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INTRODUCTION

A. FEtude bibliographique sur Mycoplasma genitalium

L’arbre phylogénétique de Mycoplasma genitalium indique qu’il fait partie du régne des
Eubactéries (classification établie a partir de la séquence de I’ARNr 16S) et de la classe des
Mollicutes (Figure 1) [1]. Mollicutes vient du latin « mollis » et « cutis » qui signifient
respectivement « mou » et « peau ». Les Mollicutes ne poss€dent pas de paroi. Le genre le plus
connu des Mollicutes est Mycoplasma mais nous retrouvons €galement le genre Ureaplasma.
Ces deux genres regroupent certaines bactéries pathogeénes pour ’Homme surtout au niveau
des voies respiratoires et urogénitales. Le genre Mycoplasma regroupe plus de 100 espéces
parmi lesquelles 16 sont d’origine humaine, dont M. genitalium, Mycoplasma pneumoniae,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum et Ureaplasma parvum.
Selon leur site primaire d’isolement, ces mycoplasmes peuvent étre séparés en especes
d’origine respiratoire et génitale :
- M. pneumoniae est responsable d’infections respiratoires.
- M. genitalium, M. hominis et Ureaplasma spp. sont retrouvés au niveau de la sphere
génitale. Seul M. genitalium est un agent responsable d’infection sexuellement

transmissible (IST).

I. Caractéristiques générales

M. genitalium a été isolé¢ pour la premiere fois en 1980 [2]. C’est le plus petit organisme
procaryote capable d’auto-réplication. Avec une taille d’environ 580 kb, le génome de la souche
de référence M. genitalium G37 a été le second génome bactérien complétement séquenceé [3].
A titre de comparaison, le génome de M. pneumoniae est composé de 816 kb, tandis que

Chlamydia trachomatis et Escherichia coli possedent respectivement 1450 kb et 4700 kb.

Les mycoplasmes ont initialement développé un mode de vie parasitaire en obtenant de la part
de leur hote les nutriments qu’ils ne pouvaient pas synthétiser eux-mémes. M. genitalium est
capable de métaboliser le glucose mais pas 1’arginine, ni I'urée. Du fait de son exigence en
stérols, c’est une bactérie a croissance tres lente en culture a 37°C, en anaérobie sous 5% de

CO2 [4].
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des Mollicutes construit a partir des séquences d’ARNr 16S

selon la méthode des distances (d’apres le site MolliGen 3.0).
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En microscopie ¢€lectronique, M. genitalium se présente sous forme de bouteille et mesure
environ 0,6 - 0,7 um x 0,3 - 0,4 um. Il dispose d’un organite au niveau de I’extrémité terminale
appelé organelle d’attachement (ou «tip ») lui permettant ainsi d’adhérer aux cellules
épithéliales du tractus génital (Figure 2) [5]. Cet organelle d’attachement joue un role majeur
dans sa pathogénicité puisqu’il lui permet d’adhérer a différentes surfaces telles que le plastique
et le verre in vitro, mais également aux cellules épithéliales humaines et animales in vivo [6].
Pour ce faire, deux protéines principales sont nécessaires :

- La protéine MgpB (aussi appelée MgPa ou P140) = M. genitalium attachment protein ;

140 kDa.
- La protéine MgpC (aussi appelée P110).

Malgreé sa petite taille, 4% du génome de M. genitalium est constitué d’éléments répétés appelés
MgPar, pour « MgPa repeats ». La découverte de séquences homologues a ces MgPar au sein
des genes mgpB et mgpC suggere que des variations antigéniques dans les protéines de surface
MgpB et MgpC peuvent survenir [5]. Ceci permettrait a M. genitalium d’échapper au systéme

immunitaire et de persister dans son environnement [7].

Figure 2 : Mycoplasma genitalium observé au microscope €lectronique [6].

Malgré un génome de taille limitée, M. genitalium possede le matériel génétique suffisant pour

acquérir une mobilité active avec une vitesse d’environ 0,1 um par seconde [6].
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II. Epidémiologie

1. Mode de transmission et facteurs de risque

M. genitalium est une bactérie responsable d’IST. Il se transmet par voie sexuelle, par contact
direct entre les muqueuses génitales entre elles, ou entre les muqueuses génitales et anales. Des
¢tudes épidémiologiques, incluant entre autres le dépistage des partenaires sexuels, ont
effectivement démontré une transmission par voie sexuelle de M. genitalium avec une
concordance des génotypes retrouvés au sein des couples infectés [8].

Une méta-analyse récente évaluant I’infection a M. genitalium chez les couples a montré que
39 a 50% des partenaires sexuels masculins ou féminins des participants infectés avaient

¢galement une infection a M. genitalium [9].

D’apres la Haute Autorité de Santg, le terme de population a risque d’IST regroupe :

- le multipartenariat (au moins deux partenaires dans 1’ann¢e).

- un changement de partenaire récent.

- les individus ou partenaires diagnostiqués avec une autre IST (Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum, VIH, C. trachomatis) ou ayant des antécédents d’IST.

- les Hommes ayant des relations Sexuelles avec des Hommes (HSH).

- les personnes en situation de prostitution, ou apres un viol.

2. Prévalence

Population générale

En France, une étude multicentrique réalisée entre 2014 et 2015 a trouvé une prévalence de
M. genitalium de 3,4% (IC 95%, 2,8 — 4,2), sans différence significative selon le sexe ou 1’age
(sauf entre les hommes et les femmes de 35 a 44 ans); dans 80% des cas, il s’agissait
d’infections asymptomatiques [10]. La prévalence de Dl’infection a M. genitalium était
significativement plus élevée chez les patients positifs a C. trachomatis que chez les patients
négatifs a C. frachomatis (respectivement 7,7% versus 2,9%). Elle était également trois fois
plus élevée chez les patients positifs a N. gonorrhoeae que chez les patients négatifs a

N. gonorrhoeae (respectivement 10,1% versus 3,3%).
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Une méta-analyse reprenant les données publiées entre 1991 et 2016 trouvait une prévalence
de M. genitalium de 1,3% dans les pays développés, et de 3,9% dans les pays émergents [11].

La prévalence était similaire entre les hommes et les femmes.

Au sein de sous-populations spécifiques, les estimations de prévalence étaient les suivantes :
- femmes enceintes : 0,9% (0,6 a 1,4%).

- HSH:3,2% (2,1 2 5,1%).

- travailleuses du sexe : 15,6% (13,2 2 26,3%).

Par rapport a C. trachomatis, la prévalence des patients infectés par M. genitalium semble
atteindre un pic environ cinq ans plus tard, tant chez les hommes que chez les femmes, et reste

plus importante dans les groupes d’age plus élevés [11][12].

HSH

Une récente méta-analyse a montré une prévalence de M. genitalium de 5% (1C 95%, 3,5 - 6,8)
au niveau urétral, 6,2% (IC 95%, 4,6 - 8,1) au niveau rectal et 1% (IC 95%, 0 - 5,1) au niveau
pharyngé [13]. La prévalence de M. genitalium était significativement plus élevée au niveau de
I’uretre et du rectum chez les patients symptomatiques que chez les patients asymptomatiques

(respectivement 7,1% versus 2,2%, p < 0,001 ; et 16,1% versus 7,5%, p = 0,039).

VIH

Une méta-analyse portant sur l'association entre les infections a M. genitalium et le VIH a été
publiée en 2009 [14]. Dix-neuf études ont été identifiées et analysées. La prévalence de
M. genitalium variait de 3,1% a 47,5%. Dans 17 études, les patients infectés par M. genitalium
¢taient plus susceptibles d'étre infectés par le VIH et cette association était statistiquement
significative dans 12 études avec un odds ratio (OR) résumé de 2,01 (IC 95%, 1,44-2,79).

Les patients infectés par le VIH avaient une prévalence plus élevée d’infection a M. genitalium,
aussi bien chez les HSH [13] que chez les femmes [15].

De plus, il a ét¢ montré que I’excrétion du VIH était plus fréquente chez les personnes
séropositives pour le VIH qui ne prenaient pas de traitement antirétroviral et infectées par
M. genitalium, que chez les personnes non infectées par M. genitalium [16].

Chez les femmes, I’infection a M. genitalium majorerait le risque de transmission du VIH en

augmentant la charge virale dans les sécrétions vaginales [7].
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Femmes
La prévalence de M. genitalium chez les femmes dans la population générale varie de 1 a 6,4%

[7]. Celle-ci augmente de 4 a 38% dans les populations a risque d’IST [7][17].

Prélevements rectaux

Au sein d’échantillons ano-rectaux, la prévalence de M. genitalium est fluctuante en fonction
du type de population étudiée. Elle varie de 6,2% chez des HSH [13], a 3-8% chez des femmes

sans facteurs de risque [18], a 2,7-22% chez des femmes issues de population a risque [19][20].
Les co-infections C. trachomatis/M. genitalium sont fréquentes, en particulier chez les
populations a risque [21]. Néanmoins, la charge bactérienne de M. genitalium est généralement

100 fois plus faible que celle de C. trachomatis [7].

III. Pouvoir pathogéne

1. Chez la femme

M. genitalium peut étre responsable de cervicite ou d’urétrite occasionnant des signes
fonctionnels urinaires, des métrorragies et/ou des leucorrhées [6][22]. Il peut également éEtre
responsable d’infection génitale haute (endométrite, salpingite). Ces infections pourraient avoir
des conséquences obstétricales, dont la preuve n’est pas encore établie : infertilité tubaire,

grossesse extra-utérine, accouchement prématuré [7].

2. Chez I’homme

M. genitalium est responsable d’urétrite aigu€ ou chronique (« urétrite non gonococcique »,
UNG) [6][22]. C’est le deuxiéme agent responsable d’UNG apres C. trachomatis. 11 peut
¢galement €tre a 1’origine de balanoposthite et d’épididymite aigué. Des cas d’ano-rectites et
de prostatites ont été décrits. Dans les deux sexes, des arthrites réactionnelles ont également été
rapportées [23].

En cas d’infection symptomatique, il a été constaté que la charge bactérienne est

significativement plus importante que chez un patient asymptomatique [24].
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IV. Diagnostic biologique

Le diagnostic bactériologique est uniquement direct par [’utilisation de techniques
d’amplification des acides nucléiques (TAAN), la culture étant extrémement fastidieuse et non

réalisée en routine. Il n’existe pas de trousse sérologique pour cette espece de mycoplasme.

Qui dépister ?

Selon le communiqué de 2018 de la Société Européenne de Dermatologie et Vénérologie du
GRIDIST (Groupe Infectiologie Dermatologique et Infections Sexuellement Transmissibles) et
du CNR des IST bactériennes, il est recommandé de limiter le dépistage aux patients
symptomatiques (urétrite, cervicite, infection génitale haute, ano-rectite) et de ne pas traiter les
patients asymptomatiques. Un test de contrdle de guérison quatre a cinq semaines apres le début

du traitement est préconiseé.

1. Echantillons

Chez I’homme symptomatique, le prélévement de choix est le premier jet d urines, plus sensible
qu’un prélevement urétral [25].

Chez la femme symptomatique, dans 1’infection génitale basse, un prélevement endocervical
sous spéculum ou un (auto-)prélevement vaginal doit étre réalisé. Il est également possible
d’effectuer des prélévements profonds (par coelioscopie ou radioguidés) en cas d’infection
génitale haute [25][26][27].

En cas de rectite, un prélévement ano-rectal peut etre réalisé€, apres avoir €liminé les autres

¢tiologies possibles.

En cas d’arthrite, une ponction de liquide articulaire doit étre effectuée.

2. Techniques d’amplification des acides nucléiques (TAAN)

A TI’heure actuelle, les TAAN en temps réel sont utilisées pour la détection de M. genitalium.
Les premicres techniques développées étaient des PCR dites « maison », basées sur
I’amplification du géne mgpB ou de I’ARNr 168 le plus fréquemment.

De nombreux kits sont commercialisés pour la détection de M. genitalium, seul ou associé a

d’autres agents d’IST (multiplex).
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Tableau 1 : Kits actuellement commercialisés pour la détection moléculaire de M. genitalium.

Kit

S-DiaMGTV
(Diagenode)

Seeplex STD6
ACE
(Seegene)

Aptima MG
Assay
(Hologic)

Cobas 6800
(Roche)

Alinity
(Abbott)

Real-TM
(Sacace
Biotechnologies)

STI PLUS
ELITe MGB
(ELITechGroup)

Allplex STI
Essential
(Seegene)

FTD Urethritis
Plus
(Fast Track
Diagnostics)

Pathogénes détectés

MG, TV

CT, NG, MG, TV, MH

Ureasplasma sp,

MG

MG, TV

CT, NG, MG, TV

CT, NG, MG, TV

CT, NG, MG, TV

CT, NG, MG, TV
Uu, Up, MH

CT, NG, MG, TV,
Uu, Up, MH

Cible du géne de

M. genitalium

MG : génes mgpB et
mg219

- NG : géne pivNG

- CT : génes dnaB et ompA

- MG : ARN 23S

- TV : séquence répétée L.23861

Echantillons

- Prélévement urinaire
- Echantillon urogénital

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon urétral, cervico-
vaginal

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon urétral, cervico-
vaginal

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon urétral, cervico-
vaginal

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon cervico-vaginal

- Prélévement urinaire

- Ecouvillon cervical, urétral,
conjonctival

- Liquide prostatique, sperme

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon cervico-vaginal

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon vaginal

- Prélévement urinaire
- Ecouvillon génital, rectal

CT, C. trachomatis; NG, N. gonorrhoeae; MG, M. genitalium; TV, Trichomonas vaginalis;
Uu, Ureaplasma urealyticum; Up, Ureaplasma parvum; MH, Mycoplasma hominis.
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V. Sensibilité aux antibiotiques

En routine, 1’é¢tude de la sensibilité aux antibiotiques de M. genitalium n’est pas réalisée du fait

de sa culture fastidieuse [28].

1. Résistances naturelles

De par leur absence de paroi, tous les organismes de la classe des Mollicutes résistent aux
inhibiteurs de la syntheése de la paroi comme les [B-lactamines, les glycopeptides et la
fosfomycine [29]. Ils résistent en outre aux polymyxines, sulfamides, triméthoprime, a 1’acide

nalidixique et a la rifampicine.

2. Antibiotiques actifs

Les antibiotiques potentiellement actifs sur M. genitalium et utilisés en thérapeutique sont les
molécules du groupe MLSK (Macrolides — Lincosamides — Streptogramines — Kétolides), les

fluoroquinolones et les tétracyclines.

a. Macrolides et apparentés

Les macrolides sont des molécules hydrophobes possédant au moins deux sucres aminés ou
neutres attachés a un grand noyau lactonique de taille différente selon le produit. Il existe une
classification qui prend en compte le nombre de chainons de la structure lactonique et 1’origine
naturelle ou hémi-synthétique de la molécule. Les macrolides utilisés en thérapeutique ont un
noyau a 14 chainons, 15 chainons ou 16 chainons (Figure 3). L’antibiotique de choix pour le
traitement des infections a M. genitalium est I’azithromycine. C’est un macrolide semi-
synthétique a 15 chainons dont le mécanisme d’action est le suivant : il se fixe au niveau de
I’ARNr 23S sur la sous-unité 50S du ribosome, ce qui entraine une inhibition de la
translocation, étape clef de la traduction de I’ARNm (ARN messager) en protéine bactérienne.
Cela aboutit a une dissociation prématurée du polypeptide en cours de croissance et donc une

inhibition de la synthese protéique. Il s’agit d’un antibiotique bactériostatique [30].
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Macrolides

Groupe Il

iape Groupe I Naturels : : Qroupel I_V
'Naturels :. Hémi-synthétiques : 5 J_os'amycin.e Heml—éyntheth-ues:
- Erythromycine - Erythromycine A - Mldt_acamyglne . Mlo?amym.ne
- Oléandomycine - Spiramycine - Rokitamycine
I II 1
1A o3
- Roxithromycine 1B Kétolides
- Clarithromycine 15 chainons - Télithromycine
- Dirithromycine - Azithromycine - Céthromycine
- Flurithromycine (ABT 773)

Figure 3 : Classification des macrolides et des kétolides.

Les streptogramines (ou synergistines) sont constituées d’un meélange d’au moins deux
composés appartenant a deux groupes de molécules qui agissent en synergie sur le plan
microbiologique : les streptogramines A (pristinamycine 1A, dalfopristine et virginiamycine M)
et les streptogramines B (pristinamycine IIA, quinupristine et virginiamycine S). Les apparentés
aux macrolides peuvent également étre utilisés dans certaines indications, notamment la
pristinamycine (famille des streptogramines). Celle-ci est composée de deux molécules : la
pristinamycine IA et la pristinamycine IIA, qui ont une activité bactéricide de par leur synergie.
En effet, lors de la liaison de la pristinamycine ITA a la sous-unité ribosomique 508, le ribosome
change de conformation ce qui améliore la fixation de la pristinamycine IA : celle-ci bloque

alors la synthése protéique de maniere irréversible [30].
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b. Fluorogquinolones

Les fluoroquinolones exercent une inhibition sélective de la synthése de I’ADN bactérien en
agissant sur deux enzymes impliquées dans cette synthése qui sont des ADN topoisomérases
de type I1 :

- I’ADN gyrase codée par les génes gyrA et gyrB.

- la topoisomérase IV codée par les genes parC et parE.
Les fluoroquinolones agissent en inhibant ces deux enzymes bactériennes, entrainant une
inhibition de la réplication bactérienne et a terme une bactéricidie [31].
La molécule de choix dans le traitement des infections a M. genitalium est la moxifloxacine, il

s’agit d’une fluoroquinolone de 4°™ génération.

c. Tétracyclines

Les tétracyclines sont des inhibiteurs de la phase d’¢longation de la synthése protéique. Elles
se fixent sur ’ARNr 16S au niveau de la sous-unité¢ 30S, ce qui va inhiber la fixation du
complexe aa-ARNt sur le site A du ribosome lors de la phase d’élongation et entrainer une
inhibition de la synthese protéique. Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques.

La principale molécule utilisée dans le traitement des infections a M. genitalium est la

doxycycline.

3. Résistances acquises

Parmi les mécanismes de résistance acquise, seules les altérations de la cible ont été¢ décrites
chez M. genitalium. Le support génétique de la résistance correspond a des mutations qui

concernent notamment la classe des MLSK et des fluoroquinolones.

a. Résistances acquises aux macrolides

Meécanisme de résistance

La résistance aux macrolides est liée a la présence de mutations de la cible ribosomique, au
niveau de la boucle centrale du domaine V de I’ARNTr 23S (Figure 4). Les mutations en position
2058 et 2059 (systeme de numérotation E. coli), connues comme des « hot spots » de résistance
aux macrolides chez les autres bactéries, sont les plus fréquemment rencontrées.

I1 s’agit principalement des mutations A2059G et A2058G, A2058C, A2058T et A2059C [32].

Ces mutations entrainent une résistance de haut niveau a 1’azithromycine [28].
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Les mutations A2062C et A2062T peuvent conférer une résistance aux macrolides a 16
chalnons comme la josamycine [32], avec cependant une sensibilit¢ aux macrolides a 15

chainons conservée pour la mutation A2062T [17].

Boucle centrale

du domaine V

Figure 4 : Structure secondaire de I'ARNr 23S [33].

Prévalence
L’augmentation du nombre de souches de M. genitalium résistantes aux macrolides est corrélée
au traitement par azithromycine 1 g en monodose prescrit de maniere intensive sans effectuer

de recherche de résistance au préalable.

- En France:
La premiére étude réalisée en 2012 rapportait une prévalence de résistance de 10% en 2006,
13,3% en 2007, 15,4% en 2008, 14,3% en 2009 et 12,8% en 2010 [34]. Les deux années
suivantes, cette prévalence est restée stable, avec 14,5% en 2011 et 13,8% en 2012 [35]. Les
données du CNR des IST bactériennes montrent une forte augmentation avec des taux de
résistance aux macrolides de 33,13% en 2018, 34,76% en 2019 et 36,36% en 2020 (rapport
CNR des IST bactériennes 2021).
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- Dans le monde :

Une récente méta-analyse rassemblant les données de M. genitalium porteur de mutations au
niveau des nucléotides A2058 et A2059 a montré une prévalence globale de résistance aux
macrolides de 35,5% (IC 95%, 28,8 - 42) (Figure 5) [28]. Une augmentation significative de la
résistance a été observée avec les années, la prévalence passant de 10% (IC 95%, 2,6 - 20,1) en
20102a51,4% (IC 95%, 40,3 — 62,4) en 2016-2017. L' Australie (de 18,8% [10,4 — 25,6%] avant
2010, a 66,0% [59,5 — 72,2%] en 2016-2017) et le Japon (de 1,2% [0,0 — 5,4%] a 69,3% [63,1
—75,1%]) ont observé les plus fortes augmentations de prévalence de résistance.

En Europe, il n’a pas été¢ mis en évidence de changement de maniere significative au fil du
temps. Dans les pays nordiques, la prévalence globale était la plus élevée en Norvege (56%
[49,3 — 62,6%)]) et la plus faible en Suede (13,9% [10,4 — 17,8%]) [28]. Dans le reste de la
région européenne, nous avons retrouvé une prévalence de résistance élevée au Royaume-Uni

(74,3% [64,9 — 82,8%]) et beaucoup plus basse en Russie (3,7% [2,3 — 5,2%]), mais ces données

reposaient sur un faible nombre d’études.

Figure 5 : Prévalence des mutations A2058 et A2059 associées a la résistance aux macrolides

chez M. genitalium [28].
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Deétection de la résistance dans les échantillons cliniques

Face a la prévalence importante de résistance aux macrolides chez M. genitalium, il est
désormais recommandé¢ de rechercher ces mutations avant d’initier un traitement.

Ceci est réalis¢ directement a partir de I’échantillon clinique. 11 s’agit de techniques
d’amplification de I’ARNr 23S suivies d’un séquencage [34] ou de techniques de PCR en temps
réel de type FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) suivies de I’analyse de courbes
de fusion développée au laboratoire [35]. C’est cette technique que nous utiliserons dans notre
travail et que nous détaillerons dans le chapitre « Matériels et méthodes » de ce manuscrit.
Des kits commercialisés, permettant la détection simultanée de M. genitalium et de la présence
des mutations les plus fréquemment associées a la résistance aux macrolides, sont également

disponibles (Tableau 2) [36][37].

Tableau 2 : Kits actuellement commercialisés pour la détection de M. genitalium et des

mutations de résistance aux macrolides.

Kit Mutations détectées
SpeedX ResistancePlus MG FleXible A2058G, A2058T, A2058C
(Cepheid) A2059G
S-DiaMGRes Mutations en position
(Diagenode) 2058 et 2059
Macrolide — R/MG ELITe MGB A2058G, A2058T, A2058C
(ELITechGroup) A2059G, A20259C
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b. Résistances acquises aux fluoroquinolones

Meécanismes de résistance

La résistance aux fluoroquinolones est liée essentiellement a des mutations chromosomiques
au niveau des geénes gyrA et gyrB codant I’ADN gyrase et des genes parC et parE codant la
topoisomérase V. Les mutations sont retrouvées au niveau de régions conservées de ces genes

appelées les QRDR (Quinolone Resistance Determining Regions).

Les geénes gyrA et parC sont les cibles préférentielles des fluoroquinolones, ¢’est pourquoi ils
ont un rdle trés important dans la résistance acquise. Les mutations des QRDR gyrA et parC
sont responsables d’une mauvaise affinit¢ des topoisomérases pour la fluoroquinolone.
Cependant, chez M. genitalium, les mutations au niveau du gene gyrA n’ont pas été associées
a une résistance aux fluoroquinolones [31][38].

A ce jour, cing mutations localisées dans la QRDR de la protéine ParC sont décrites dans la
littérature comme associées a la résistance aux fluoroquinolones. Ce sont les mutations
Gly81(78)Cys, Ser83(80)Arg, Ser83(80)Ile, Asp87(80)Asn et Asp87(80)Tyr (numérotation
M. genitalium (numérotation E. coli)) [28][39].

Prévalence
- En France:

En 2012 et 2013, parmi les échantillons positifs a M. genitalium collectés au CHU de Bordeaux,
la prévalence de la résistance aux fluoroquinolones était respectivement de 6,4% et 5,6% [40].
Plus récemment, chez des patients HSH bénéficiant d’une prophylaxie pré-exposition (PreP)
pour le VIH, le taux de résistance était de 9,1% (et 67,6% pour les macrolides) [41].

D’apres les données du CNR des IST bactériennes, la prévalence de la résistance aux
fluoroquinolones en France métropolitaine était de 15,7% en 2018, 15,6% en 2019 et 16% en

2020.
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- Dans le monde :
Une méta-analyse rassemblant les données de M. genitalium résistant aux fluoroquinolones par
la présence des mutations Ser83Arg, Ser831le, Asp87Asn et Asp87Tyr au sein de la protéine
ParC a montré une prévalence globale de résistance de 7,7% (IC 95%, 4,5 - 11,4) [28]. Ce
pourcentage n’a pas €volué au cours du temps, contrairement a la résistance aux macrolides,

mais il est significativement plus ¢élevé dans I’Ouest Pacifique qu’en Europe (Figure 6).
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Figure 6 : Prévalence des mutations Ser83Arg, Ser831le, Asp87Asn et Asp87Tyr au sein de la

protéine ParC associées a la résistance aux fluoroquinolones chez M. genitalium [28].

Deétection de la résistance dans les échantillons cliniques

La détection des mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones est basée sur
I’amplification et le s€équencage d’un fragment du gene parC, associé¢ ou non a gyrA. Deux kits

commercialisés sont en cours d’évaluation au CNR des IST.
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L’identification de M. genitalium résistant aux macrolides et aux fluoroquinolones n’est pas

rare, représentant jusqu’a 2,8% des échantillons (IC 95%, 1,3 - 4,7), sans changement

significatif au cours du temps, ni de variation en fonction des pays (Figure 7) [28].
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Figure 7 : Prévalence de M. genitalium résistant aux macrolides et aux fluoroquinolones [28].

c. Tétracyclines
Bien que les données in vitro aient montré que la CMI 50 et la CMI 90 de la doxycycline pour

M. genitalium étaient respectivement de 0,25 et 1 mg/L, I’efficacité clinique de cette molécule
dans le traitement des infections a M. genitalium n’est que de 30 a 40%.

A ce jour, aucune mutation spécifique ni l'explication exacte de cette divergence n'ont été
rapportées. Des mutations au sein du géne de ’ARNr 16S, pouvant étre associées a une

résistance aux tétracyclines, ont été identifiées dans des échantillons cliniques [41][42].
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4. Recommandations thérapeutiques

Bien que n’ayant qu’une faible efficacité¢, la doxycycline peut diminuer la charge de

M. genitalium [43]. L'azithromycine administrée en dose orale unique de 1 g a un taux de

guérison d'environ 85% dans les infections sensibles aux macrolides, mais elle entraine une

résistance aux macrolides chez plus de 10% des patients traités [44]. Ainsi, pour éviter la

sélection de mutants résistants, il a été recommandé d’administrer 1’azithromycine sur cinq

jours : 500 mg a J1, puis 250 mg par de J2 a J5 [44].

Recommandations de traitement européennes de 2016 [26]

Traitement recommandé pour une infection non compliquée a M. genitalium en
I'absence de mutation de résistance aux macrolides :
o Azithromycine 500 mg le premier jour, puis 250 mg les jours 2 a 5 (voie orale).

o Josamycine 500 mg 3 fois par jour pendant 10 jours (voie orale).

Traitement recommandé pour les infections non compliquées a M. genitalium en
présence de mutation de résistance aux macrolides :

o Moxifloxacine 400 mg par jour pendant 7 jours (voie orale).

Traitement de deuxiéme intention recommandé pour les infections persistantes non
compliquées a M. genitalium apres un traitement a 1'azithromycine :

o Moxifloxacine 400 mg par jour pendant 7 jours (voie orale).

Traitement de troisiéme ligne recommandé en cas d'infection persistante a
M. genitalium apres un traitement a 'azithromycine et a la moxifloxacine :

o Pristinamycine 1 g quatre fois par jour pendant 10 jours (voie orale).

o Doxycycline 100 mg deux fois par jour pendant 14 jours (voie orale) : permet

d’éradiquer M. genitalium chez environ 30 a 40% des patients.

Traitement recommandé¢ pour les infections compliquées a M. genitalium (salpingite,
¢pididymite) :

o Moxifloxacine 400 mg par jour pendant 14 jours (voie orale).

Les recommandations européennes sont en cours d’actualisation.
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La léfamuline a récemment été enregistrée en Europe pour la pneumonie acquise dans la
communauté. Elle est trés active in vitro contre M. genitalium présentant une résistance
combinée aux macrolides et aux fluoroquinolones [45]. Cependant, seule une expérience
anecdotique du traitement de M. genitalium est disponible. La posologie appropriée est

indéterminée mais un traitement de sept jours est probablement nécessaire.

Recommandations américaines actualisées en 2021 [16]

- Traitement recommand¢ en cas de M. genitalium sensible aux macrolides :
o Doxycycline 100 mg 2 fois par jour pendant 7 jours, puis azithromycine 1g,

suivie par 500 mg par jour pendant 3 jours.

- Traitement recommand¢ en cas de M. genitalium résistant aux macrolides :
o Doxycycline 100 mg 2 fois par jour pendant 7 jours, puis moxifloxacine 400 mg

par jour pendant 7 jours.

- Traitement recommandé en cas d’indisponibilit¢é des tests de résistance pour
M. genitalium :
o Doxycycline 100 mg 2 fois par jour pendant 7 jours, puis moxifloxacine 400 mg

par jour pendant 7 jours.

Un contrdle d’éradication (Test of cure, TOC) devra étre réalisé cinq semaines apres 1’initiation

du traitement.

Un patient ayant contracté une infection a M. genitalium doit s’abstenir d’avoir des relations
sexuelles non protégées jusqu’a ce qu’il, ainsi que son ou ses partenaire(s), ait pris un traitement

antibiotique en respectant les délais, associé a une disparition totale des symptomes.
Une recherche des autres IST est nécessaire (C. trachomatis, N. gonorrhoeae, VHB, VIH,

T. pallidum). 11 est également primordial de sensibiliser les patients en les informant sur les

modes de transmission, les moyens de prévention et les complications possibles.
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B.

Cohorte Chlazidoxy

Chlazidoxy est un essai clinique randomisé€, ouvert, multicentrique comparant I’efficacité de

I’azithromycine versus la doxycycline pour le traitement de I’infection ano-rectale a

C. trachomatis concomitante a I’infection vaginale [46].

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

Etre de sexe féminin.

Avoir plus de 18 ans.

Pour les femmes consultant dans les CeGiDD (Centre Gratuit d’Information, de
Dépistage et de Diagnostic des infections par le VIH, les hépatites virales et les IST),
avoir un test de B-hCG urinaire négatif et une contraception efficace (critere HAS) [47].
Pour les femmes ayant recours a une interruption volontaire de grossesse (IVG),
consulter dans un centre d’orthogénie et avoir une contraception efficace a 1’issue de
I'IVG.

Avoir un test d’amplification des acides nucléiques positif & C. trachomatis sur un
prélevement vaginal.

Etre sexuellement active.

Consulter dans un des centres participants.

Accepter d’étre contactée pour le suivi prévu dans I’étude.

Etre affiliée ou bénéficier d’un régime de sécurité sociale.

Avoir signé un consentement libre et éclairé (au plus tard le jour de I’inclusion et avant

de procéder a tout examen requis pour I’étude).

Les critéres de non-inclusion étaient les suivants :

Femmes ayant des symptomes évoquant une infection génitale haute.

Prise d’un antibiotique ayant une activité contre C. trachomatis dans les 21 jours
précédents 1’inclusion dans 1’étude.

Avoir des contre-indications a la prise de tétracyclines, macrolides ou kétolides
(incluant allergie, traitement par colchicine, cisapride, rétinoides ou alcaloides de
I’ergot de seigle).

Incapacité a avaler des gélules.

Refus de participer a I’étude.
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- Objectifs de I’étude non compris.

- Allaitement.

- Patientes atteintes de maladies cardiaques graves: allongement de 1’espace QT
documenté¢ a 1’¢lectrocardiogramme (ECG), arythmie cardiaque, insuffisance cardiaque
sévere (NYHA > III).

- Patientes traitées avec des anticoagulants ou des molécules ayant un potentiel certain de
« Torsades de Pointe » ou d’allongement de 1’espace QT a ’ECG.

- Patientes présentant une maladie hépatique sévere.

Sept centres ont participé a cette étude : les CeGIDD de Bordeaux, Paris, Nantes et Marseille,

ainsi que les centres d’orthogénie de Bordeaux, Tours et Roubaix.

Les patients éligibles ont réalis¢é un auto-prélevement ano-rectal pour la recherche de
C. trachomatis. Apres signature d’un consentement, les patientes ont €té randomisées avec un
ratio 1:1 dans le bras azithromycine (1 g dose unique) ou dans le bras doxycycline (100 mg 2
fois par jour pendant 7 jours). Les patientes ont été revues six semaines apres le traitement. Les
femmes ayant un écouvillon anal positif a C. trachomatis a I’inclusion ont fourni un auto-

prélevement vaginal et anal pour la détection de C. trachomatis lors de cette visite de suivi.

Au total, 460 patientes ont été incluses dans cette étude : 230 dans le bras azithromycine et 230

dans le bras doxycycline.
Des données démographiques, biologiques et cliniques ont été collectées. Les participantes ont
¢galement complété un auto-questionnaire sur leur vie sexuelle, a I’inclusion et a la visite de

suivi six semaines apres le traitement.

Toutes les données ont été anonymisées.
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OBJECTIFS

L’objectif de ce travail est de déterminer la prévalence de M. genitalium dans les échantillons
vaginaux et ano-rectaux recueillis dans le cadre de 1’essai clinique Chlazidoxy.

Grace aux données de la cohorte Chlazidoxy, nous avons comparé les données
démographiques, cliniques et biologiques des patientes positives a M. genitalium versus les
patientes négatives a M. genitalium.

Pour les échantillons positifs a M. genitalium, nous avons ¢également évalué la charge

bactérienne et étudié la prévalence de la résistance aux macrolides et aux fluoroquinolones.

Les résultats présentés ici portent sur les auto-prélévements vaginaux et ano-rectaux collectés
a D’inclusion. Les échantillons recueillis six semaines aprés le traitement sont en cours
d’analyse ; ils nous permettront d’évaluer I’incidence de ’infection a M. genitalium au sein de
la cohorte Chlazidoxy et d’étudier I’impact de 1’azithromycine et de la doxycycline sur la

clairance de M. genitalium et I’émergence de résistance.
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MATERIELS ET METHODES

I. Echantillons cliniques de la cohorte Chlazidoxy

Au total, 460 patientes ont été incluses dans 1’¢tude Chlazidoxy. Pour 18 patientes, les
¢chantillons n’ont pas été conservés par les centres. Nous avons ainsi obtenu les auto-
prélevements de 442 patientes répartis de la fagon suivante :

- Auto-prélévements vaginal et ano-rectal pour 426 patientes.

- Auto-prélévement vaginal (sans prélévement ano-rectal associ€) pour 6 patientes.

- Auto-prélévement ano-rectal (sans prélévement vaginal associ€) pour 10 patientes.

L’anonymat des échantillons a été¢ maintenu tel qu’il a été défini dans le protocole.

Sources des données

Les données utilisées pour cette étude provenaient uniquement des données recueillies dans le
cadre de I’étude Chlazidoxy. Des données démographiques (date de naissance, pays de
naissance, statut marital, niveau d’éducation, situation professionnelle), biologiques
(antécédents d’IST, statut VIH, co-infection avec N. gonorrhoeae, sérologie HBV) et cliniques
(pertes vaginales, douleurs pelviennes, saignements anormaux, douleurs lors des rapports
sexuels, écoulements rectaux, douleurs anales et ténesmes) ont été collectées. Les participantes
ont également complété un auto-questionnaire sur leur vie sexuelle (partenaire sexuel régulier,
partenaire sexuel occasionnel dans les 12 derniers mois, utilisation de préservatifs, nombre de

partenaires sexuels, rapports sexuels anaux).

II. Détection et quantification de M. genitalium par PCR en temps

réel

1. Extraction de I’ADN

Les extraits d’ADN ont été réalisés a partir de 200 puL de prélevement avec le MagNA Pure 96
Instrument et le Viral NA Small Volume Kit (Roche diagnostic). Le volume d’¢lution de
I’extrait d’ADN était de 100 pL. Un extrait de la souche de référence M. genitalium G37
(ATCC 33530) a été utilis€ comme contrdle positif pour la PCR.

Les extraits d’ADN ont été stockés a -20°C avant la réalisation des PCR de détection.
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2. PCR en temps réel

a. Principe de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel collige les données d’amplification au point de départ de la phase
exponentielle de la PCR. Cette technologie est basée sur la détection d’un « reporter », molécule
fluorescente présente dans le milieu réactionnel. L’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. En
observant la quantité¢ de fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la
réaction de PCR durant sa phase exponentielle ou la premic¢re augmentation significative de la
quantité¢ d’amplicons est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice cible
originale. La courbe obtenue, d’allure sigmoidienne, représente I’intensité de fluorescence en
fonction du nombre de cycles d’amplification (Figure 8) :
— (1) : durant les premiers cycles, 1’émission de fluorescence est trés faible, non
spécifique. Ceci permet de définir la ligne de base.
— (2) : phase exponentielle de la PCR et détermination de la ligne de seuil, qui
correspond a ’intensité de fluorescence considérée comme significativement différente
du bruit de fond. Par définition, elle est située au-dessus de la ligne de base et au début
de la phase exponentielle de la PCR. L’intersection de la ligne seuil avec la courbe
d’amplification permet, par projection sur I’axe des abscisses, de définir la notion de cycle
seuil (Threshold Cycle ou Ct) qui correspond au nombre minimum de cycles
d’amplification nécessaire a 1’obtention d’une fluorescence significative. Le Ct est
directement li¢ a la quantité de séquence cible présente dans 1’échantillon au début de la
PCR. Plus le Ct est faible, plus la quantité d’ADN cible est importante.
— (3) : la fluorescence atteint ensuite une phase de plateau qui traduit une limitation de

la synthese des fragments due a 1’épuisement des réactifs du mélange réactionnel.

Threshold . .
e s <« L1 gne seuil

Fluorescence
N

< Ligne de base
Ct=19

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle number

Figure 8 : Exemple de PCR en temps réel.
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b. Principe de la PCR TagMan en temps réel

La génération de la fluorescence peut étre réalisée grace a l’utilisation de sondes. Pour la
détection de M. genitalium, nous utilisons une sonde oligonucléotidique avec une chimie
TagMan. Le principe de cette chimie repose sur la fonction exonucléase 5°-3’ de la Taq
polymérase. La sonde est un oligonucléotide spécifique d’un morceau interne a la séquence
amplifi¢e. Celle-ci est marquée en 5’ par un fluorophore appelé « reporter » (R) et en 3’ par un
autre type de fluorophore appelé « quencher » (Q) (Figure 9). Le spectre d’émission du reporter
chevauche le spectre d’excitation du quencher. L’émission du reporter est atténuée ou
« quenchée » (éteinte) par la proximité du quencher. Au cours de chaque cycle de PCR, la Taq
polymérase dégrade la sonde oligonucléotidique grace a son activité 5°-3” exonucléase. Ce
phénomene entraine une dissociation du « complexe quencher-reporter » et donc une

augmentation de la fluorescence du reporter qui sera alors mesurée et quantifice.
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Figure 9 : Principe de la PCR TagMan [48§].
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La cible de cette PCR TagMan est un fragment de 78 pb localisé dans une région conservée du

gene mgpB codant I’adhésine MgPa [49].

Tableau 3 : Amorces et sonde utilisées pour la PCR TagMan de quantification de

M. genitalium.

Nom des amorces
et de la sonde

MgPa-355 Forward GAGAAATACCTTGATGGTCAGCAA

mgpB MgPa-432 Reverse  GTAATATCATATAAAGCTCTACCGTTGTTATC

MgPa-380 FAM-ACTTTGCAATCAGAAGGT-MGB-NFQ

Géne Séquence (5" — 3’)

Le mélange réactionnel utilisé a été réalisé avec le kit Light Cycler 480 Probes Master Mix 2X
(Roche). Celui-ci est composé de différents éléments indispensables a la réalisation d’une PCR,
a savoir :
- lasonde.
- les amorces.
- le Master Mix 2X, qui contient les bases nucléotidiques et la Taq polymérase. La Taq
polymérase est une ADN polymérase thermostable, c’est-a-dire qu’elle résiste a la

chaleur et reste donc intacte lors de la dénaturation.

Tableau 4 : Composition du mélange réactionnel pour réaliser la PCR TagMan de

quantification de M. genitalium.

Produit Concentration finale Volume pour 1
(concentration initiale) échantillon (pL)
Master Mix 2X (2X) 1X 12,5
MgPa-355 F (10 uM) 0,3 uM 0,75
MgPa-432 R (10 uM) 0,3 uM 0,75
Sonde MgPa-380 (5 uM) 0,2 uM 1
H20 5
Volume final 20

Il y a donc 20 pLL de mix par puit ainsi que 5 pL d’ADN.

L’¢étape d’amplification PCR a été réalisée sur I’amplificateur temps réel Cobas Z480 (Roche)
selon le programme suivant : une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes, puis
I’amplification de 45 cycles composée d’une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes

et d’une étape d’¢longation avec acquisition de fluorescence a 60°C pendant 1 minute.
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Chaque PCR contient un témoin positif (ici le plasmide de calibration pMgPa, cf. paragraphe

suivant) et un témoin négatif qui ne contient que le mélange réactionnel.

c. PCR quantitative en temps réel

Afin de déterminer la charge bactérienne de M. genitalium dans chaque échantillon, nous avons
utilisé une courbe d’étalonnage réalisée avec des dilutions sérielles d’un plasmide contenant

une concentration définie d’ADN du gene cible a amplifier.
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Figure 10 : Courbe d'étalonnage pour la quantification de M. genitalium.

La courbe d’¢étalonnage est enregistrée dans 1’automate, ce qui nous permet de passer une seule
concentration du plasmide de calibration pMgPa, a savoir celle 4,6.10° copies/uL. En incluant

dans la réaction un témoin positif de concentration connue, la concentration pour chaque Ct
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peut alors étre déterminée. La limite de détection de notre technique de quantification de
M. genitalium est de 40Ct, soit 2,45 copies/uL (données du laboratoire non publiées). Au-dela
de 40 Ct, la PCR est considérée négative.

A Tlissue de ce programme d’amplification, les résultats sont analysés via le logiciel
LightCycler480 Software. La quantification en M. genitalium est réalisée en copies/uL en
utilisant la courbe de calibration réalisée avec le plasmide pMgPa utilis¢ comme standard

(4,6.10° copies/uL).

III. Détection de la résistance aux macrolides

1. PCR en temps réel de type FRET

Pour détecter une mutation dans la séquence du gene de ’ARNr 23S et donc une éventuelle
résistance aux macrolides, les extraits d’ADN ont ét¢ soumis a une PCR en temps réel de type
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) afin d’amplifier la séquence cible d’intérét
[35]. Le FRET est basé¢ sur un transfert d’énergie entre une molécule fluorescente (appelée
fluorophore donneur) a une autre molécule fluorescente adjacente (appelée fluorophore
accepteur). Le fluorophore donneur utilis€¢ dans notre technique est la fluorescéine et les
fluorophores accepteurs les LightCycler-Red (LC-Red 640 et LC-Red 705). Lors de la PCR, le
LightCycler® émet un faisceau lumineux qui excite la fluorescéine. La fluorescéine émet alors
une fluorescence qui, par transfert d’énergie, excite le LC-Red. Celui-ci émet a son tour une

fluorescence qui sera mesurée a une longueur d’onde spécifique.

Deux conditions sont nécessaires a la réalisation du FRET :
- les fluorophores donneur et accepteur doivent étre distants de un a cinq nucléotides
maximum.

- le spectre d’émission du donneur doit recouvrir le spectre d’excitation de I’accepteur.

La Figure 11 montre le comportement des sondes pendant les différentes étapes de la PCR :
A - Durant la phase de dénaturation, les deux sondes sont libres en solution, elles ne
s’hybrident pas a ’ADN. Le faisceau lumineux excite la fluorescéine mais les deux

fluorophores sont trop €loignés I’un de I’autre pour que le FRET s’effectue.
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B - Lors de la phase d’hybridation, ’ADN est sous forme simple brin et les sondes
s’hybrident a la séquence cible. Les deux fluorophores sont alors a proximité I’un de I’autre (un
a cinq nucléotides les séparent au maximum) et le FRET a lieu. Le LC-Red émet une
fluorescence mesurée a 640 nm s’il s’agit du LC-Red 640 ou a 705 nm s’il s’agit du
LC-Red 705.

C - Pendant la phase d’¢longation, I’augmentation de température permet 1’¢longation
et entraine un déplacement des sondes. Celles-ci sont a nouveau libres en solution et le FRET

ne se produit pas.

LA L A R R A B LA R AL L

Sonde d’ancrage : fluorescéine en 3’

e Sonde de détection : LCRed en 5’

Figure 11 : Principe des sondes d'hybridation (https://www.rochediagnostics.com).

Chaque produit d’ADN double brin synthétisé a une température de fusion (Tm) spécifique,
définie comme étant la température a partir de laquelle 50% de I’ADN est sous forme double
brin et 50% sous forme simple brin. Les principaux critéres de détermination du Tm sont :

- le pourcentage de bases G + C (GC%).

- lalongueur du fragment.

- le degré de complémentarité entre les brins.

Une dénaturation par la chaleur est nécessaire avant la réalisation des courbes de dissociation.
Au départ, la température est basse et la fluorescence mesurée est intense car les sondes sont
hybridées 1’une a c6té de 1’autre sur les ADN simples brins dénaturés. Il y a ensuite une
augmentation progressive et rapide de la température (0,2°C/s) avec une lecture en continu de
la fluorescence émise. Lorsque la température atteint le Tm du fragment a analyser, les sondes
sont libérées dans le milieu réactionnel, ce qui entraine une diminution brutale du signal

fluorescent.
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La Figure 12 illustre des exemples de courbes de dissociation :

A - Exemple avec deux sondes qui hybrident parfaitement avec leur séquence cible. L’étude de
la dérivée premicre négativée —dF/dT permet de déterminer le Tm du fragment d’ADN vis-a-
vis du couple de sondes. Ici, le Tm est de 60,35°C pour une hybridation de 100%.

B - C : Exemples en présence d’un Single Nucleotide Polymorphism (SNP) entre la sonde de
détection et la séquence cible. La présence d’un seul mismatch entre la sonde de détection et
I’ADN cible entraine une forte diminution du Tm car 1’hybridation est beaucoup moins stable
que lors d’une identité parfaite entre séquence cible et sonde de détection, ce qui entraine une
dissociation plus rapide de I’hétéroduplex. La position du SNP et le type de base substituée

influent sur la rapidité de dissociation, et donc sur le Tm obtenu.

A - Hybridation parfaite entre sondes et s€quence cible.
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B - Présence d’un Single Nucleotide Polymorphism (SNP), appelé ici SNP 1, entre la sonde de
détection et la séquence cible.
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C - Présence d’un Single Nucleotide Polymorphism (SNP), appelé ici SNP 2, entre la sonde de
détection et la séquence cible.
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Figure 12 : Courbes de dissociation obtenues en fonction de l'appariement parfait
ou non entre la sonde de détection et la séquence cible.
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La technique FRET mise au point au laboratoire pour la détection des mutations au sein de
I’ARNr 23S amplifie un fragment de 266 pb [35].

Les mutations détectées par cette technique sont localisées en positions 2058 et 2059.
Les amorces et sondes utilisées pour cette PCR sont mentionnées dans le Tableau 5.
Tableau S : Amorces et sondes utilisées pour la PCR de type FRET pour la détection des

mutations de I’ARNr 23S.

Nom des amorces et

Géne des sondes Séquence (5" — 3’)
F1-Mg GAAGGAGGTTAGCAATTTATTGC
ARNr R1-Mg TTCTCTACATGGTGGTGTTTTG
23S A-2058Hp CGGGTGAAGACACCCGTTAGGC- Fluorescéine
S-2050Hp LC-Red 640-ACGGGACGGAAAGACC- Phosphate

Le mélange réactionnel utilisé pour ’amplification des extraits d’ADN a été réalisé avec le kit

LightCycler Fast Start DNA Master HybProbes (Roche) (Tableau 6).

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel pour réaliser la PCR de type FRET.

Produits Concentration Concentration Volume pour 1
initiale (M) finale (UM) réaction (uL)
H20 - - 54
Master Mix 10X 10X 1X 2
MgCl2 fourni fourni 1.6
F1-Mg 5 0,25 1
R1-Mg 5 0,25 1
A-2058Hp 2 0,2 2
S-2058Hp 2 0,2 2
Volume final (uL) - - 15

Nous avons donc un volume final de 15 pL de mix par puit, auxquels seront ajoutés 5 uL

d’ADN.

La PCR a été réalisée sur I’amplificateur temps réel Cobas Z480 (Roche) selon le programme

présenté dans le Tableau 7.
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-(’'dT) Fluorescence (498-670)

Tableau 7 : Programme de la PCR de type FRET.

i Température Temps Nombre de
Programme Etape .
(°C) (min : sec) cycles
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
. Acquisition de la Rampe de L 1
fusion 1 acquisition
fluorescence en température de °c
ar
continu 40 a 80°C P
Refroidissement - 1 00 :30 1

Chaque produit d’amplification est caractérisé par son Tm. Le Tm étant dépendant de la

composition en nucléotides du fragment amplifié, la valeur de celui-ci permet d’objectiver une

substitution nucléotidique par rapport a la s€équence sauvage (notée WT, wild-type) (Figure 13).
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Figure 13 : Profil des courbes de fusion en fonction des mutations de I’ARNr 23S chez
M. genitalium.
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Nous voyons ainsi que :
- la souche sauvage (WT) a un Tm a 60°C.
- la souche présentant la mutation A2058C a un Tm a 55°C.

- la souche présentant la mutation A2058G ou A2059G a un Tm a 50°C.

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. De méme, les souches portant la
mutation A2062T ont un Tm équivalent a celui des souches sauvages.

Afin de déterminer la position exacte des mutations et de détecter les potentiels mélanges de

population, nous avons réalisé un s€quencage Sanger sur les produits PCR obtenus.

2. Séquencage de ’ARNr 23S

Il s’agit d’un séquencage de type Sanger dont le principe est d’hybrider, aprés dénaturation de
I’ADN, une amorce oligonucléotidique avec la séquence ADN d’intérét. Il est ensuite ajouté au
mélange réactionnel :
- des nucléotides libres (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP).
- une ADN polymérase.
- des didésoxyribonucléotides dANTP. Ces ddNTP vont jouer un réle clef puisqu’une fois
incorporés, ils arrétent la synthése du brin d’ADN par I’ADN polymérase. Nous
obtenons alors des fragments de taille variable qui vont étre séparés par €lectrophorese

sur capillaire, ce qui va permettre de dévoiler la séquence d’ADN.

Les produits PCR obtenus lors de la PCR FRET ARNr 23S ont été envoyés a Eurofins®
genomics pour étre purifiés puis séquencés par la méthode de Sanger. Pour ce faire, I’envoi de
15 uLL de produit PCR et 10 uL. d’amorce (concentration a 10 uM) étaient nécessaires par
réaction. L’amorce sens F1-Mg est celle utilisée pour le séquencage d’un seul brin d’ADN. Les
séquences d’ADN obtenues ont été analysées et comparées a la séquence de référence de la
souche M. genitalium G37 avec le logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor afin de

déterminer la position exacte de la mutation.
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IV. Détection de la résistance aux fluoroquinolones

Pour les échantillons positifs a M. genitalium, nous avons recherché les mutations au niveau
des QRDR, c¢’est-a-dire au niveau des différentes régions des génes parC et gyrA susceptibles
de contenir des mutations entrainant une résistance aux fluoroquinolones. Pour ce faire, nous
avons effectué une PCR en point final sur les extraits d’ADN, puis avons séquencé les
amplicons. Les séquences nucléotidiques obtenues ont été¢ comparées a la séquence de la souche
de référence M. genitalium G37.

Nous avons réalisé dans un premier temps la recherche de mutations du gene parC de tous les
prélevements positifs a M. genitalium. Dans un second temps, nous avons recherché les
mutations au niveau du gene gyrA, uniquement pour les échantillons présentant une mutation

au sein du gene parC.

1. PCR en point final

Par opposition a la PCR en temps réel, la détection de I’ADN est visualisée a la fin de la

réaction.

Les amorces utilisées pour amplifier les régions cibles des génes gyrA et parC sont mentionnées

dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Amorces utilisées pour I’amplification des QRDR gyrA et parC.

Géne Amorces Séquences Tm (°C) Taille (pb)  Références
MG-gyrA-F 5-CGTCGTGTTCTTTATGGTGC-3 60

gyrA , , 231 [39]
MG-gyrA-R | 5-ATAACGTTGTGCAGCAGGTC-3 60
MG-parC-A  5-TGGGCTTAAAACCCACCACT-3’ 58,4

parC , , 214 [50]
MG-parC-B = 5-CGGGTTTCTGTGTAACGCAT-3 58,4

Le mélange réactionnel utilis¢ pour ’amplification des extraits d’ADN a été réalisé avec le kit

GoTaq G2 Hot Start Polymerase (Promega) et est référencé dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Composition du mélange réactionnel pour la PCR en point final.

Volume pour

Produit
Concentration finale 1 réaction
(concentration initiale)
(bL)
Tampon Taq (5X) 1X 10
MgCl2 (25 mM) 1,5 mM 3
dNTP (10 mM) 200 uM 1
Amorce sens (100 uM) 0,2 uM 0,1
Amorce anti-sens (100 yM) 0,2 uM 0,1
Taq (5 U/uL) 5U 1
H20 29,8
Volume final 45

Le volume final est de 50 pL dont 5 uLL d’extrait d’ADN et 45 pL de mélange réactionnel. Le

témoin positif est une souche de référence M. genitalium G37 et le témoin négatif contient

uniquement du mélange réactionnel.

L’amplification a été réalisée avec le thermocycleur VeritiPro Thermal Cycler (Applied

Biosystem) selon le programme d’amplification décrit dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Programme de la PCR en point final.

Programme Etape Température Temps Nombre de
(°C) (min : sec) cycles
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 0

Suite au programme d’amplification, les produits PCR sont déposés sur un gel d’agarose de 2%

contenant 5 uL pour 100 pL d’un intercalant d’ADN (Midori Green®) afin d’étre détectés par

¢lectrophorese. Un volume de 5 pL d’amplifiat ou de marqueur de taille (Thermo Scientific

100 pb) est lui aussi déposé et le tampon de migration utilisé est le TAE (Eurobio®) concentré
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a 1X. La durée de la migration des produits de PCR ¢était de 20 minutes et a été réalisée a 100V.

Une fois la migration terminée, le gel a été révélé sous ultra-violet (254 nm) puis photographié.

obbM 1 2 3 4 5 6 7 8 -+

Figure 14 : Photographie d’une €lectrophorese sur gel d’agarose révélée sous rayons UV.

2. Séquencage
Les produits PCR ont été¢ envoyés a Eurofins genomics pour étre purifiés puis séquencés par
méthode Sanger. Pour ce faire, I’envoi de 15 puL de produit PCR et de 10 uL d’amorce
(concentration de 10 uM) est nécessaire par réaction. L’amorce sens MG-parC-A est utilisée pour

le séquencage du gene parC et I’amorce MG-gyrA-F est utilisée pour le séquengage du gene gyrA.

L’analyse des séquences d’ADN a ensuite été réalisée via le logiciel BioEdit et comparée a
celle de la souche de référence M. genitalium G37. En cas de mutation, la séquence d’ADN a
été traduite en séquence protéique avec le logiciel du site http://www.bioinformatics.org/sms/
en utilisant le code génétique des mycoplasmes. Les séquences protéiques ont ensuite été
comparges a celle de la souche de référence M. genitalium G37 afin de constater si la mutation

entraine la modification d’un acide aminé.

La présence de mutations n’aboutit pas forcément a un phénotype de résistance. En effet,
certains changements d’acides nucléotidiques n’entrainent pas de changement d’acide aminé et
donc, in fine, pas 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 amin¢ et donc de la protéine, ce qui peut aboutir

au développement de résistance puisque I’antibiotique ne reconnait plus sa cible.
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RESULTATS

I. Prévalence de I’infection & M. genitalium au sein de la cohorte

Chlazidoxy

Nous avons recherché la présence de M. genitalium dans les 868 écouvillons recueillis a
I’inclusion, correspondant aux 442 patientes de la cohorte Chlazidoxy (Figure 15).
Parmi les 432 écouvillons vaginaux analysés, 81 étaient positifs a M. genitalium.

Parmi les 436 écouvillons ano-rectaux analysés, 58 €taient positifs a M. genitalium.

868 écouvillons

432 écouvillons 436 écouvillons
vaginaux ano-rectaux
[ I [ I
351 PCR 81 PCR 378 PCR 58 PCR
négatives a positives a négatives a positives a
M. genitalium M. genitalium M. genitalium M. genitalium

Figure 15 : Nombre d’échantillons vaginaux et ano-rectaux négatifs et positifs a M. genitalium.

Nous avons donc un total de 139 prélévements positifs a M. genitalium correspondant a 102
patientes (Tableau 11) :

- 37 patientes ont un €couvillon vaginal et ano-rectal positifs a M. genitalium.

- 44 patientes ont seulement I’écouvillon vaginal positif a M. genitalium.

- 21 patientes ont seulement I’écouvillon ano-rectal positif a M. genitalium.
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Tableau 11 : Patientes ayant une infection vaginale et/ou ano-rectale a M. genitalium au sein

Identification de

la patiente

Patiente 1
Patiente 2
Patiente 3
Patiente 4
Patiente 5
Patiente 6
Patiente 7
Patiente 8
Patiente 9
Patiente 10
Patiente 11
Patiente 12
Patiente 13
Patiente 14
Patiente 15
Patiente 16
Patiente 17
Patiente 18
Patiente 19
Patiente 20
Patiente 21
Patiente 22
Patiente 23
Patiente 24
Patiente 25
Patiente 26
Patiente 27
Patiente 28
Patiente 29
Patiente 30
Patiente 31
Patiente 32
Patiente 33
Patiente 34
Patiente 35
Patiente 36
Patiente 37
Patiente 38

de la cohorte Chlazidoxy.

Résultats de la PCR de

détection de M. genitalium

Vagin
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive

NT
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
NT
Positive

Anus
Négative
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Négative
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Négative
Négative
Positive
Positive
Positive

Identification de

la patiente

Patiente 39
Patiente 40
Patiente 41
Patiente 42
Patiente 43
Patiente 44
Patiente 45
Patiente 46
Patiente 47
Patiente 48
Patiente 49
Patiente 50
Patiente 51
Patiente 52
Patiente 53
Patiente 54
Patiente 55
Patiente 56
Patiente 57
Patiente 58
Patiente 59
Patiente 60
Patiente 61
Patiente 62
Patiente 63
Patiente 64
Patiente 65
Patiente 66
Patiente 67
Patiente 68
Patiente 69
Patiente 70
Patiente 71
Patiente 72
Patiente 73
Patiente 74
Patiente 75
Patiente 76

Résultats de la PCR de
détection de M. genitalium

Vagin
Positive
Positive

Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive

Anus
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
NT
Négative
Négative
Négative
Positive
Positive
Positive
Négative
Négative
Négative
Négative
Positive
Négative
Négative
Négative
Négative
Positive
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Positive
Positive
Négative
Positive
Négative
Positive
Positive
Négative
Positive
NT
Négative
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Résultats de la PCR de

Identification de détection de M. genitalium

la patiente .
Vagin Anus
Patiente 77 NT Positive
Patiente 78 Négative Positive
Patiente 79 Négative Positive
Patiente 80 Positive Négative
Patiente 81 Positive Positive
Patiente 82 Positive Positive
Patiente 83 Positive Positive
Patiente 84 Positive Négative
Patiente 85 Positive Positive
Patiente 86 Positive Positive
Patiente 87 Positive Positive
Patiente 88 Positive Positive
Patiente 89 Négative Positive
Patiente 90 Positive Négative
Patiente 91 Positive Positive
Patiente 92 Positive Positive
Patiente 93 Positive Négative
Patiente 94 Positive Négative
Patiente 95 Positive Positive
Patiente 96 Positive Positive
Patiente 97 Positive Négative
Patiente 98 Positive Négative
Patiente 99 Positive Négative
Patiente 100 Positive Négative
Patiente 101 Positive Négative
Patiente 102 Positive Négative

NT : non testé.

La prévalence de I’infection a M. genitalium au sein de la cohorte Chlazidoxy était de 23,07%

(102/442).
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Nous avons regardé la prévalence de ’infection a M. genitalium en fonction des centres ayant
participé a I’étude Chlazidoxy. Celle-ci variait de 10,4% pour le centre d’orthogénie de Tours
a 68,4% pour le centre d’orthogénie de Roubaix (Tableau 12).

Tableau 12 : Prévalence de l'infection a M. genitalium par centre.

Nombre de Nombre de patientes positives a M. genitalium
Centre patientes Vagin + Anus + Vagin + Total
parcentre  niquement uniquement  Anus + oa
1 - Orthogénie 73 6 5 7 18 (24,6%)
Bordeaux
2 - CeGIDD o
Bordeaux 50 5 3 7 15 (30%)
3 CeGIDD 172 14 5 4 23 (13,4%)
Marseille
4 - CeGIDD 67 9 7 9 25 (37,3%)
Nantes
5 — CeGIDD Guy o
Moquet Paris 13 1 0 2 3(23.1%)
6 — Orthogénie o
Roubaix 19 4 1 8 13 (68,4%)
7 — Orthogénie 48 5 0 0 5(10,4%)
Tours
Total 442 44 21 37 102 (23,07%)

II. Données démographiques et clinico-biologiques

Nous avons analysé les données démographiques, clinico-biologiques et les données
concernant les pratiques sexuelles des patientes de la cohorte Chlazidoxy, afin de mettre en
¢vidence de potentiels facteurs de risque d’infection a M. genitalium.

Nous avons comparé les données des patientes ayant une infection a M. genitalium a celles ne

présentant pas cette infection.

La moyenne d’age était de 22,8 ans dans chaque groupe (Tableau 13). Quel que soit le statut de
I’infection a M. genitalium, la majorité des patientes €tait née en France, deux tiers d’entre elles
¢taient célibataires et avaient un niveau d’éducation élevé. La majorité des patientes était des

¢tudiantes ou des employées.
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Tableau 13 : Données démographiques des patients positives et négatives a M. genitalium.

Patientes positives & Patientes négatives

Variables M. ﬁe:i:‘glzium a M.Ng:r;iz%lium p
n (%) n (%)
Age (années)
Moyenne, Ecart-type 22,8 -47 22,8-47
Médiane (min — max) 22 [18-48] 22 [18-48]
Pays de naissance
France (incluant les DOM-TOM) 95 (93,1) 291 (85,8)
Autre 7(6,9) 49 (14,2) 0.06
Statut marital
Célibataire 67 (65,7) 227 (67)
Autre 35 (34,3) 113 (33) 0.9
Niveau d’éducation
Elevé 70 (68,6) 243 (71,7)
Bas 32 (31,4) 97 (28,3) 0.62
Situation professionnelle
Employée 37 (36,3) 123 (36,3)
Etudiante 45 (44,1) 168 (49,6) 0,39
Autre 20 (19,6) 49 (14,2)

Concernant les données clinico-biologiques, nous n’observons pas de différences entre le
groupe de patientes présentant une infection a M. genitalium et le groupe non infecté
(Tableau 14). La majorité des patientes n’avait aucun antécédent d’IST. Toutes les patientes
étaient séronégatives pour le VIH.

La moitié des patientes rapportait des symptomes vaginaux, pouvant étre en lien avec
I’infection vaginale a C. trachomatis (les patientes incluses dans Chlazidoxy avaient toutes un
¢couvillon vaginal positif a C. trachomatis).

En revanche, plus de 90% des patientes ne présentaient aucun symptome au niveau anal. Dans
plus de la moiti¢ des cas (58,6% ; 34/58), les patientes présentaient une co-infection
C. trachomatis/M. genitalium au niveau anal.

Environ 80% des patientes ont eu leur premier rapport sexuel entre 15 et 19 ans. Dans les deux
groupes, un tiers des patientes avait un partenaire sexuel régulier. Un partenaire occasionnel
était rapporté chez 32,7% des patientes non infectées a M. genitalium versus 20,8% chez les
patientes infectées. Avoir un partenaire régulier et occasionnel était rapporté chez 42,6% des
patientes positives a M. genitalium versus 36,3% des patientes négatives. Parmi les 58 patientes
présentant une infection anale a M. genitalium, 37 (63,8%) ne rapportaient pas de rapports

sexuels anaux.
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Tableau 14 : Données clinico-biologiques des patientes positives et négatives a M. genitalium.

Patientes positives a  Patientes négatives a

Variables M. ﬁe:i:(a)lzium M. ﬁegl;‘::)ium p
n (% n (%
Oui 18 (17,6) 69 (20,4)
Non 80 (78,4) 263 (77,6) 0,59
Inconnu 4 (3,9) 8(2,1)
Chlamydia trachomatis (n=18)
Oui 17 (94,4) 60 (87)
Non 0 8 (11,6)
Inconnu 1(5,6) 1(1,4)
Neisseria gonorrhoeae (n=18)
Oui 2(11,1) 18 (26,1)
Non 15 (83,3) 47 (68,1) 0,37
Inconnu 1(5,6) 4 (5,8)
Positif 0 0
Négatif 81 (79,4) 282 (83,2)
Inconnu 21 (20,6) 58 (16,8)
Au niveau vaginal
Pas de symptome 56 (54,9) 165 (48,4)
> 1 symptéme 46 (45,1) 175 (51,6) 0.3
Au niveau anal
Pas de symptome 92 (90,2) 310 (91,2)
=1 symptbéme 10 (9,8) 30 (8,8)

Age du premier rapport sexuel

10 a 14 ans 8(7,9) 16 (4,7)

15a19 ans 81 (80,2) 287 (84,4)

20 a4 24 ans 12 (11,9) 31(9,1)

> 25 ans 0 6(1,8)

Type de partenaire sexuel durant la derniere année

Seulement régulier 33 (32,7) 92 (27,1)

Seulement occasionnel 21 (20,8) 111 (32,7)

Occasionnel + régulier 43 (42,6) 123 (36,3) 0.13
Non spécifié 4 (4) 14 (3,8)



Utilisation du préservatif lors d’un rapport avec un partenaire occasionnel

Toujours 10 (15,6) 44 (18,8)
Parfois 46 (71,9) 175 (74,8)
Jamais 8 (12,5) 15 (6,4)
Nombre total de partenaires sexuels au cours de la vie

1a5 44 (43,6) 148 (43,4)
6a10 19 (18,8) 91 (26,8)
=11 38 (37,6) 101 (29,8)
Pratique du sexe anal

Oui 33(32,7) 124 (36,6)
Non 68 (67,3) 216 (63,4)

0,26

0,173

0,55

positives a M. genitalium et celles négatives.

Dans notre étude, il n’a pas été observé de différence concernant les données

démographiques, clinico-biologiques et le comportement sexuel entre les patientes

III. Charge bactérienne

Nous avons estimé la charge bactérienne de M. genitalium pour les 139
M. genitalium.

Au niveau vaginal, la moyenne était de 1,27.10° copies/uL versus 2,03.1

¢chantillons positifs a

0? copies/pL pour les

échantillons ano-rectaux (Tableau 15, Figure 16). La charge bactérienne est significativement

différente en fonction du site de prélevement (test de Student, p < 0,05).

Tableau 15 : Charge bactérienne chez les patientes ayant une PCR M.

genitalium positive.

Ecouvillons vaginaux

Ctde
détection de Quantification
la PCR (copies / yL)

M genitalium

Médiane - 17,70
Moyenne 36,8 1,27E+03
Ecart-type 3,1 6,02E+03

Ecouvillons ano-rectaux

Ctde
détection de Quantification
la PCR (copies / yL)

M. genitalium

- 6,10
38,3 2,03E+02
2,6 7,65E+02
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Figure 16 : Charge bactérienne de M. genitalium selon le site de prélévement.

Si nous analysons par type de centre, la charge bactérienne est significativement plus élevée
chez les patientes venant de CeGIDD (médiane = 14,40 copies/uL) [1,52 - 9730] que chez les
patientes incluses dans les centres d’orthogénie (médiane = 10,90 copies/uL) [1,55 - 51800]
(p = 0,04). Cette différence n’est pas notée sur les échantillons ano-rectaux, mais uniquement

sur les échantillons vaginaux (médiane = 30,80 versus 13,40 ; p = 0,034).

Ainsi, la charge bactérienne de M. genitalium était significativement supérieure au niveau

vaginal par rapport au niveau ano-rectal.
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IV. Prévalence de la résistance aux macrolides

Nous avons recherché la présence de mutations au sein de I’ARNr 23S associées a la résistance
aux macrolides par la PCR FRET dans les échantillons positifs a M. genitalium.
Un résultat interprétable a été obtenu pour 92 échantillons (Figure 17) :
- 19 présentaient une mutation associée a la résistance aux macrolides.
= 10 échantillons vaginaux et 9 échantillons ano-rectaux.
- 73 présentaient une séquence nucléotidique identique a celle d’une souche sauvage.

=> 51 échantillons vaginaux et 22 échantillon ano-rectaux.

139 écouvillons positifs a
M. genitalium

Présence de mutations Absence de mutations Résultats

associées a la résistance associées a la résistance ininterprétables
aux macrolides aux macrolides N =47
N=19 N=73 e
|
| . 1 I : 1 ' '
Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons

vaginaux ano-rectaux vaginaux ano-rectaux vaginaux ano-rectaux

N=10 N=9 N =51 N=22 N =20 N =27

Figure 17 : Résultats de la recherche de mutations associées a la résistance aux macrolides au
sein des échantillons positifs a M. genitalium.

Les 92 échantillons avec un résultat interprétable correspondaient a 75 patientes :
- 62 patientes avec des souches de M. genitalium sensibles aux macrolides.
- 13 patientes avec des souches de M. genitalium résistantes aux macrolides.

La prévalence de la résistance aux macrolides s’¢levait donc a 17,33% (13/75).

L’identification exacte de la mutation a été réalisée par séquencage de la région cible. Nous
avons ainsi identifié :

- la mutation A2058G dans 2 échantillons.

- la mutation A2059G dans 14 échantillons.

- la mutation A2062T dans 3 échantillons.
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Si I’on raisonne en termes de nombre de patientes (Tableau 16) :
- 6 patientes avaient une souche mutée au niveau vaginal et anal, la méme mutation ayant
¢été identifiée dans chacun des sites.
- 4 patientes avaient une souche mutée uniquement au niveau vaginal.

- 3 patientes avaient une souche mutée uniquement au niveau anal.

Tableau 16 : Mutations de résistance identifiées au sein de I’ARNr 23S.

Patiente Prélévement PCR TagMan PCR FRET Séquencage
Patiente 19 Vaginal Positive A2058G/A2059G A2059G
Rectal Positive A2058G/A2059G A2059G
Patiente 29 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive ND A2059G
Patiente 32 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive ND A2059G
Patiente 63 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive ND A2059G
Patiente 85 Vaginal Positive ND A2062T
Rectal Positive ND A2062T
Patiente 93 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive ND A2059G
Patiente 30 Vaginal Positive A2058G/A2059G A2059G
Rectal Négative - -
Patiente 42 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Négative - -
Patiente 60 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive ND ND
Patiente 84 Vaginal Positive ND A2059G
Rectal Positive WT WT
Patiente 7 Vaginal - - -
Rectal Positive A2058G/A2059G A2058G
Patiente 91 Vaginal Négative - -
Rectal Positive ND A2062T
Patiente 76 Vaginal Positive ND ND
Rectal Positive ND A2058G

La prévalence de la résistance aux macrolides s’¢levait a 17,33% (13/75).

La mutation la plus fréquemment rencontrée €tait la mutation A2059G.
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V. Prévalence de la résistance aux fluoroquinolones

1. Recherche de mutations au sein du géne parC

Nous avons recherché des mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones dans le
gene parC par PCR puis séquencage de la région cible.
Un résultat interprétable a été obtenu pour 80 échantillons (Figure 18) :
- 6 présentaient une mutation associée a la résistance aux fluoroquinolones.
= 5 échantillons vaginaux et un échantillon ano-rectal.
- 74 présentaient une séquence nucléotidique identique a celle d’une souche sauvage.

= 49 échantillons vaginaux et 25 échantillons ano-rectaux.

139 écouvillons positifs a
M. genitalium

Présence de mutations Absence de mutations Résultats
associées a la résistance associées a la résistance ininterprétables
aux fluoroquinolones aux fluoroquinolones N = 59
N=6 N = 74 =
Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons
vaginaux ano-rectaux vaginaux ano-rectaux vaginaux ano-rectaux
N=5 N=1 N = 49 N =25 N =27 N =32

Figure 18 : Résultats de la recherche de mutations associées a la résistance aux

fluoroquinolones dans le gene parC au sein des échantillons positifs a M. genitalium.
Les 80 échantillons avec un résultat interprétable correspondaient a 69 patientes :

- 63 patientes avec des souches de M. genitalium sensibles aux fluoroquinolones.

- 6 patientes avec des souches de M. genitalium résistantes aux fluoroquinolones.
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La mutation Ser(83)Ile a été identifiée dans cinq échantillons et la mutation Asp(87)Tyr dans

un seul échantillon (Tableau 17).

Tableau 17 : Tableau récapitulatif des mutations de résistance identifiées au sein de la

protéine ParC.

Patiente Préléevement PCR TagMan PCR parC Séquengage
Patiente 32 Vaginal Positive Positive Ser83(80)lle
Rectal Positive Positive Non déterminé
Patiente 86 Vaginal Positive Positive Ser83(80)lle
Rectal Négative - -
Patiente 70 Vaginal Positive Positive Ser83(80)lle
Rectal Négative - -
Patiente 75 Vaginal Positive Positive Ser83(80)lle
Rectal Négative - -
Patiente 96 Vaginal Positive Positive Asp87(84)Tyr
Rectal Positive Positive WT
Patiente 21 Vaginal Positive Positive WT
Rectal Positive Positive Ser83(80)lle

Il a également été retrouve la mutation Glul124(122)Lys chez une patiente au niveau vaginal
mais celle-ci n’est pas associée a un profil de résistance aux fluoroquinolones, la souche a donc

été considérée sauvage.

Aucune patiente ne possédait de souche de M. genitalium présentant une mutation de résistance

aux fluoroquinolones a la fois au niveau vaginal et rectal.

2. Recherche de mutation au sein du géne gyrA

L’amplification et le séquencage du gene gyrA ont été réalisés pour les 80 échantillons ayant
un résultat interprétable pour le géne parC.
Un résultat interprétable a été obtenu pour 23 échantillons et tous présentaient une séquence

nucléotidique du gene gyrA identique a celle d’une souche sauvage.

La prévalence de la résistance aux fluoroquinolones était de 8,7% (6/69).
La mutation la plus fréquemment rencontrée €tait la mutation Ser(83)Ile au sein de la protéine
ParC.

Aucune mutation au sein du gene gyrA n’a été identifiée.
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Une seule patiente (Patiente 32) a présenté une souche a la fois résistante aux macrolides et aux
fluoroquinolones :
- Au niveau vaginal, nous avons retrouvé la mutation A2059G, la mutation Ser83Ile et
aucune mutation au sein du gene gyrA.
- Au niveau ano-rectal, nous avons retrouvé la mutation A2059G. Les séquences

nucléotidiques des genes parC et gyrA étaient ininterprétables.
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DISCUSSION

Nous avons déterminé la prévalence de I’infection a M. genitalium au sein de la cohorte
Chlazidoxy. Cette cohorte inclut des femmes a risque d’IST, qui présentent toutes une infection
vaginale a C. trachomatis. Ainsi, nous avons montré que la prévalence de I’infection a
M. genitalium est de 23,07% (102/442). Plus précisément, 8,4% (37/442) des femmes
présentaient une infection vaginale et anale, 10% (44/442) uniquement une infection vaginale

et 4,75% (21/442) uniquement une infection anale.

Dans notre étude, la prévalence de I’infection vaginale et anale a M. genitalium s’¢léve
respectivement a 18,3% (81/442) et a 13,1% (58/442). Ces chiffres sont plus élevés que ceux
rapportés par ceux de Lillis et al. avec une prévalence de I’infection vaginale et anale
respectivement de 16,3% (65/400) et 4,3% (17/398) [51]. De méme, chez des femmes sud-
africaines, M. genitalium a été détecté chez 8,7% (52/601) des patientes au niveau vaginal et
2,7% (16/601) au niveau rectal [19]. En revanche, nos résultats concordent avec ceux de deux
¢tudes américaines, qui ont rapporté une prévalence de I’infection vaginale a M. genitalium
allant de 10,3% (12/116) a 20% (10/50) et une prévalence de I’infection ano-rectale allant de
6,7% (7/105) a 22% (11/50) [18][20]. Enfin, a I’1le de la Réunion, une étude menée entre 2017
et 2018 chez des femmes consultant dans un centre de dépistage des IST a montré une
prévalence de I’infection vaginale de 5,3% (60/1126) et de 2,2% (3/134) au niveau ano-rectal
[52].

Dans notre travail, un tiers des patientes (37/102) ont présenté a la fois une infection vaginale
et anale a M. genitalium. Ceci est également décrit dans la littérature, mais avec des prévalences
bien plus ¢€levées, allant de 52,9% (9/17) a 65% (8/13) [18][53].

Deux tiers des patientes ayant une infection anale a M. genitalium ne rapportaient pas de
rapports sexuels ano-rectaux. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés dans d’autres études
[18]. La prévalence ¢levée de I’infection anale en I’absence de rapports sexuels ano-rectaux
rapportés par les patientes pose question. Comme pour C. trachomatis, une hypothese pourrait
étre une auto-inoculation entre les deux sites du fait de leur proximité chez la femme. Cette
hypothéese est confortée par nos résultats de tests de résistance aux macrolides, qui montrent les

mémes mutations dans le vagin et I’anus chez une méme patiente, a I’exception d’un cas.
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Le typage moléculaire ou le séquencage de génome de M. genitalium est nécessaire pour
confirmer que les souches dans des sites anatomiques distincts sont identiques.

Il est également important de noter que nos techniques TAAN détectent les acides nucléiques
de la bactérie, que celle-ci soit vivante ou morte. Il serait intéressant de réaliser une technique

de PCR permettant d’étudier la viabilité de la bactérie a partir d’échantillons ano-rectaux.

Nous avons observé que les charges bactériennes de M. genitalium étaient significativement
supérieures au niveau vaginal par rapport au niveau anal, ce qui est en accord avec les données
de la littérature [20]. Cette méme étude a rapporté une charge bactérienne significativement
plus ¢levée dans les échantillons contenant une souche mutée versus ceux contenant une souche

sauvage, ce qui n’est pas le cas dans notre travail.

Dans Chlazidoxy, les patientes ont été incluses dans des CeGIDD et des centres d’orthogénie.
Nous avons montré que la prévalence de I’infection a M. genitalium varie de 13,4% a 37,3%
selon le CeGIDD participant, et de 10,4% a 68,4% selon le centre d’orthogénie. Dans la
littérature, au sein d’une cohorte de 302 patientes consultant dans un centre de dépistage des
IST et présentant une infection vaginale, 7,3% (22/302) des patientes étaient €galement
positives a M. genitalium [21]. Chez des patientes consultant pour une IVG, 656 présentaient
une infection vaginale a C. trachomatis, parmi lesquelles 10,1% (66/656) étaient également

positives a M. genitalium [54].

Concernant la résistance aux antibiotiques, nous avons montré que 17,3% (13/75) des patientes
¢taient infectées par une souche de M. genitalium résistante aux macrolides. La prévalence de
la résistance aux macrolides au niveau vaginal était 16,4% (10/61) versus 29% (9/31) au niveau
ano-rectal. Les données récentes de la littérature montrent une prévalence de résistance chez
les femmes plus ¢élevée, variant de 21,7% a 53% [21][20][55]. Une étude réalisée dans un
hépital du sud-ouest des Etats-Unis dans une cohorte de 719 femmes enceintes se présentant
pour un suivi de grossesse a montré que 30,8% de souches de M. genitalium présentaient une
mutation de résistance aux macrolides, au niveau vaginal [56]. Dans une ¢tude américaine,
I’ensemble des échantillons ano-rectaux et 90% des échantillons vaginaux analysés avaient une
souche de M. genitalium résistante aux macrolides [18]. Aux Pays-Bas, toujours chez des
femmes, la prévalence de la résistance aux macrolides au niveau vaginal était de 55,7% et au

niveau anal de 59,2% [57].
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Dans notre cohorte, environ la moiti¢ de nos patientes présentait a la fois une infection vaginale
et anale, et la méme mutation a été identifiée dans chacun des sites anatomiques. Ceci est
concordant avec les résultats de 1’étude de Khosropour et al., dans laquelle 65% des patientes
présentaient une infection vaginale et anale avec une mutation identique dans chaque

¢chantillon [18].

La résistance aux fluoroquinolones est beaucoup plus faible dans notre étude, avec une
prévalence 8,7% (6/69), correspondant a cinq échantillons vaginaux et un seul échantillon ano-
rectal. Ces résultats sont concordants avec d’autres travaux réalisés chez des femmes, qui ont
montré la présence de mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones dans 0% a 14%
des échantillons vaginaux et 0% des échantillons ano-rectaux [18][20][56][58]. Seules des

mutations au sein de la protéine ParC ont été identifi€es, en particulier Ser831le.

Ainsi les résistances aux macrolides et aux fluoroquinolones de M. genitalium sont de plus en
plus préoccupantes et risquent de continuer a augmenter inexorablement avec 1’utilisation de
ces antibiotiques. La stratégie thérapeutique actuelle recommande un traitement guidé par la
recherche préalable de mutations associées a la résistance aux macrolides chez M. genitalium

(resistance-guided therapy) [16].

Ce travail sera poursuivi par I’analyse des échantillons collectés six semaines apres le début du
traitement par azithromycine ou doxycyline. En effet, dans la cohorte Chlazidoxy, la moiti¢ des
patientes a regu de I’azithromycine 1 g en dose unique et 1’autre moiti¢ de la doxycycline
100 mg deux fois par jour pendant 7 jours pour le traitement de I’infection a C. frachomatis.
Un auto-prélévement vaginal et ano-rectal ont été collectés six semaines apres le début du
traitement pour vérifier la guérison microbiologique. Comme pour ce travail, nous
rechercherons M. genitalium dans ’ensemble des échantillons vaginaux et ano-rectaux
collectés a la visite de suivi a six semaines. Pour les échantillons positifs a M. genitalium, nous
rechercherons la résistance aux macrolides et aux fluoroquinolones. Ces résultats nous
permettront de calculer I’incidence de I’infection & M. genitalium a la semaine 6, de comparer
I’efficacité des deux types de traitement sur 1’éradication de la bactérie et d’évaluer I’émergence
de souches résistantes. Le typage des échantillons positifs a M. genitalium permettra également
de différencier une infection persistante d’une nouvelle infection. Ce travail fera 1’objet de mon

mémoire de DES de Biologie Médicale.
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Résumé

Nous avons évalué la prévalence de I’infection a M. genitalium au sein des échantillons
vaginaux et ano-rectaux de la cohorte Chlazidoxy, incluant des femmes ayant une infection
vaginale a C. trachomatis. Au total, 23,07% (102/442) des patientes présentaient une infection
a M. genitalium, avec une prévalence au niveau vaginal de 18,3% (81/442) et de 13,12%
(58/442) au niveau anal. Dans un tiers des cas, la bactérie a été¢ détectée dans les deux sites
anatomiques analysés. L’¢tude de de la charge bactérienne a montré que celle-ci était
significativement plus importante dans les échantillons vaginaux par rapport aux échantillons
anaux. Parmi les échantillons positifs a M. genitalium, 17,3% (13/75) étaient résistants aux
macrolides et 8,7% (6/69) résistants aux fluoroquinolones. La mutation A2059G au sein du
gene de I’ARNr 23S et la mutation Ser83Ile au sein de la protéine ParC, associées
respectivement a la résistance aux macrolides et aux fluoroquinolones, ont été les plus
fréquemment identifiées. Une seule patiente présentait une infection avec une souche résistante

a ces deux classes d’antibiotiques.

Mots-clefs : M. genitalium, prélevement vaginal, prélevement anal, charge bactérienne,

macrolides, fluoroquinolones.

Summary

We evaluated the prevalence of M. genitalium in vaginal and anorectal samples from the
Chlazidoxy cohort. In this cohort, all women had vaginal C. trachomatis infection. A total of
23.07% (102/442) of patients were M. genitalium-positive, including 18.3% (81/442) with
vaginal M. genitalium and 13.12% (58/442) with anal M. genitalium. One third of women had
concurrent vaginal and anal M. genitalium. Bacterial load was significantly higher in the
vaginal samples than in the anal samples. Among M. genitalium-positive samples, 17.3%
(13/75) were resistant to macrolides and 8.7% (6/69) were resistant to fluoroquinolones. The
A2059G mutation in the rRNA 23S gene and the Ser83Ile mutation in the protein ParC,
associated with macrolide and fluoroquinolone resistance, respectively, were the most
frequently identified. Only one patient had an infection with a strain resistant to these two

classes of antibiotics.

Key words : M. genitalium, vaginal swabs, anal swabs, bacterial load, macrolides,

fluoroquinolones.
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