennes, 'endométrite et l'infertilité. L'immunité innée utilise
des mécanismes visant a éliminer des micro-organismes pathogéenes de fagon
non spécifique et rapide, et constitue I'une des premiéeres lignes de défense lors
d’'une infection. Les cellules immunitaires impliquées sont les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les cellules dendritiques, les lymphocytes NK ainsi

que les cellules épithéliales intestinales. L'immunité innée est généralement
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mesureée par le relargage de cytokines, la phagocytose ou I'activation NK sous

I'effet stimulant des bactéries.

Nous pouvons émettre une deuxieme hypothése. Nous savons que
'endométriose est une pathologie inflammatoire. Cette inflammation
endométriale est peut-étre provoquée par des cytokines sécrétées par les
leucocytes qui interférent avec I'implantation. Moreno et al. suggérent que les
compositions de non dominance aux Lactobacilles peuvent déclencher une
réponse inflammatoire dans I'endométre, ce qui explique peut-étre son
association avec des issues négatives de la grossesse (32). L'inflammation de
'endométre est une caractéristique de I'endométriose et un facteur majeur de
son établissement et de sa progression. Il est donc raisonnable de soupgonner
que laltération du microbiote de I'endométre (ou la non-dominance de
Lactobacillus dans ce cas) peut étre liée. Les cytokines et les prostaglandines
sont des acteurs clés dans linitiation, la propagation et la régulation des
réponses immunitaires, y compris les processus inflammatoires. Les cytokines
conduisent a des cascades de signalisation et a l'activation des cellules
immunitaires. Dans le péritoine, ces molécules sont produites par divers
leucocytes, principalement des macrophages et des cellules stromales des tissus
ectopiques de l'endométre, qui provoquent une réponse immunitaire et

inflammatoire localisée (34, 35).

Par conséquent, lorsqu'une leucocytose est avérée, il serait intéressant de
réaliser le transfert de 'embryon grace a un cathéter encapsulé avant d’éviter la
contamination vaginale-cervicale a la pointe de ce dernier. |l faut prendre en
compte que la technologie de FIV implique le transfert d’'embryons a travers le
vagin, puis dans 'utérus par un cathéter, ce qui peut amener le microbiote vaginal
(y compris les agents pathogénes et les leucocytes) dans l'utérus pendant le
processus d’implantation de I'embryon. En effet, de plus en plus de preuves
indiquent que la contamination bactérienne de la cavité utérine par transfert
transvaginal d’embryons peut affecter négativement les taux d’implantation et
l'issue de la grossesse.
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De plus, certains spécialistes de la fertilité ont suggéré que la colonisation de la
pointe de transfert du cathéter avec des Lactobacilles au moment du transfert
d’embryons pourrait améliorer les taux d'implantation (23).

En revanche, 'évolutivité des grossesses n'est pas influencée par la présence
de Leucocytes. Cela prouve bien qu'une fois la grossesse obtenue, la
Leucocytose vaginale n'influe pas sur le devenir de celle-ci. En effet, la
Leucocytose est au niveau vaginal et n'a donc pas dimpact au niveau
endométriale, I'embryon peut donc évoluer. Dans I'étude de T. Haahr et al (2016)
ils ont montré que la Leucocytose vaginale n’a pas eu d’effet négatif sur les taux
de grossesse clinique (p = 0,99) (10).

Concernant les Lactobacilles, notre étude montre que leur présence
dépend de I'age, il y en a moins chez les femmes plus agées (p=0,04), le
microbiote évolue tout au long de la vie d'une femme. Les lactobacilles sont
totalement dépendants de l'imprégnation oestrogénique, c’est-a-dire de la
sécrétion d'oestrogenes, produites principalement par les ovaires. Notre étude
montre que les Lactobacilles ne sont pas influencés par la présence de tabac, la
réserve ovarienne et le BMI. Le microbiote peut également changer avec

I'environnement, le poids, le régime alimentaire et le milieu hormonal (31).

En revanche, concernant le Gardnerella, notre étude montre que sa
présence ne dépend pas de I'dge mais dépend de l'indication de l'infertilité. En
effet, Gardnerella est plus représenté dans les pathologies tubaires et cette
différence est significativement significative (p=0,01). Une hypothése serait que
dans le tractus génital haut, il y a plus de diversité de germes et moins
d’abondance de lactobacilles. Or les lactobacilles stimulent le systeme
immunitaire local et forment des biofilms qui créent de véritables boucliers
protecteurs. lls transforment le glycogéne sécrété par les cellules de la
muqueuse geénitale en acide lactique créant ainsi un milieu acide nécessaire au
maintien du pH vaginal entre 3,5 et 4,5. Une moindre abondance de ces derniers
pourrait expliquer une augmentation de germes pathogénes comme le

Gardnerella. Annexe IV. Une autre hypothése serait que la réponse immunitaire
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tubaire détruirait moins efficacement les micro-organismes que celle du vagin et

de 'endométre.

Notre étude ne montre pas d'association entre la présence ou I'absence
des Lactobacilles et des Gardnerella sur les chances en fécondation in vitro. La
grossesse étant obtenue in vitro, la présence ou I'absence des Lactobacilles ou
des Gardnerella n'ont pas d’'impact. Nous n’avons pas retrouvé d’association
entre I'age et les chances de réussite en FIV dans notre population a I'étude. En
revanche, I'étude de Y. Kong et al, I'dge (p = 0,001) et I'épaisseur de 'endométre
(p = 0,02) avaient un lien étroit avec les résultats de la grossesse. 555 patientes
ayant regu une FIV ont été recrutées et leurs résultats ont indiqué que I'age et
I'épaisseur de 'endometre affectent de maniére significative le résultat de la FIV
(14). Enfin, dans cette méme étude, il a été montré qu’une plus faible abondance
de Lactobacillus et une plus grande abondance d’agents pathogenes comme les
Gardnerella et Prevotella ont été identifiées chez des patientes non enceintes
(14).

Concernant I'évolutivité des grossesses, notre étude montre que la
présence ou l'absence de Lactobacilles n’influe pas sur I'évolutivité des
grossesses. En effet, ce n'est pas parce que le nombre de Lactobacilles est éleve
que le risque de fausse couche diminue. En revanche, s’il y a une augmentation
d’agents pahtogénes (comme le Gardnerella), le risque de fausse couche est
plus important. Moreno et al. ont rapporté qu'un microbiote de I'endométre
dominé par Lactobacillus spp. présentait des taux plus élevés d’'implantation
d’embryons, de grossesse en cours et un taux plus faible de fausses couches.
Les échantillons de femmes ayant obtenu une grossesse ont montré une plus
grande présence de Lactobacillus spp. Les profils dominés par Lactobacillus
étaient associés a la réalisation de la grossesse, et il y avait une relation entre la
stabilité du microbiote vaginal et la réalisation de la grossesse (32). Dans une
importante méta-analyse sur plus de 3 000 prélévements, I'équipe de Kosti et
al. a mis en évidence une association forte entre la présence de Lactobacilles a
tous les stades de la grossesse et une naissance a terme (10). Les lactobacilles
occupent un role primordial dans la protection de I'écosystéme vaginal. lls

constituent une premiéere ligne de défense contre des micro-organismes
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responsables d'infections diverses grace a plusieurs mécanismes de défenses
(Annexe V) (33).

Dans le cas des patientes prises en charge pour une endométriose, notre
étude montre une différence significative entre les groupes de Nugent concernant
les chances de naissances vivantes. (p=0.001). Les patientes du groupe 1 ont
plus de chances de naissances vivantes (31/37) que les patientes du groupe 2
(1/5) ou du groupe 3 (2/6). Ce résultat semble étre cohérent puisque c’est
également le cas chez des patientes fertiles. Dans notre étude, il aurait été
intéressant de classer les patientes en fonction de leur type d’endométriose. En
effet une hypothése pourrait étre que le microbiote différe en fonction du type
d’endométriose et par conséquent, I'obtention des grossesses pourrait en
dépendre.

En effet, il existe 3 sortes d’endométriose (22) :

L’endométriose superficielle (ou péritonéale) qui désigne la présence d’'implants
d’endométre ectopiques localisés a la surface du péritoine,

L’endométriose ovarienne : 'endométriome ovarien est un kyste de l'ovaire
caractérisé par son contenu liquidien couleur chocolat,

L’endométriose pelvienne profonde (ou sous-péritonéale) correspond aux
lésions qui s’infiltrent en profondeur a plus de 5 mm sous la surface du
péritoine. Chez les patientes atteintes d’endométriose profonde, avec ou sans
atteinte colorectale, le taux de fertilité spontanée est faible, de I'ordre de 10 %

La proportion de Lactobacilles au sein du microbiote endométrial semble
étre un marqueur particulierement prometteur dans I'évaluation des chances de
succes en FIV. Moreno et al. (2016) rapportent que les patientes présentant un
microbiote endométrial « pauvre » en Lactobacilles (<90 %) semblent présenter
des taux significativement diminués d’implantation (23,1 % versus 60,7 %, p =
0,02), de grossesses (33,3 % versus 70,6 %, p = 0,03), de grossesses évolutives
au-dela du premier trimestre (13,3 % versus 58,8 %, p = 0,02) et de naissances
vivantes (6,7 % versus 58,8 %, p = 0,002) en comparaison avec celles présentant
un microbiote endomeétrial riche en Lactobacilles. De méme, Kyono et al. (2019)
ont rapporté des taux de grossesses significativement diminués chez les
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patientes de FIV présentant un microbiote endométrial « pauvre » en
Lactobacilles (<80 %) en comparaison a celles présentant un microbiote riche en
Lactobacilles (40 % versus 61,3 %, p = 0,05). Il semble que la grossesse ait un
lien étroit avec I'abondance plus élevée de Lactobacilles (74,61 vs 63,09%), et la
plus faible abondance d’agents pathogénes Gardnerella (6,03 vs 7,24%, p =
0,03) (28).

Notre étude montre que la présence de Gardnerella chez une patiente
atteinte d’endométriose est statistiquement associée a un risque de fausse
couche (p=0,001). Cela semble cohérent, étant donné que I'embryon s’implante
dans la muqueuse utérine. Comme nous I'avons également remarqué, chez les
patientes fertiles, le risque de fausse couche chez les patientes du groupe 3 du
score de Nugent est statistiquement plus élevé. La vaginose bactérienne
(Gardnerella vaginalis) est I'altération de la flore vaginale associée a un risque
plus élevé de fausses couches (25).

En revanche, concernant l'infertilité tubaire et I'infertilité masculine la présence
de Gardnerella n’est pas associée a un risque de fausse couche. Ceci semble
étre logique puisque I'embryon s’'implante dans I'endométre.
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Réle de la Sage-Femme

Le métier de Sage-femme est d’accompagner les femmes en bonne santé et ou

leur couple tout au long de leur vie.

Les sages-femmes sont en capacité de suivre une femme de son adolescence

jusqu’apres la ménopause en I'absence de pathologie chronique (CNOSF, 2015).

Elle est habilitée a concourir entre autres, aux activités d'assistance médicale a
la procréation dans des conditions fixées par le décret n® 2012-885 du 17 juillet
2012.

Ses interventions en PMA peuvent avoir lieu en secteur hospitalier ou en libéral

lorsqu’elle intervient en tant que tiers extérieur.

Afin de discuter des besoins des patients ayant fait face, ou faisant encore face
a une infertilité, une rencontre a été organisée avec BAMP (Blog pour Assistance
Médicale a la Procréation), une association de patients créée en 2003 et
reconnue d’intérét général. A la question : « Qu’est-ce que vous auriez aimé que
I'on vous dise, 10 ans avant votre parcours d’infertilité ? », la réponse était simple

. « Etre informé. ».

Concernant les études de sage-femme, il faudrait renforcer le programme de la
formation initiale et continue sur la fertilité humaine. Les sages-femmes seraient
alors en mesure de délivrer des messages de prévention aux femmes et /ou aux
couples qu’elles rencontrent. D’ou I'importance d’aborder la fertilité féminine mais
également masculine dans nos études. Aborder également les techniques
pratiquées d’Aide Médicale a la Procréation et leurs objectifs propres, et cela dés
le début de la formation initiale. Cela permettrait de lever les idées regues sur les
résultats obtenus a I'issue d’une prise en charge médicale. (Chelli and al. 2015).

La sage-femme a un réle primordial au sein d’'une équipe médicale d’AMP. En
effet, les patients suivis en AMP ont besoin de vivre leur protocole de soins dans

un réel dialogue avec leur médecin, sage-femme : étre écoutés, avoir des

35



réponses aux questions qu'ils se posent, étre en confiance. lls doivent étre
informés de fagon compléte pour pouvoir faire des choix de vie, étre considérés
comme des interlocuteurs responsables, acteurs essentiels de leur parcours de
soins. Les patients attendent aussi un accompagnement global, ainsi qu'une
communication sécurisée et efficace, notamment dans les moments clés d'un

parcours d'’AMP : monitoring, aprés le transfert et en cas d'échec.

Le réle d'information est primordial. Il est souvent nécessaire de reprendre avec
les patients les détails du déroulement de la tentative, expliquer a nouveau la
stimulation ovarienne, la ponction des ovaires et le transfert des embryons,
envisager les risques de complications comme I'hyperstimulation ovarienne et
évoquer le pourcentage éleveé de grossesses multiples. Le discours tenu doit étre
clair, rigoureux, honnéte et homogeéne. L'information délivrée doit étre

simplement explicitée, sans culpabilisation.

Renouveler un grand nombre de fois cette information permettrait de I'intégrer au
fur et a mesure du temps, comme nous le faisons pour la prévention des
infections sexuellement transmissibles ou l'information sur la contraception.

Réexpliquer est un besoin trés spécifique aux couples suivis pour infertilité.

La sage-femme a une place entiere au sein d’'un service dAMP. Son réle
s’exerce et s’appuie sur les dimensions techniques et administratives de son
travail, il s'inscrit dans « la quéte de bien-&tre global, de sens et d’autonomie »
qui le fonde. La sage-femme consolide la confiance établie entre le couple et
I'équipe médico-technique.

La sage-femme établit ainsi une continuité de la conception a la parentalité. Sa
place prend tout son sens en AMP.
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Limites de I'étude

Lors du prélevement vaginal, I'écouvillon récupére les bactéries a différents
endroits du vagin : tiers inférieur, fornix, mucus cervical. Or d'aprés Chen et Al, il
a été démontré que le microbiome vaginal prélevé a différents endroits au sein
d’'une méme personne variait (36). Dans une autre étude, des échantillons ont
été prélevés a 3 sites différents dans I'appareil reproducteur, inférieur : le tiers
inférieur du vagin, le fornix vaginal postérieur et la glaire cervicale. Les résultats
ont indiqué que le microbiote différé dans de I'appareil reproducteur inférieur
féminin en fonction de la localisation du prélevement (42).

Notre étude est rétrospective, ce qui peut introduire plusieurs biais malgré la taille
de notre échantillon, c’est-a-dire que toutes les étiologies d’infertilité ont été
incluses et qu’aucune différence n’a été faite en fonction des origines ethniques

des patientes, ce qui peut avoir entrainé des biais.

Il aurait été intéressant de prélever les échantillons vaginaux 3 a 7 jours apreés la
période menstruelle, pendant la phase folliculaire précoce et cela pour toutes nos
patientes. En effet, I'étude de R. Perrotta et al. ont conclu que la composition du
microbiote vaginal différait considérablement entre les phases folliculaire et

menstruelles du cycle chez les mémes individus (43).
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V. Conclusion

Depuis plusieurs années, une attention particuliére est accordée au microbiote
vaginal et a la vaginose dans le cadre de la FIV et de I'échec de l'implantation
embryonnaire. Les lactobacilles sont reconnus comme dominants dans un
environnement sain de microbiote vaginal tandis que gardnerella est plus présent

dans un microbiote vaginal altéré et une vaginose bactérienne.

Notre étude a prouvé que le score de Nugent est capable de diagnostiquer la
vaginose bactérienne et de prédire sa mauvaise influence a la fois sur I'étiologie
de linfertilité et sur I'issue de la grossesse aprés un nouveau transfert d’'embryon
frais. Le score de Nugent permet également de définir le groupe intermédiaire et
la leucocytose vaginale auxquelles une attention particuliere doit étre accordée

car elle peut compromettre une grossesse.

Bien que toutes les études publiées soient pour la plupart des méta-analyses,
I'originalité de notre étude réside dans le nombre de patients (967) testés dans
un seul laboratoire et pris en charge par un seul centre. Cette étude rapporte
également linfluence du microbiote et de la leucocytose sur les taux de

naissances vivantes.

Faut-il évaluer le microbiote génital avant une prise en charge en AMP ?

La réalisation d’'un prélevement vaginal avant la tentative dAMP permettrait la
caractérisation du microbiote génital et la présence d’une leucocytose par le
score de Nugent. Ainsi, la découverte d’'un microbiote altéré, un profil favorable
ou encore la présence de leucocytes pourraient étre un critere décisionnel
supplémentaire en faveur du report du transfert embryonnaire. A ce jour, il existe
de nombreux profils microbiotiques vaginaux différents. La caractérisation d’'un
microbiote sain ne peut donc pas étre définit. Cependant, on peut souligner que,
d’apres notre étude, la présence de leucocytes vaginal a un impact négatif sur
les chances de grossesses. Il serait donc intéressant d’évaluer uniquement la

présence de leucocytes vaginal avant le transfert d’embryon grace au score de
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Nugent. Cette mesure permettrait le report du transfert d’'embryon et une plus
grande chance de grossesse.

L’'impact négatif de certaines dysbioses vaginales et de leucocytoses vaginales
dans les échecs d’AMP est de plus en plus confirmé. Une approche
thérapeutique pourrait permettre de restaurer le microbiote et ainsi favoriser
'augmentation du taux de naissances vivantes en AMP. A I'heure actuelle, des
recherches sont en cours dans le potentiel des probiotiques anti-infammatoires

et immunologiques.
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VIl. Annexes

Annexe |.

lllustration 1 : Flore Vaginale normale a la coloration de Gram

Annexe |l.

lllustration 2 : Flore vaginale intermédiaire a la coloration de Gram
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Annexe lII.
lllustration 3 Flore vaginale a la coloration de Gram évocatrice de vaginose
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Annexe V.
Caractéristiques et techniques d’analyse du microbiote génital féminin. CST :
“Community State Types”
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Fig. 1. Caractéristiques et techniques d'analyse du microbiote génital féminin. CST : « Community State Types ».



Annexe V.

lllustration 5 : Effets des Lactobacilles vaginaux sur les micro-organismes pathogénes.
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VIll. Glossaire

AMH : Hormone Anti-Mullérienne

AMP : Assistance Médicale a la Procréation

CFA : Compte de Follicules Antraux

ESHRE : European Society Human Reproduction and Embryology

FCS : Fausses Couches Précoces

FIV : Fécondation In Vitro

IMC : Indice de Masse Corporelle

NGS : Next Generation Sequencing

OMS : Organisation Mondiale de la santé

RGPD : Reglement Général sur la Protection des Données

SEUD : Society of Endometriosis and Uterine Disorders

SOPK : Syndrome des Ovaires Polykystiques

UFC : Unités Formant des Colonies

VB : Vaginose Bactérienne



Résumeé

Introduction L'infertilité est devenue un probléme social. Compte tenu de
l'inefficacité des médecines traditionnelles et de la chirurgie, la technologie de
FIV apporte de I'espoir aux patients infertiles. Bien que la fécondation in vitro ait
éteé largement utilisée pour améliorer I'issue clinique de la grossesse, le taux reste
encore faible. En effet, le taux de réussite est seulement de 20 a 25 % par
tentative pour la FIV. Nous savons que des facteurs connexes tels que l'age,
'immunité et l'infection sont reconnus ; cependant, peu de travail est fait pour
explorer le lien entre le microbiote vaginal, la leucocytose et la FIV.

Buts et objectifs de I'’étude. Il s’agit d’étudier le retentissement du microbiote
vaginal et principalement la vaginose bactérienne évaluée par le score de
Nugent, la composition de la flore vaginale, sur les résultats d’'une grossesse en
fécondation in vitro mais aussi sur I'évolution des grossesses ainsi obtenues.
Les objectifs secondaires de cette étude sont d’évaluer : la composition du
microbiote vaginal en fonction des indications (tubaires, masculines ou
endométriose), la prévalence de la vaginose bactérienne en fonction de
I'étiologie de linfertilité, I'impact de chacun des groupes de Nugent sur les
résultats de la fécondation in vitro, ainsi que l'impact de la présence des
Lactobacilles et Gardnerella sur les chances de grossesses en fécondation in
vitro et sur leur évolution.

Participants/matériel, cadre, méthodes :

L’écouvillon obtenu lors de 'examen du spéculum et étalé sur une lame de verre
a été laissé a sécher a température ambiante, puis le score Gram Stained et
Nugent a été calculé selon les recommandations (Nugent et coll., 1991). La
vaginose bactérienne (BV) a été diagnostiquée pour des scores de Nugent de 7
a 10 et un score de 4 a 6 a été considéré comme une flore intermédiaire (Nugent
et coll., 1991). De la méme maniére, la présence et 'abondance de leucocytes
ont été enregistrées.

Conception de I’étude, taille, durée :

Cette étude est une rétrospective, une étude de cohorte monocentrique non
interventionnelle menée entre janvier 2017 et décembre 2019. 967 patientes ont
bénéficié du score Nugent pour la vaginose bactérienne avant le début du
traitement ou au cours de la premiére semaine d’injections pour le protocole de

FIV. Aucun patient n’a été traité par antibiotiques.



Principaux résultats et réle du hasard :

La prévalence de la VB estimée par le score de Nugent dans la population totale
estde 6,52% (63/967). Il n’y a pas de différence entre les trois groupes de Nugent
en ce qui concerne les criteres démographiques. La VB dans la population
d’endométriose est de 8,07% (18/223), chez les patients atteints d’infertilité
tubaire de 10,46% (18/172) et chez les patients atteints d'infertilité masculine de
5,51% (17/353). La présence de Lactobacillus dépend de 'age et il est (p = 0,4)
statistiquement plus présent chez les patients plus agés tandis que la présence
de gardnerella dépend de [lindication de [linfertilité. Gardnerella est plus
représentée dans les indications tubaires et la différence est statistiquement
significative (p = 0,01). En ce qui concerne la leucocytose (nombreux,
relativement nombreux et peu leucocytes) ou pas (leucocytes rares), la différence
est statistiquement significative entre la grossesse et I'échec apres transfert
d’embryon (p = 0,014). La leucocytose est plus impliquée dans le vagin lorsque
la FIV a échoué. La prévalence de la VB chez les patientes tombées enceintes
aprés le transfert d’'embryons est de 3,47% (8/230) tandis que la VB chez les
patientes ayant échoué a la FIV est de 7,22% (48/664) (p = 0,05). En ce qui
concerne le taux de naissances vivantes, il existe des différences statistiquement
significatives entre le groupe 1 (152/192) et le groupe 2 (14/24) (p = 0,03) et entre
le groupe 1 et le groupe 3 (8/16) (p = 0,01), mais aucune différence entre les
groupes 2 et 3 (p = 0,74). De plus, dans les indications tubaires, la présence de
gardnerella est significativement associée a une fausse couche (p = 0,001)
Principales conclusions :

Dans notre série, le score de Nugent est capable de diagnostiquer la vaginose
bactérienne et de prédire sa mauvaise influence sur les taux de naissances
vivantes aprés un transfert d’'embryons frais. Le score de Nugent permet
également de définir le groupe intermédiaire et la leucocytose vaginale
auxquelles une attention particuliere doit étre accordée car elle peut
compromettre une grossesse

Mots clés : Vaginose Bactérienne, Fécondation In Vitro, Leucocytes, Score de

Nugent, Grossesse, Infertilité



Abstract

Introduction Infertility has become a social problem. Given the ineffectiveness
of traditional medicines and surgery, IVF technology brings hope to infertile
patients. Although in vitro fertilization has been widely used to improve the clinical
outcome of pregnancy, the rate is still low. Indeed, the success rate is only 20 to
25% per attempt for IVF. We know that related factors such as age, immunity and
infection are recognized; however, little work is being done to explore the link
between vaginal microbiota, leukocytosis and IVF.

Buts and objectives of the study. It is a question of studying the impact of the
vaginal microbiota and mainly bacterial vaginosis evaluated by the Nugent score,
the composition of the vaginal flora, on the results of a pregnancy in in vitro
fertilization but also on the evolution of pregnancies thus obtained.

The secondary objectives of this study are to evaluate: the composition of the
vaginal microbiota according to the indications (tubal, male or endometriosis), the
prevalence of bacterial vaginosis according to the etiology of infertility, the impact
of each of the Nugent groups on the results of in vitro fertilization, as well as the
'impact of the presence of Lactobacilli and Gardnerella on the chances of
pregnancies in in vitro fertilization and on their evolution.

Participants/material, framework, methods:

The swab obtained during the speculum examination and spread on a glass slide
was left to dry at room temperature, and then the Gram Stained and Nugent score
was calculated according to the recommendations (Nugent et al., 1991). Bacterial
vaginosis (BV) was diagnosed with Nugent scores of 7 to 10 and a score of 4 to
6 was considered an intermediate flora (Nugent et al., 1991). In the same way,
the presence and abundance of leukocytes were recorded.

Study design, size, duration :

This study is a retrospective, a non-interventional monocentric cohort study
conducted between January 2017 and December 2019. 967 patients benefited
from Nugent score for bacterial vaginosis before the start of treatment or within
the first week of injections for IVF protocol. No patient was treated by antibiotics.
Participants/materials, setting, methods. The swab obtained during speculum
examination and smeared onto a glass-slide was left to dry at room temperature
and then Gram Stained and Nugent score were calculated according to
recommendations (Nugent et al., 1991). Bacterial Vaginosis (BV) was diagnosed



for Nugent scores of 7 —10 and a score of 4 — 6 was considered intermediate flora
(Nugent et al., 1991). In the same way, presence and abundance of leukocytes
were recorded.

Main results and the role of chance :

BV prevalence estimated by Nugent score in the total population is of 6.52%
(63/967). There is no difference between the three Nugent groups regarding
demographics criteria. BV in endometriosis population is of 8.07% (18/223), in
patients with tubal infertility 10.46% (18/172) and in patients with male infertility
5.51% (17/353). The presence of Lactobacillus depends on the age and it is
(p=0.4) statistically more present in older patients while the presence of
gardnerella depends on infertility indication. Gardnerella is more represented in
tubal indications and the difference is statistically significant (p=0.01).
Concerning leukocytosis (numerous, relatively numerous and few leukocytes) or
no (rare leukocytes) the difference is statistically significant between pregnancy
and failure after embryo transfer (p=0.014). Leukocytosis is more involved in
vagina when the IVF failed. BV prevalence in patients who became pregnant after
embryo transfer is of 3.47% (8/230) while BV in patients with IVF failure is of
7.22% (48/664) (p=0.05). Concerning Live Birth rate, there are statistically
significant differences between Group 1 (152/192) and Group 2 (14/24) (p=0.03),
and between Group 1 and Group 3 (8/16) (p=0.01) but no difference between
Group 2 and 3 (p=0.74). Moreover, in tubal indications, the presence of
gardnerella is significantly associated with miscarriage (p=0.001)

Conclusion In our series, the Nugent score is able to diagnose bacterial
vaginosis and predict its poor influence on live birth rates after a fresh embryo
transfer. The Nugent score also helps to define the intermediate group and
vaginal leukocytosis to which special attention should be paid as it can
compromise a pregnancy.

Keywords : Bacterial Vaginosis, In Vitro Fertilization, Leukocytes, Nugent Score,

Pregnancy, Infertility



