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Liste des abréviations

IVG interruption volontaire de grossesse
PEP Prélevement endocervical protégé
PV  Prélevement vaginal

SA  Semaines d’aménorhée

cm  centimetre

CPP comité consultatif de protection

Ct  Cycle Threshold (cycle seuil)

El Effet indésirable

EP récepteur aux prostaglandines E;
Ig immunoglobuline

IL interleukine

IST infection sexuellement transmissible
ml  millilitre

mm  millimétre

ng hanogramme

NP  non précisé

%) diameétre

PCR polymerase chain reaction

VS versus
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Introduction

Position du probléme

La prématurité concerne 5 a 9 % des naissances. Elle est responsable des trois quarts de la

mortalité périnatale et de la moitié de la mortalité & long terme ™.

Les accouchements prématurés et les avortements du 2° trimestre sont d’origine infectieuse
dans 25 & 40% des cas 2, marquée par la présence de bactéries au contact des membranes

feetales [,

L’¢évolution des méthodes de détection, avec I’avénement de la biologie moléculaire, a permis

d’attribuer a une plus grande part des accouchements prématurés cette origine.

Parmi les quatre mécanismes avancés par Romero et al. ™!, la voie ascendante est la plus
fréquemment incriminée °!. Du stade 1 (anomalies de la prolifération microbienne vaginale)
au stade 4 (infection feetale) traditionnellement décrits, plusieurs études vont dans le sens

d’une colonisation de I’espace extra-amniotique vers 1’espace intra-amniotique 61,

Les liens statistiques entre infection ovulaire ascendante et accouchement prématuré sont forts

mais non suffisants pour établir une causalité directe 4.

Le mécanisme principal dans le déclenchement d’un travail prématuré est basé sur la
physiopathologie de la réaction inflammatoire ™. La réaction immunitaire engendre la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de prostaglandines responsables de contractions
utérines et des modifications cervicales. Par ailleurs, ’augmentation locale des enzymes de

dégradation (métalloprotéases) aboutit a une rupture prématurée des membranes.
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Plusieurs inconnues persistent dans la compréhension du mécanisme physiopathologique
exact: le travail prématuré est-il la conséquence d’une réaction inflammatoire locale
aspecifique ? Une vaginose bactérienne ou une cervicite pourraient en étre la cause. Ou bien
s’agit-il d’un véritable mécanisme infectieux qui peut étre ou non d’origine gynécologique
BI9 Les infections systémiques sont en effet source de contractions. Enfin, certains

arguments sont en faveur d’une forte réaction inflammatoire compliquant 1’infection feetale

[6,7]

La flore vaginale a été largement étudiée alors que la composition des sécrétions cervicales et

de la flore endocervicale doit étre approfondie.

La relation entre la vaginose bactérienne en début de grossesse et la prématurité était jusqu’a

maintenant admise ' sans pour autant qu’un lien de causalité ait été montré .

Les résultats de I’étude PREMEVA montrent que le vagin est probablement encore trop
«loin» de I’ceuf (Données non publiées). Ceci est confirmé par la méta-analyse de
Brocklehurst et al. Cette revue fournit peu de preuve en faveur de la recherche et du

traitement de la vaginose bactérienne chez la femme enceinte pour prévenir la prématurité 2%,

Le rble éventuel des différents acteurs du canal endocervical (glandes, bouchon muqueux,
bactéries, fluides) pour défendre I’ceuf ou au contraire le laisser s’infecter par des bactéries est
encore largement incompris. La recherche d’un risque d’accouchement prématuré augmenté
pourrait passer par I’exploration d’une présence anormale de microorganismes dans le canal

cervical.

La littérature sur ce sujet est peu fournie et ancienne. Les études sont difficiles a interpréter
car la description du mode de prélévement endocervical est peu précise : il n’existe pas de

procedure standardisée de prélévement qui permet d’éliminer une contamination par la flore
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vaginale 9. La fiabilité de ces études peut étre remise en question. De plus, I’existence de
milieux de culture limités ne permettait pas de détecter la présence de certains micro-

organismes.

Dans 1’étude récente de Hansen et al ™| des prélévements d’endocol & visée bactériologique
sont réalisés a une profondeur définie chez la femme enceinte non symptomatique. 11 s’agit
d’une étude prospective chez 21 femmes au premier et troisieme trimestre. Un prélévement
vaginal, ainsi qu’un prélévement endocervical distal et proximal sont réalisés selon un
protocole précis. La charge bactérienne (ARN16S) est plus importante de maniére
significative dans le vagin que dans I’endocol. De la méme maniére, la charge bactérienne est

plus forte dans la partie distale du bouchon muqueux que dans sa partie proximale.
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Objectifs

L’objet de ce travail est d’approfondir les connaissances sur I’environnement endocervical,
d’en décrire I’anatomie, 1’histologie, I’immunologie, la bactériologie et d’en connaitre les
modifications physiologiques pendant la grossesse. 11 s’agit également de préciser le lien entre
ce microenvironnement et la survenue d’un accouchement prématuré. La finalité de cette
étude est d’aboutir a la rédaction d’un protocole de recherche exploratoire destiné a établir

avec précision I’écologie bactérienne du canal endocervical.

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché quel matériel était le plus adapté pour réaliser
des prélévements endocervicaux chez la femme enceinte dans une étude informelle
exploratoire chez des patientes ayant recours a une IVG, en décrivant notre « standard » de
technique de prélévement. Nous avons créé un nouveau dispositif médical permettant de
réaliser des prélevements endocervicaux protégés selon les critéeres que nous avons définis

chez la femme enceinte.

L’ensemble de ces données nous permet de proposer les modalités d’un protocole de
prélevements endocervicaux protégés a 2,5 cm au premier trimestre de la grossesse chez des

patientes ayant recours a une IVG.

10
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1°" partie : Environnement et contenu bactériologique du canal

endocervical pendant la grossesse.

Le col utérin

1. Embryologie :
Dans I’embryogénése, le col de I'utérus a une origine mésodermique 2. A partir de la 9*™
semaine de développement, le paramesonéphros ou canaux de Miiller, en 1’absence de
stimulation par ’AMH (Anti-Millerian Hormone), va se différencier en trompes, utérus, col,
et tiers supérieur du vagin ™. L’intégralité de ces organes ont la méme origine : épithélium et

mésenchyme sous-jacent 2.

2. Anatomie :
Le col utérin a une morphologie unique, « dynamique ». Chez la femme non enceinte, il
mesure 3 cm de long ! 2 3 2,5 cm de diamétre antéro-post et 2,5 & 3 cm de large. Il est
cylindrique, avec une portion supra vaginale et une portion vaginale. La portion supra-
vaginale fait suite a I’isthme utérin, elle est entourée par le parameétre dans le lequel se trouve
le croisement entre I’uretére et Partére utérine ™. Un cul de sac annulaire sépare ces deux
portions. La partie distale fait saillie dans le vagin. On trouve a son sommet 1’orifice externe
du col, porte d’entrée du canal endocervical. Le col est vascularisé, de facon bilatérale, par
une artére cervico-vaginale, en général unique et volumineuse, branche terminale de I’artére
utérine. Elle est accompagnée en général par six artéres cervicales. Le réseau lymphatique,
sous forme de nombreux plexus, est en étroite communication avec le drainage vésical et

rectal. L’innervation est issue du plexus hypogastrique inférieur !

11
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3. Histologie :
La partie vaginale du col ou exocol, soumise a un environnement hostile est recouverte par un
épithélium pavimenteux stratifié kératinisé aglandulaire. L’endocol est tapissé d’un
épithélium cylindrique glandulaire. La zone de jonction entre les deux épithéliums se fait au
niveau de I’orifice externe M. 11 s’agit d’un secteur épithélial en renouvellement permanent,

et particuliérement exposée aux agents pathogénes provenant du milieu extérieur, 7.

Le tissu conjonctif sous-jacent est riche en fibroblastes et en collagene. Celui-ci est
responsable de la rigidité du col . Il existe un continuum de fibres musculaires lisses avec
I’utérus, qui ne représentent que 10 & 15 % du tissu cervical %%, Cette proportion est faible
notamment dans la partie vaginale du col ), et ne participe donc pas & sa solidité du col ™.
La matrice extra-cellulaire est formée de collagene de type 1 et 3, de glycoaminoglycanes
dont un des principaux est I’acide hyaluronique, de protéoglycanes (association d’un

glycoaminoglycane & une protéine), d’élastine et d’eau 22

12
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1 Muscularis

Figure 1: Col, canal endocervical, et cul-de-sac vaginal en coupe longitudinale. Coloration
éosine et hématoxyline. Faible grossissement. D’aprés Health, Wheater’s Fonctionnal
Hystology [*°!

4. Propriétés/ fonctions :
Le col doit faire un compromis entre solidité et ¢lasticité. Il s’agit, dans 1’intervalle trés court
de la grossesse, des fonctions antagonistes : il doit former, en début de grossesse, une barriére
protectrice solide. Il doit ensuite se ramollir, s’ouvrir, se dilater et s’effacer lors de
I’accouchement. Ses caractéristiques biomécaniques varient énormément pendant cette
période, et surtout pendant le travail. Le stroma cervical subit d’importantes modifications
tissulaires et moléculaires 22 On sait que la maturation cervicale précéde de plusieurs
semaines le travail et que les contractions utérines aboutissant a I’accouchement ne sont que

les derniers événements d’un long processus 2.

13
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Collagene

Le collagene dit « stable » a une structure en triple hélice. Il peut ensuite étre réticulé par une
enzyme, la peptidyl-lysine oxydase en fibrilles. Fibres et faisceaux créent ainsi la résistance
du tissu dans le col non gravide. Le tabac inhibe cette enzyme 4. Pendant la grossesse, la
concentration en collagéne reste la méme (74%) mais sa solubilité augmente passant de 37 a
80 %. La diminution de la réticulation du collagéne, grace a ’activité lytique amplifiée de la
collagénase, augmente les capacités élastiques du tissu 9?2 |es patientes qui ont un travail
long ont de plus fortes concentrations en collagéne dans le col ! La désorganisation

structurale du collagéne entraine cliniqguement un ramollissement du col.

Hydratation

La matrice extracellulaire est riche en glycoaminoglycanes dont le principal, 1’acide
hyaluronique, a une forte affinité pour les molécules d’eau. Il favorise I’hydratation du tissu
cervical qui augmente d’environ 5 % pendant la grossesse, passant de 75% a 80%, favorisant
ainsi le ramollissement du col. De méme, la concentration en glycoaminoglycanes double

pendant cette période [

. Les recherches récentes font part d’une molécule d’acide
hyaluronique de bas poids moléculaire capable d’induire une néovascularisation, une
production de cytokines, et de métalloprotéinases qui sont des acteurs importants de la

maturation cervicale °. Par ailleurs, I’injection intra-cervicale de hyaluronidase (enzyme de

dépolymérisation de I’acide hyaluronique) accélere la dilatation cervicale pendant le travail

[26,27]

Composante élastique

Les fibres d’élastine ont une organisation parallele a celle du collagéne. Dans leur
configuration « fermée », elles jouent un réle primordial dans le maintien du col fermé. Chez
les patientes ayant une incompétence cervicale, les biopsies montrent une diminution de la

quantité et un défaut de structure de cette molécule . Sous la contrainte mécanique des
14
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contractions utérines, ces fibres peuvent se distendre jusqu'a deux fois et demi, favorisant la

dilatation cervicale 24,

Modifications cellulaires

Des études récentes indiquent que la cascade biochimique conduisant & la maturation

cervicale peut étre activée par déformation mécanique de fibroblaste du col .

Pendant la maturation cervicale, les cellules inflammatoires, notamment les monocytes et les
neutrophiles s’accumulent dans le stroma cervical B%. Les neutrophiles sont une source de
collageénase, les prostaglandines et ’interleukine 8 participent a leur recrutement dans le tissu

cervical 181,

Modifications de structure pendant la grossesse

Read et al. décrivent les modifications cervicales tissulaires et moléculaires suivantes lors de

la gestation chez la souris :

Ripening Dilation

Cervical softening

I

0 1 gay) 18 19
Softening Ripening/Dilation Postpartum
T Collagen solubility T Tissue growth 1 Collagen solubility
T Tissue compliance T Tissue hydration T Leukocyte activation
T Expression of epithelial T Tissue compliance T Collagen density
genes T Hyaluronan synthesis T Cytokines (IL-1c, Mip2,
T Leukocyte infiltration TNFa, MCP1)

T Collagen dispersion
Changes in proteoglycan
composition

Figure 2 : Schéma représentatif des différentes phases de la gestation de la souris. La
physiologie cervicale peut étre divisée en phases distinctes: ramollissement, raccourcissement
et dilatation, réparation du post-partum. Les phases de raccourcissement et de dilatation sont
décrites ensemble dans la mesure ou ce phénomeéne n’est pas suffisamment connu pour étre
divisé en deux parties séparées. La période de réparation du post-partum correspond aux 24
heures suivant [’accouchement. D apres Read et al. (31

15
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Sensibilité aux prostaglandines et réqulation par les hormones stéroides

Les effets des prostaglandines sur le col sont moins connus alors que leur importance a été
beaucoup étudiée au sein du myomeétre. On sait que les quatre sous-types de récepteurs
(appelés EP) aux prostaglandines E, s’expriment a la surface de la majeure partie des cellules
qui composent le col : les vaisseaux sanguins, 1’épithélium du canal endocervical, le muscle
lisse, le stroma. Les récepteurs EP1 et EP3 sont responsables de la contraction du muscle lisse
alors que EP2 et EP4 jouent un role dans sa relaxation. EP2 et EP4 interviennent eégalement
dans la vasodilatation. Les prostaglandines augmentent par ailleurs la synthese de
glycoaminoglycanes par les fibroblastes cervicaux via le récepteur EP4. L’expression de ces
récepteurs n’est pas modifiée par la progestérone. En revanche, la présence d’cestrogénes
diminue I’expression d’EP1 et EP3. Ce déséquilibre entre ces deux catégories de récepteurs
aux fonctions antagonistes favoriserait ainsi la vasodilatation, 1’ cedéme, 1’ infiltration
leucocytaire, et le relachement musculaire, éléments primordiaux pour la maturation et la

dilatation cervicale &2,

16
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Figure 3 : Immunolocalisation des récepteurs aux prostaglandines (EP) dans les tissus du col
de brebis « contréle ». La localisation des récepteurs EP1 (A, E, I, M, Q), EP2 (B, F, J, N, R),
EP3 (C, G, K, K, O, S) et EP4 (D, H, L, P, T) a été analysée par immunofluorescence
indirecte. On retrouve des récepteurs dans les vaisseaux sanguins (A, B, C, D), dans
[’épithélium du canal endocervical (E, F, G, H), dans la couche musculaire circulaire (I, J, K,
L), dans la couche musculaire longitudinale (M, N, O, P) et dans le stroma (Q, R, S, T). Les
témoins néegatifs ont été realisees en remPIagant le premier anticorps par du sérum de lapin
non immunisé (U). D aprés Schmitz et al.*?

5. Echographie :
Le col utérin, mesuré en échographie entre 11 et 13' SA mesure environ 33 mm. Cette
longueur est reproductible dans les différentes études sur ce sujet. Cependant, certains auteurs
retrouvent une longueur avoisinant les 40-45 mm. Crane et al. expliquent ceci par

I’intégration du segment inférieur, encore peu développé, dans ces mesures 2%

17
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Lorsque que I’on mesure la longueur du col entre 20 et 24 SA chez des patientes
asymptomatiques a haut risque d’accouchement prématuré, la valeurs de 25 mm est

communément admise comme facteur prédictif d’un accouchement avant 35 SA B3,

Récemment, certaines publications ont mis en lumiere un autre marqueur morphologique en
échographie appelé « cervical gland area » (figure 4) : il s’agit de la région entourant le canal
endocervical et qui correspondrait a la région des « glandes » ou « cryptes ». Cette région peut
étre soit hyperéchogéne soit hypoéchogene par rapport au stroma cervical. Pires et al.
montrent dans une étude prospective que I’absence de « cervical gland area » chez une
patiente asymptomatique entre 21 et 24 SA est un facteur de risque d’accouchement
prématuré. La non-détection de cette zone pourrait correspondre a une maturation cervicale

débutante B4,

De méme, Grgic et al. montrent que cette zone est au moins aussi prédictive de

, , . 4
I’accouchement prématuré que la longueur cervicale 341

1 D 31.3mm
2 D41.1mm
¥3D 9.6mm
4D 9.3mm

Figure 4 : Coupe longitudinale d’'un col utérin au premier trimestre de la grossesse en
échographie par voie endovaginale. On distingue de part et d’autre du canal endocervical
une zone hyperéchogéne correspondant a «cervical gland area ». (Auteur : Pr D.Subtil)

18
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Le canal endocervical

1. Embryologie :
Les cellules bordant le canal endocervical ont la méme origine mésodermique que 1’ensemble

des structures du col.

2. Anatomie :
Le canal endocervical est réel (figure 5) et fusiforme. Ses parois antérieures et postérieures
sont marquées par la présence du pli palmé 242! (figure 6) formé d’une colonne longitudinale
d’ou partent des plis transversaux. L’extrémité supérieure, appelée orifice interne, se prolonge
avec I’isthme utérin. L’orifice externe est ponctiforme chez la nullipare et puis s’allonge
transversalement en formant une lévre antérieure et postérieure chez la multipare ™. Ce canal

est droit dans un plan sagittal et fusiforme dans le plan frontal ™!,

Figure 5 : Défilé endocervical en hystéroscopie. (Auteur: Dr D.Ledu)

19
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Plipalmé

Figure 6 : Coupe macroscopiqgue longitudinale de col utérin d'une femme en période
d'activité génitale. Pli palmé. (Auteur : Dr H. Franquet)

3. Histologie :
Le canal endocervical se replie en de nombreuses cryptes appelées « glandes » par abus de
langage. Ces cryptes sont ramifiées et leurs lumiéres se rejoignent pour se jeter dans le canal
endocervical (figures 7 et 8). Leur invasion normale dans la partie superficielle du chorion
n’excéde pas 7 mm B¥ Un épithélium muco-sécrétant tapisse I’ensemble de ce canal. Les
cellules sont capables, sous influence hormonale, de modifier la qualité et la quantité de leurs
sécrétions (figures 9 et 10) et sont parfois gorgées de mucus, qu’elles excrétent au pole
apical. En revanche, cet épithélium ne subit pas la méme desquamation cyclique que
I’endomeétre. On trouve de rares cellules ciliées (figure 11). Les kystes glandulaires, encore
appelés ceufs de Naboth, correspondent a des glandes endocervicales dilatées, suite a

I’obstruction de la lumiére d’un canal excréteur (figure 12).

L’épithélium endocervical est unistratifié, formé de cellules cylindriques a noyau basal

(figures 13 14 et 15) avec un stroma sous-jacent riche en fibroblastes et en collagéne (figure

20
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16) M8 A la jonction endo-exo-cervicale, ’épithélium se transforme en épithélium

malpighien pavimenteux pluristratifié, également aglandulaire.

Les illustrations suivantes ont été realisées avec une coloration HPS (Hémalun, Phloxine,
Safran). Il s’agit d’une coloration histologique topographique standard, associant a une
coloration nucléaire par 1’hémalun (violet), une coloration cytoplasmique par la phloxine
(rose) et une coloration du collagene par le safran (orangé). C’est une coloration trichromique.

(Auteur : Dr L.Farré)

Glande

Canal endocervical

Figure 7 (GR x 2) : Le canal endo-cervical se replie en de nombreuses « cryptes », appelées
encore « glandes » lorsque la coupe histologique passe par un plan transversal. Leurs
lumieres sont ramifiées et se rejoignent pour se jeter dans le canal endo-cervical.

21
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Glande

Canal endocervical

Figure 8 (GR x 4) : «Cryptes » et « Glandes »

Gouttelette ou Vacuole de

sécrétion intra-cytoplasmique

Excrétion demucus dans le canal

endocervical au péle apical

Noyau aupoélebasal dela cellule

Figure 9 (GR x 40) : Les cellules épithéliales sécrétent, sous l'influence des cestrogenes, un
mucus fluide laissant passer les spermatozoides.

22
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Cellule enflée par
I"accumulation
intra-cytoplasmicque
demucus

Figure 10 (GR x 40) : Glande bordeée de cellules épithéliales gorgées de mucus

cellule ciliée

Figure 11 (GR x 40) : Glande endocervicale comportant une rare cellule ciliée. Coloration
HES (Hématoxyline Erythrosine Safran), (Auteur : Dr Héléne Franquet).
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Stroma

Glande
Crypte

Canal endo-cervical

(Euf de Naboth

Figure 12 (GR x 10): Kyste ou ceuf de Naboth correspondant a une glande endocervicale
dilatée, suite a [’obstruction de la lumiere d’un canal excréteur.

Epithélium

Figure 13 (GR x 10) : Le canal endocervical et ses nombreuses invaginations sont recouverts
d’un épithélium glandulaire unistratifié
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Vacuoles au poéle apical

Noyau basal

Figure 14 (GR x 20) : Il s’agit de cellules cylindrigues mucosécrétantes, orientées avec un
noyau basal et [’accumulation de vacuoles intra-cytoplasmiques au péle apical.

Noyau basal
triangulaire typique

de cet épithélium

Figure 15 (GR x 40) : Extrémité d'une crypte
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Fibroblastes

Collagene

Figure 16 (GR x 20) : Extrémité d 'une crypte. Chorion sous-jacent.

4. Fonctions/ propriétés :

Barriere mécanique

L’épithélium joue le role de véritable barriere mécanique entre le canal endocervical et le
stroma sous-jacent. Les «jonctions serrées » (tight junctions) sont faites de protéines
transmembranaires, créant des liens solides imperméables au pdle apical de deux cellules
adjacentes : il s’agit d’une barriére para-cellulaire. Ces jonctions facilitent le passage
intercellulaire de nombreuses molécules et sont responsables de I’homéostasie des tissus B,
Elles ont également une fonction primordiale dans la défense du tissu sous-jacent B¢ Chez la
souris, en deuxiéme partie de gestation, lorsque le col se ramollit, 1’expression de genes liés a
I’épithélium endocervical indique le réle important potentiel de celui-ci dans le maintien

d’une barriére immunologique capable de protéger le stroma sous-jacent %3,
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Immunité

Comme dans beaucoup de systémes biologiques, 1’épithélium endocervical est la premiére
ligne de défense contre les agents pathogenes. Lors de la grossesse, cet épithélium permet la
protection du stroma cervical et du haut appareil génital. Ce role est accentué pendant le

travail et le post-partum, ou le col ouvert devient un environnement trés vulnérable.

In vitro, les cellules épithéliales exo et endocervicales, soumises a une agression bactérienne,
sécretent des cytokines (les interleukines 6 et 8). Par ailleurs, on observe une diminution de la
cohésion cellulaire : la perméabilité de la barriére épithéliale augmente, pouvant aller jusqu’a
étre interrompue, permettant alors le passage des bactéries, de I’eau ou de médiateurs de
I’inflammation dans le stroma sous-jacent. Ces phénoménes entrainent une réponse

inflammatoire locale responsable de modifications cervicales B,

L’administration de corticoides bloque la sécrétion de cytokines, diminue la perméabilité
cellulaire au niveau des cellules exocervicales mais pas endocervicales®”. L’injection de
corticoides dans la menace d’accouchement prématuré pourrait ainsi jouer aussi un role anti-

inflammatoire au niveau cervical.

Sécrétion du mucus

Les cellules de I’épithélium endocervical sont mucosécrétantes. Nous développerons cet

aspect dans le chapitre suivant.

Le bouchon muqueux

1. Origine :
Le bouchon muqueux est sécrété par 1’épithelium glandulaire endocervical, en fonction de son
imprégnation hormonale. 11 s’agit de sécrétions plus ou moins fluides chez la femme non

enceinte, évoluant au cours du cycle menstruel ; et se transformant en un bouchon semi-solide
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qui occlue le canal endocervical pendant la grossesse (figure 17) B8, A terme, il forme une
structure visqueuse, polarisée avec une partie utérine translucide et une partie vaginale plus
foncée et opaque. 1l pése entre 3 et 18 grammes B%. Hansen ne retrouve pas de différence, en
histologie standard et en immuno-histochimie dans la quantité et la composition cellulaire des

bouchons muqueux chez la femme enceinte entre leur partie distale et proximale ™4,

Figure 17: Photographie d'un bouchon muqueux & terme. D ‘aprés Becher et al. **!

2. Composition/propriétés physico-chimiques :
Le bouchon muqueux est composé par de la mucine, de I’acide hyaluronique, et des
protéoglycanes. On y retrouve par ailleurs de 1’eau, et de nombreuses cellules et molécules

liées au systéme immunitaire local (cytokines, anticorps...).

La molécule «clé » est la mucine, fabriquée par les cellules sécrétoires au sein du canal
endocervical. Sa concentration et sa composition sont influencées par les hormones stéroides

401 Elle est composée par une « core proteine » associée & des polysaccarides ™%,

De maniére générale, on en trouve plusieurs sous-types dans les mucus recouvrant les

épithéliums de surface de I’organisme. Ce sont également des protéines transmembranaires
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exprimées a la surface apicale des cellules de certains épithéliums glandulaires et canalaires

[41]

Dans 1’endocol, la mucine joue un role d’hydratation : elle retient 1’eau au sein du bouchon
muqueux. Elle sert de ligand pour les lectines, les molécules d’adhésion, facteurs de
croissance, cytokines, chemokines. Sa structure permet 1’exclusion stérique (en fonction de la
taille) des grosses molécules et des bactéries (réle certainement primordial dans la prévention
de I’infection ascendante). Ses polysaccharides (charge négative) retiennent les molécules de
charge positive (figure 18). Elle joue un réle dans I’inhibition de la réplication virale (pox
virus et VIH). Cette molécule est capable de s’associer avec un domaine transmembranaire

transmettant ainsi une information sur 1’état du mucus 9.

A: Ligands for cytokines B: Hydration C: Steric exclution of D: Retention of positively
langer molecules charged molecules

Figure 18 : Les quatre fonctions importantes de la mucine. (A) Ligand : les mucines sont des
ligands pour les lectines, les molécules d’adhésion, les facteurs de croissance, les cytokines et
les chémokines. (B) Hydratation : les mucines retiennent l’eau au sein du bouchon muqueux
et déterminent le « state » d’hydratation. (C) Exclusion stérique : les mucines excluent les
grosses molécules et les bactéries, elles empéchent donc leur diffusion dans le bouchon
muqueux. Les petites molécules diffusent plus librement. (D) Rétention des molécules de
charge positive Les oligosaccharides, chargés négativement repoussent les molécules de
méme charge mais laissent passer les molécules de charge positive. D ‘aprés Becher et al. ™
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Les protéoglycanes et les glycoaminoglycanes, dont 1’acide hyaluronique, participent a
’¢laboration du bouchon muqueux. L’acide hyaluronique a une concentration plus forte dans
le bouchon muqueux pendant la premiere phase du travail qu’avant terme 2632 De méme, au
niveau du tissu cervical, son poids moléculaire est significativement diminué pendant la
pendant la premiére phase du travail par rapport a une semaine avant et la concentration en

hyaluronidase est significativement plus importante ?°1.

Les cellules inflammatoires sont nombreuses. Il s’agit en majorité de polynucléaires
neutrophiles et de macrophages. Des lymphocytes B et T peuvent aussi étre présents. Il
n’existe pas de différence de composition cellulaire au premier et au troisiéme trimestre de la

grossesse. [

Le bouchon muqueux contient une foule de facteurs inflammatoires. Dans le cadre de
I’immunité innée (processus rapide et non spécifique de lutte contre les pathogénes), les
neutrophiles sécrétent de nombreux « peptides anti-microbiens » (figure 19) : lactoferrine,
SPLI (secretory leukoprotease inhibitor), lysozyme, calprotectine, alfa-défensine (a-defensins
human neutrophil peptides 1 to 3 (HNP1-3)), béta-défensine (human p-defensins 1 to 3
(HBD-1-3)) ... Bactéricides pour beaucoup de bactéries gram positives et négatives, ils sont
dispersés dans le milieu intra et extracellulaire %28 La teneur en peptides anti-microbien est
similaire dans le bouchon muqueux a terme et dans les sécrétions nasales. Il s’agit dans les
deux cas de séparer un environnement externe riche en agents pathogénes d’un organe interne

stérile (1’utérus ou le poumon) [1042]

30



BAUWENS Justine

H&E .

Preimmune

Figure 19 : Distribution des peptides antimicrobiens dans le bouchon muqueux. Les
bouchons ont été colorés avec soit de ’hématoxyline et de I'éosine soit avec les anticorps
dirigés contre les polypeptides antimicrobiens indiqués. Les zones immunoréactives sont
brunes, et la coloration standard est bleue. D ‘aprés Hein et al. 2002 B8

L’immunité acquise est un processus lent dont le principe est la fabrication d’anticorps ou de
lymphocytes spécifiques d’un antigéne donné. Ces anticorps sont sécrétés dans I’espace
extracellulaire, leur fixation sur un pathogéne spécifique active la cascade du complément
conduisant a la lyse cellulaire. Chez la femme enceinte, le taux d’lIgG et IgA au sein du
3éme

bouchon muqueux est 6 a 16 fois plus élevé. Les IgA augmentent au trimestre alors que

les IgG restent stables.
3. Fonctions :

Fertilité
En dehors de la grossesse, la glaire cervicale joue de nombreux roles physiologiques. Elle

protege le sperme de 1’environnement hostile du vagin et de la possibilité de phagocytose par
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les cellules de la lignee blanche dans le canal endocervical, elle facilite le passage des
spermatozoides pendant la période ovulatoire et complete les besoins en énergie avant la
phase d’ascension des voies génitales hautes. Elle joue le réle de filtre cellulaire pour les plus
défaillants. Elle devient, de maniere cyclique, pendant la phase lutéale, sous I’influence de la
progestérone, un véritable obstacle & leur passage ™. Sous I'influence cestrogénique, en
premiére partie de cycle, la glaire au départ non visible, devient cliniqguement jaune épaisse et
collante puis plus transparente, humide et extensible 4. Au moment de I’ovulation, ce
phénomene est connu en terme de rhéologie médicale sous le nom de « spinnbarkeit »

(4] La probabilité de conception est la plus forte le jour ou la qualité de la glaire est la plus

adéquate, indépendamment du jour de I’ovulation [44]

C’est sur cette physiologie que reposent les méthodes de régulation des naissances dites
«naturelles », notamment la «méthode Billings» ou plus récemment la
« NaProTechnologie » (Natural Procreative Technology), pour laquelle le but est d’optimiser
les conditions de fécondation in vivo chez les couples hypofertiles “¢! . L>observation de la
glaire cervicale durant son cycle permet a la patiente de reconnaitre la période de fertilité, afin

o - 47,48
d’éviter ou de favoriser une grossesse [47.48]

Barriere physique

La mucine joue le role de barriere physique contre les micro-organismes. Ses propriétés
physiques, chimiques, rhéologiques subissent de profondes modifications pendant la phase
ovulatoire du cycle menstruel. Juste avant 1’ovulation, la viscosité diminue facilitant le
passage des spermatozoides. Ces variations sont liées au changement de structure de la
mucine, notamment sous influence du pH. En effet, pendant la période péri-ovulatoire, le pH
est relativement haut, la diminution artificielle du pH au sein de bouchons muqueux pendant

cette période entraine une agrégation des molécules de mucine “%
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Figure 20 : Modifications de structure de la glaire cervicale au cours du cycle menstruel de

la femme. Image (A) : glaire pré-ovulatoire, (B) : glaire ovulatoire avec agrandissement (C),

(D) : glaire ovulatoire a pH 6. Représentation de deux spermatozoides pour faciliter la
. A . , ) \ . [40]

comparaison avec le méme agrandissement qu’en (B). D apreés Brunelli et al.

Les propriétés visco-€élastiques des bouchons muqueux des patientes a risque d’accouchement

prématuré (symptomatiques) sont altérées par rapport a des patientes contrdle au méme terme

[45].

Becher et al. proposent de fabriquer un bouchon muqueux artificiel (avec des propriétés

antibactériennes) chez ces patientes ayant un bouchon muqueux « défectueux ».

Barriere immunologique

La forte concentration en molécules immunologiques lui confere une activité antibactérienne
efficace. Eggert-Kruse et al. ont testé cette activité antibacteérienne sur 133 bouchons

mugqueux prélevés sur des femmes en milieu de cycle, infertiles, avec une activité sexuelle 1!
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IIs concluent que le pH endocervical n’est pas corrélé avec ’activité antibactérienne, mais que
la présence de sperme augmente cette activité. Les bouchons muqueux « infectés » ont une

activité antibactérienne moins forte que les bouchons muqueux stériles (p<005) .

Hein et al. ont étudié 56 bouchons muqueux chez des patientes en fin de grossesse (figure
20) : Ces derniers inhibent complétement la croissance de Staphylococcus saprophyticus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. En fonction des patientes, il existe une inhibition
partielle ou complete pour Streptococcus pyogenes, Streptococcus Agalactiae, Enterocoque

faecium, et Staphylococcus aureus %

Gentamicin’, _

"

Figure 21: Test de diffusion radiale de [’activité anti-microbienne de bouchons muqueux
contre le Streptocoque B. Photographie d’une plaque de gélose avec le test de diffusion
radiale. Comparaison avec les standards de gentamycine. D ‘aprés Hein et al.l®%

4. Bio-marqueurs endocervicaux et prématurité :
Vogel et al. rapportent une synthése des marqueurs cervicaux étudiés et informatifs en cas

d’accouchement prématuré. En présence de symptomes, on retrouve la triade interleukine 6,
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interleukine 8 et longueur cervicale ; la fibronectine seule ; I’association fibronectine et
longueur cervicale ; I’interleukine 6 seule. En 1’absence de symptomes, 1’interleukine 6, la

fibronectine, la ferritine, semblent étre des biomarqueurs intéressants .

La fibronectine feetale est une glycoprotéine sécrétée entre les deux membranes amniotiques.
Elle n’est pas secrétée habituellement aprés 24 SA. La recherche de la fibronectine feetale
dans les sécrétions cervico-vaginales a une valeur prédictive négative forte pour le diagnostic
d’accouchement prématuré (si elle est absente, 1% d’accouchement prématuré dans les sept
jours) alors que sa valeur prédictive positive n’est que de 40 % ! . Pour Goldenberg et al., la
fibronectine présente dans les sécrétions cervicales est prédictive de 1’accouchement
prématuré et fortement associée & la chorioamniotite et au sepsis néonatal ©!. Dans ce cadre,

Rizzo et al. avance un taux seuil de 60 ng/ml B4,

La présence de certains marqueurs de I’inflammation, notamment les interleukines 6 et 8 est
augmentée de maniére significative au sein du liquide amniotique chez les patientes ayant

accouché prématurément 5254,

L’interleukine 6 cervicale ¢€levée serait prédictive de 1’accouchement prématuré . Dans
I’étude de Rizzo et al., les taux d’IL6 et IL1-récepteur présents dans les sécrétions cervicales
chez les patientes admises pour menace d’accouchement prématuré sont significativement
plus élevés lorsqu’il existe une culture de liquide amniotique positive (sensibilité 67% ;
spécificité 90% ; risque relatif 7.7) Y. Pour d’autres auteurs également, il existe une relation
entre augmentation de 1’ TL6 et 8 dans sécrétions cervicales et infection intra-amniotique et
accouchement prématuré ). L’IL6 est associée a la vaginose bactérienne et semble étre un
marqueur de I’inflammation précoce 1 Pour Lange et al., en cas de menace d’accouchement

prématuré, I’IL6 dans les sécrétions cervicales est de maniére significative plus élevée chez
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les patientes qui vont accoucher avant 34 SAP®. Pour conclure, I’IL6 cervicale semble étre

un bon reflet des événements infectieux intra-amniotiques ™.

Pour I’IL8, les études sont discordantes. Elle aurait une augmentation plus tardive dans le
mécanisme d’inflammation locale et donc présenterait moins d’intérét dans la détection
initiale d’une infection du tractus génital ). En revanche, la présence d’IL 18 dans les
sécrétions cervicales ne peut servir de marqueur prédictif d’accouchement prématuré ou

d’invasion bactérienne du liquide amniotique 571

Les modifications cervicales dans 1’accouchement prématuré et 1’accouchement a terme sont
des mécanismes similaires, cependant initiés par des médiateurs cellulaires différents. Le
travail prématuré fait intervenir des molécules du complément (C5a). Les métalloprotéases
sont sécrétées par les macrophages. A terme, ce sont les fibroblastes et les cellules
épithéliales qui sécretent cette enzyme de dégradation du collagéne, certainement sous

I’influence de la progestérone (58],

D’autres molécules ont été étudiées dans les sécrétions endocervicales chez la femme enceinte
asymptomatique : la ferritine, alpha-foeto-protéine, 1’hcg, la prolactine, la partie C-terminale
du procollagéne ®%, 1’alpha-défencine, la lactoferrine et ’élastase [, certaines proteinases (la
granulocyte elastase, la neutrophile collagenase, et la gélatinase B) et des inhibiteurs des
metalloproteases *%. In vitro : la desmoplatine isoform-1, la stratifine, la thromboplastine-1

précursor ont été testées 6.

Actuellement, aucun marqueur inflammatoire ne s’est révélé suffisamment spécifique pour

avoir une application pratique dans la détection précoce du travail prématuré.
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Microbiologie/bactériologie du canal endocervical

1. Problemes associés au préléevement endocervical chez la femme

enceinte :

Innocuité du préléevement :

Il existe une dimension éthique : effectuer un tel prélevement chez une patiente enceinte peut
avoir des conséquences potentiellement néfastes : menace d’accouchement prématuré, rupture
prématurée des membranes, chorioamniotite, malformation... Le col doit étre manipulé avec
précaution. Les études sur les prélevements endocervicaux pendant la grossesse ne précisent
pas la survenue ou non d’effet indésirable. Seuls Holst et al. et Sawada et al. rapportent

[958 1mudia et al., dans une revue de la littérature sur les

I’absence d’effet indésirable
techniques mini-invasives trans-cervicales permettant de récupérer des cellules feetales de
facon similaire, ne rapportent pas d’effet indésirable, hormis de trés rares cas de fausse

couche ou de malformation P81,

Mode de prélevement :

La méthode de préléevement de 1’endocol n’est pas toujours définie dans les études sur ce
sujet, alors qu’il s’agit d’un élément primordial. Certains auteurs utilisent une brosse, d’autres
un simple écouvillon intra-cervical avec une « absorption passive » ! (voir tableau 1). Il en
est de méme pour la profondeur du prélevement, notion quasiment absente des études

répertoriées. Seuls Hansen et al. ont comparé des prélévements endocervicaux a 1 et 3 cm 4,
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Contamination par la flore vaginale/ conditions du prélévement :

Il s’agit d’isoler uniqguement la flore endocervicale sans contamination par la flore vaginale.
Les études a ce sujet sont peu explicites (tableau 1). Un lavage préalable de 1’exocol plus ou
moins associé a une désinfection peut paraitre justifié. De méme, un prélévement protégé,

comme ceux réalisés en pneumologie semble intéressant pour s’affranchir de la flore vaginale.

On peut remettre en question de la pertinence des résultats compte tenu du fait que les auteurs

ne précisent pas la méthodologie utilisée pour les prélevements.
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Etude CPP Terme Symptdmes Asepsie Matériel PEP  Profondeur mlgli(e?lz?;?re El
o [62] X
Slotnick etal. 1963 O 17a37sA Non ~ ovAges NP NP NP Non NP
Svare et al. 1992 163! Oui 26434SA  OuivsNon NP _Ecouvillonencoton NP Non NP
‘ (imprégnes de charbon)
CP 1" visite Ecouvillon
Harisson et al. 19834 " (<32SA) et Non NP (Alginate de calcium) Non NP Non NP
entre 32/38 sa 9
Lamont et al. 1988 [ NP  26434SA Oui NP NP NP NP Non NP
CPp L avage Ecouvillon en dacron
Polk et al. 1989 (¢! -~ 22430SA Non S ?e stérile imbibé d’'une  Non NP Non NP
P solution saline
Horowitz et al. 1995 ¢ CiP 16 SA aterme  Oui vs Non NP Ecouvillon NP NP Non
Aaltone et al. 2002 68 NP  22aterme  Ouivs Non NP Ecouvillon NP NP Oui
Silva et al. 2003 6% Oui 28 4 34 Oui vs Non NP Ecouvillon NP NP Non NP
Holst et al. 2005 5 No oy 4345A Oui NP Cytobrush Non  Orifice ouii o
n Ecouvillon en coton externe n
Sawada et al. 2006 [ Oui 6A36SA  OuivsNon NP Ecouvillon Non Non Oui l\:]o
Gonzalezetal. 2006 '  Oui 24334 SA Oui NP NP NP NP Non NP
Médina et al. 2009 '] Oui <37 SA Oui NP Ecouvillon stérile Non NP Oui NP
Ramos et al. 20117 Cytobrush GT plus Oui
Hansen et al. 2013 (Y Oui 1% Tetterme Non E?r\n/?)?g Aspiglaire Non let3cm Oui NP

Tableau 1 : Etudes portant sur des préléevements endocervicaux pendant la grossesse a visée bactériologique. * Consentement patiente
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2. Microorganismes saprophytes du canal endocervical
Avec les techniques de bactériologie standard, le canal endocervical était considéré comme un

milieu physiologiquement stérile [**1.

Gréce a la biologie moléculaire, la présence de micro-organismes est presque détectée partout
et conduit a redéfinir le principe de stérilité et la notion de « seuil bactériologique ». On peut
aussi se poser la question d’une contamination, méme infime, révélée par une technique

extrémement sensible.

La charge bactérienne globale au sein du bouchon muqueux dans le canal endocervical

représente moins de 1% de celle du vagin ™Y,

Les lactobacilles :

Les lactobacilles (L.jensenii, L.crispatus, L.iners) sont présents de maniére normale jusqu’a 4
cm dans ’endocol, en quantité significativement moins importante que dans le vagin. Les
especes L.crispatus et L.jensenii sont moins présentes dans la partie proximale que distale des
bouchons muqueux. La concentration en lactobacilles, plus de 2900 fois plus importante que

Ureaplasma parvum, pose la question de leur role protecteur 1.

Silva et al. isolent dans 85,7 % des cas des lactobacilles dans les sécrétions cervicales de
femmes enceintes asymptomatiques *%. A I’inverse, il existe une diminution significative des
lactobacilles dans les sécrétions cervicales chez les patientes ayant une rupture prématurée des
membranes ¢

La présence de ces lactobacilles est-elle la conséquence d’une contamination des
prélevements par la flore vaginale ? S’agit-il d’une présence normale dans le canal

endocervical ? Dans ce cas, il convient de faire un paralléle avec leur fonction essentielle dans

le vagin.
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Autres microorganismes :

Dans les années 2000, Ureaplasma urealyticum, mis en cause depuis trés longtemps pour sa
relation avec 1’accouchement prématuré d’origine infectieuse, a été divisé en sous especes : U.
parvum (antérieurement U. urealyticum biovar 1) and U. urealyticum (antérieurement U.
urealyticum biovar 2) . Dans les études antérieures, U. parvum était-t-il inclut dans U.

urealyticum ou n’était-il pas détecté ?

Ureaplasma parvum est présent de maniére normale dans le vagin . Kong et al. le
retrouvent dans 87% des cas chez la femme enceinte (19% U. Urealyticum). Il s’agit
également de la bactérie la plus retrouvée en cas d’infection intra-amniotique [8] Hansen et
al. le trouvent dans 1’endocol, y compris dans la partie proximale de patientes enceintes a
terme. Par ailleurs, on peut retrouver chez ces patientes Ureaplasma urealyticum ou

Mycoplasma hominis mais uniquement dans la partie distale ™.

Silva et al. rapportent 1I’ensemble des microorganismes isolés des sécrétions cervicales chez
des patientes enceintes asymptomatiques (figure 22). Dans cette étude, les cultures de liquide

amniotigque sont stériles chez toutes ces patientes.
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Figure 22: Fréquence des microorganismes isolés des sécrétions cervicales apreés culture
chez des patientes enceintes asymptomatiques. D'apreés Silva et al %,
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3. Microorganismes et pathologie infectieuse :
A Textrémité externe du canal endocervical, au niveau vaginal, les microorganismes retrouveés
dans le contexte de prématurité d’origine infecticuse sont bien connus. Dans le cadre
d’accouchements prématurés a membranes intactes il s’agit de : Ureaplasma urealyticum,
Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, streptocoque, bacteroides. Dans le cadre d’une
rupture prématurée des membranes, on retrouvera préférentiellement le streptocoque B et

Escherichia coli 781

Dans le canal endocervical, les connaissances est moins bien répertoriées. Holst et al.
retrouvent les espéces bactériennes suivantes apres culture standard : Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, streptocoque B, Gardnerella vaginalis,
bacteroides. 1ls ne retrouvent pas les mémes germes dans les sécrétions cervicales et au sein

du liquide amniotique dans le cadre d’accouchements prématurés (s8]

Pour Aaltone et al., la présence d’Ureaplasma urealyticum dans les sécrétions cervicales

augmente d’un facteur 3.34 le risque d’accouchement prématuré [68]

Pour Silva et al., les espéces retrouvées dans les secrétions cervicales de patientes ayant une
rupture prématurée des membranes sont répertoriées figure 23. S. epidermidis (45.9%), S.
aureus (32.4%) and C. albicans (24.3%) prédominent.

La culture de liquide amniotique est positive dans 5,4 % des cas dans ce groupe : on retrouve
la méme espéece bactérienne dans le liquide amniotique et dans les sécrétions cervicales. |l
s’agit de M. hominis, U. urealyticum ou diphtheroides.

Enfin, 20% de ces patientes n’ont pas de chorioamniotite histologique, la diversité des
germes dans le canal endocervical est alors moindre dans ce sous-groupe : S. aureus, U.
urealyticum, S. agalactiae, M. hominis, G. vaginalis ne sont jamais présents. S. epidermidis

est fréquemment retrouvé mais n’est pas spécifique.
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Isolated microorganisms

Figure 23: Microorganismes isolés des sécrétions cervicales apres culture chez des patientes
ayant une rupture prématurée des membranes. D'aprés Silva et al®®!

L’¢étude prospective sur 801 patientes de Polk et al. montrent que la colonisation de I’endocol
par M hominis (OD=2, [IC 90%]= 1.42/2.93) et C trachomatis (OD=1,6 [IC 90%]= 1.01-

2.50) est associé a I’accouchement prématuré.

A Tlinverse, I’étude prospective de Harisson et al. sur 1365 patientes ne montre aucune
corrélation entre M hominis, C trachomatis, U urealyticum, et accouchement prématuré ou

rupture prématurée des membranes.

Il existe une notion d’inflammation endocervicale définie par une hyperleucocytose dans les
sécrétions endocervicales chez 60 % des patientes admises pour un travail prématuré 8.
Silva et al. retrouvent une incidence de chorioamniotite de 80% dans le groupe rupture

prématurée des membranes, associé dans 75% des cas a une forte quantité de leucocytes dans
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les sécrétions cervicales, alors les patientes du groupe contréle, les leucocytes étaient le plus

souvent rares ou absents (90,4%) .

Le col utérin, centré par le canal endocervical est au cours de la grossesse, le siége de
nombreuses modifications structurelles, biochimiques, immunologiques. Le bouchon

muqueux joue un réle essentiel de barriere physique et bactériologique.
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2°™ partie : Contribution & la recherche du meilleur matériel de

prelevement endocervical protégé

Nous avons vu dans la premiere partie que les faiblesses des études antérieures sont I’absence
de «standard de prélévement » et ’absence de protection vis-a-vis du vagin. En outre, la
méthode doit étre simple et apporter un volume de prélévement suffisant, en restant

acceptable pour la patiente, sans danger pour la grossesse, et reproductible.

Afin de determiner le meilleur matériel pour la réalisation d’un prélévement endocervical
protégé, nous avons réalisé une recherche «ad hoc », exploratoire et informelle chez des

patientes consultant et/ou réalisant une interruption volontaire de grossesse (IVG).

Objectifs :

Les objectifs de cette contribution étaient les suivants :

e Rechercher un matériel adapte a la femme enceinte (prélevement et
conditionnement), pour réaliser les différentes analyses - notamment en biologie
moléculaire.

e Evaluer la faisabilité et la sécurité de différents modes de prélevements.

e Evaluer le volume d’échantillon nécessaire pour avoir une information complete et
fiable.

e Avoir une premicre idée du type d’information que ’on peut obtenir de tels

prélévements.
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Matériel et méthode :

1. Population :
Dans un premier temps, nous avons testé les différents types de matériel a notre disposition

chez une patiente ayant recours a une IVVG chirurgicale au bloc opératoire a 13+6 SA.

Dans un deuxieme temps, nous avons testé la méthode qui nous paraissait la plus adaptée chez

trois patientes en consultation dont deux enceintes désirant bénéficier d’une IVG.

4. Matériel utilisé :
Nous avons sélectionné différents matériels, répondant aux critéres que nous avons décrits

plus haut (tableau 2) :

Aspiglaire®
Longueur :28 cm
@ externe : 2.92 mm

Endobrush®

Gaine : longueur : 233 cm ; @ : 3.5 mm
Brosse losangique :longueur : 2 cm

@ partie médiane : 15 mm

@ extrémités : 4 mm

Cathéter de Frvdman
longueur utile 21,5 cm
@ exteme 1,55 mm

E-Swab®

Tableau 2 : Dispositifs testés pour réaliser des PEP.
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5. Déroulement d’un prélevement endocervical :

- Au bloc opératoire :

La patiente était en position gynécologique sous anesthésie générale. Nous avons réalisé une
désinfection cervicale par deux badigeons a la polyvidone iodée. Nous avons ensuite testé

trois méthodes.

- En consultation :

Les patientes étaient installées en position gynécologique et on mettait en place un spéculum.
Dans un premier temps, on réalisait un PV comparatif dans le cul de sac vaginal postérieur.
Aprés deux badigeons du col a la polyvidone iodée, on insérait une gaine protectrice a 2 cm
dans I‘endocol. On introduisait alors a I’intérieur de celle-ci un cathéter de Frydman relié a
une seringue permettant d’aspirer la glaire. On retirait ensuite le cathéter - puis la gaine - afin

que le cathéter reste protégé de I’exocol et du vagin.

6. Analyses bactériologiques :

Pour chaque prélevement réalisé, les analyses suivantes ont éte faites :

- Examen direct (semi-quantitatif : de "Absence" a "Tres nombreux").

- Culture (semi-quantitatif de "Absence™ a "Tres nombreux").

- PCR quantitative ARN 16S (Ct)

- PCR quantitative Albumine (Ct)

La PCR quantitative permettait de comparer precisement le nombre de bactéries présentes
dans le prélevement (ARN 16S), ainsi que le nombre de cellules humaines présentes
(Albumine). Le Ct (Cycle Threshold = cycle seuil) correspond au nombre de cycles a partir

duquel la PCR se positive. Le Ct est donc utilisé pour quantifier I’ADN cible présent dans
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I’échantillon. Plus le Ct est petit, plus le nombre de copies du gene amplifié est élevé dans le

prélevement de départ.

7. Résultats :

Les caracteristiques des patientes sont résumeées dans le tableau 3.

1 2 3 4
Age 22 ans 22 ans 39 ans 28 ans
Gestité 1 1 3 1
Parité 0 0 2 0
ATCD IVG non non non oui
Autres ATCD* non non non non
Tabac oui non non non
ATB < 15 jours non non non non
Diabete non non non non
TV< 3 jours non non non non

Si non enceinte
Cycle J21
Contraception pilule
Si enceinte
Terme 12+4 SA 5+6 SA 5SA
Préléevement
Conditions au bloc, AG consultation consultation consultation
Matériel 1) Endobrush Cathéter de Cathéter de Cathéter de
2) Aspiglaire « Frydman »+ « Frydman »+ « Frydman »+
3) Cathéter de seringue + gaine seringue + seringue + gaine
« Frydman»  (Endobrush®) gaine (Stérilet (Endobrush®)
+ seringue NT 380®) +
curseur

Tableau 3 : Résumé des caractéristiques des patientes.

* Antécédents de fausse couche et d’accouchement prématuré. Antécédents infectieux gynécologiques/ IST.
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Probléemes rencontrés lors des prélevements :

Patiente 1 (sous AG au bloc opératoire, IVG) :

- Endobrush® : Brosse trop longue qui « bute » sur ’orifice interne et reste extériorisée
a I’orifice externe.

- Aspiglaire® : puissance d’aspiration limitée, volume prélevé tres faible

- Cathéter de «Frydman» + seringue 10 ml: ce systeme parait étre une bonne
alternative : peu traumatique, prélévement a un « étage » précis dans 1’endocol, la
seringue permet une bonne puissance d’aspiration.

- Endobrush® (essai numéro 2): Si on force, il se produit un écoulement trés

hémorragique, avec probable rupture des membranes, nous n’avons pas réalisé

d’analyse (figure 24).

Figure 24: Préléevement endocervical protégé : Endobrush® (essai numero 2)
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Patiente 2 (consultation) :

Il s’agit d’une patiente nullipare, le col est fermé. La patiente est tres génée et ressent une
forte douleur lorsqu’on introduit la gaine du cathéter de Frydman dans I’endocol. On récupére

une quantité de prélévement faible (non visible a I’ceil nu dans le cathéter).

Patientes 3 et 4 (consultation)

Aucun probléme n’est rencontré au niveau de la méthode (cathéter de Frydman), aucun effet
indésirable n’est ressenti par les patientes. On récupere une bonne quantité de préléevement

pour la patiente 3 (visible a I’ceil nu), plus faible pour la patiente 4 (non visible).

Cathéter de Frydman

Aspiglaire® Endobrush® A L7
+ gaine stérilet
Protection vis—a-vis du ) )
N ror aui aui
vagin
Capacité d*aspiration HE b HEE
Quantité de prélévement HE HE HEE
Facilité de d'é:::harge du i w i
matériel
Traumatisme cervical
ps W ps
Effets indésirables
Reproductibilité globale du i i i

gestelprécision

Tableau 4 : Tableau comparatif des différentes méthodes de prélevement

Résultats bactériologiques

a) Prélévements réalisés au bloc opératoire

L’examen direct et la culture faisaient apparaitre des résultats similaires pour les 3 méthodes
de prélévement évaluées (tableau 5). On ne mettait en évidence de différence entre les 3

prélevements pour le nombre de bactéries ou de leucocytes présents.
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Patiente  Préléevement Examen Direct Culture Leucocytes

1 Endobrush®  Absence de Rares Lactobacilles Absence
bactéries

1 Aspiglaire®  Rares Lactobacilles Rares Lactobacilles Absence

1 Frydman Absence de Rares Lactobacilles Absence
bactéries

Tableau 5 : Prélevements au bloc opératoire (Patiente 1) : Examen Direct et Culture

Il n’y avait pas de différence significative au niveau de la PCR Albumine entre les 3
prélevements (tableau 6), ce qui était en faveur d’un volume d’échantillon similaire quel que

soit la méthode de prélevement.

Patiente  Prélevement ARN 16S (Ct) Albumine (Ct)
1 Endobrush 30 25
1 Aspiglaire 29 25
1 Frydman 35 27

Tableau 6 : Prélévements au bloc opératoire (Patiente 1): PCR quantitative

Par contre, la PCR ARN 16S retrouvait un nombre de bactéries plus faible pour le
prélévement réalisé avec le cathéter de Frydman que pour les deux autres méthodes, avec une
différence de 5 & 6 Ct, ce qui correspond & 2° & 2° fois moins de bactéries (soit 32 & 64 fois

moins de bactéries).

Le cathéter de Frydman permettait d’obtenir la charge bactérienne la plus faible, ce qui

militait en faveur d’un caractere plus sélectif du prélevement.
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b) Prélevements réalisés en consultation :

Les résultats des prelévements des patientes 2, 3 et 4 sont répertoriés dans le tableau 7 :

Patiente Prélevement Examen Direct Culture Leucocytes
2 Frydman Absence de Stérile Absence
bactéries
2 Prélévement Tres Nombreux Trés nombreux Nombreux
Vaginal lactobacilles lactobacilles
3 Frydman Absence de Rares Absence
bactéries lactobacilles
3 Préléevement Nombreux Trés nombreux Nombreux
Vaginal lactobacilles lactobacilles
4 Frydman Absence de Stérile Absence
bactéries
4 Prélevement Trés Nombreux Trés nombreux Nombreux
Vaginal lactobacilles lactobacilles

Tableau 7: prélevements en consultation. Examen direct et culture

L’examen direct et la culture retrouvaient des résultats similaires pour ces 3 patientes (figure
25). Méme s’il n’était pas possible de quantifier exactement les différences entre

prélévements, le nombre de bactéries retrouvé était beaucoup plus élevé pour les préléevements

vaginaux que pour les aspirations endocervicales protégées a 1’aide du cathéter de Frydman.

On retrouvait en culture de rares lactobacilles pour le prélevement protégé de la patiente 3,
alors qu’il n’y en avait pas pour les patientes 2 et 4. Cela pourrait étre di a un volume

d’échantillon plus important, mais on ne peut pas 1’affirmer avec les données de I’examen

direct et de la culture.
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Figure 25 : Examen direct. Comparaison du PV et [’aspiration endocervicale protégée.

A - prélévement vaginal de la patiente 4. Trés nombreux lactobacilles et nombreux leucocytes
visibles a la coloration de Gram. / B - Aspiration protégée de la patiente 4. Absence de
bactéries et de leucocytes visibles a la coloration de Gram.

Le nombre de leucocytes était également plus élevé pour les prélevements vaginaux que pour
les prélevements protégés. Cela peut étre dd a un volume de prélévement plus élevé lors de la
réalisation du PV, ou bien simplement au fait qu’il y a moins de leucocytes présents au niveau

de I’endocol.

Les prélevements endocervicaux réalises de maniére protégée avec le cathéter de Frydman
contenaient moins d’ADN bactérien (16 S) que les préléevements vaginaux (tableau 8). En
effet, il y avait 2'2 (soit 4000) fois moins d’ADN bactérien dans le prélévement protégé que
dans le prélévement vaginal pour la patiente 2, 2° (soit 32) fois moins pour la patiente 3, et 23

(soit 8000) fois moins pour la patiente 4.
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Patiente Prélévement ARN 16S (Ct) Albumine (Ct)
2 Frydman 36 34
2 Prélévement Vaginal 24 22
3 Frydman 32 25
3 Prélevement Vaginal 27 23
4 Frydman 38 30
4 Prélevement Vaginal 25 24

Tableau 8: Prélévements en consultation (patientes 2, 3, 4) : PCR quantitative ARN 16S

L’albumine : Pour affiner ces résultats, on peut également tenir compte de la quantité
d’albumine présente dans le prélévement qui est le reflet direct du volume de 1’échantillon

prélevé.

Pour la patiente 2, le Ct de la PCR Albumine était élevé ce qui correspond a un nombre de
cellules humaines faible dans 1’échantillon. Cela s’expliquait car le prélévement avait été
difficile & réaliser pour cette patiente nullipare. 1l paraissait donc difficile d’interpréter les
résultats de la PCR ARN 16S pour la patiente 2, car le volume de I’échantillon prélevé

semblait insuffisant.

Pour la patiente 3, le Ct de la PCR Albumine était faible, ce qui correspondait a un nombre de
cellules humaines élevé, et donc a un volume important de I’échantillon prélevé. C’était

¢galement 1I’impression de 1’opérateur au moment de la réalisation du prélevement. Il y avait
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2" (soit 128) fois moins de copies d’ARN 16S que de copies d’albumine présentes dans

I’échantillon.

Pour la patiente 4, le Ct de la PCR Albumine était intermédiaire, ce qui correspondait a un
volume moyen d’échantillon prélevé. Il y avait 22 (soit 256) fois moins de copies d’ARN 168

que de copies d’albumine présentes dans I’échantillon.

Sur le plan microbiologique, les prélevements protégeés réalisés avec le cathéter de Frydman
semblaient donc identiques entre eux mais différents des prélévements vaginaux. Le nombre
de bactéries par cellule humaine était 100 fois plus faible pour les préléevements

endocervicaux que pour les prélevements vaginaux.
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Discussion

1) Sur la méthode de prélévement :

D’abord, il s’agissait pour nous de trouver un matériel adapté aux dimensions de 1’endocol,
afin d’étre le moins traumatique possible. La largeur du cathéter devait étre inférieure au
diamétre du canal endocervical. De plus, il s’agissait de prélever a la bonne hauteur dans le
col, afin d’éviter une contamination vaginale, et sans atteindre la cavité afin de ne prendre

aucun risque infectieux théorique ou de rupture des membranes.

La brosse (poil longs ou courts) a permis de récupérer une bonne quantité de matériel mais
s’est révélée plus traumatique qu’un simple systéme aspiratif et a entrainé un saignement. Or
la présence de sang peut étre inhibitrice pour la réaction de PCR, et il était difficile de

décharger la glaire dans I’E-swab a partir d’une brosse.

L’aspiglaire permettait théoriquement d’aspirer la glaire, trés visqueuse en cours de grossesse,

mais ne permettait pas de récupérer une quantité de matériel suffisante.

Le cathéter de Frydman, en permettant de connecter une seringue, a permis d’avoir une
puissance d’aspiration plus importante. La quantité de glaire obtenue avec un cathéter de ce
diamétre est restée faible (le plus souvent non visible a I’ceil nu dans nos prélévements), mais
elle a permis de réaliser I’ensemble des examens souhaités sur chacun des 4 prélévements

(Patientes 1, 2, 3 et 4).

2) Sur les resultats bactériologiques obtenus :

D’abord toutes les tentatives de prélévements ont été fructueuses : elles contenaient de la
glaire, comme le prouvait indirectement la présence d’albumine ; et leur volume s’est révélé

la plupart du temps suffisamment important pour réaliser les analyses que nous souhaitions. Il
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parait important de rapporter I’ARN 16S a 1’albumine afin de s’affranchir du volume

d’échantillon.

D’autre part, les prélévements endocervicaux contenaient en moyenne 100 fois moins de
bactéries par cellule humaine que dans le vagin, ce qui va dans le sens du réle « barriere » du
canal endocervical. L’examen direct de la glaire ne montrait pas ou peu de bactéries, et celles
qui étaient rencontrées étaient saprophytes du vagin (Lactobacilles). De méme, on ne
retrouvait pas ou peu de leucocytes dans 1’endocol. Nos résultats allaient dans le sens d’une
glaire cervicale physiologiquement «stérile » ou tout du moins capable de limiter la

prolifération bactérienne dans 1’endocol.

Création d’un cathéter protégé de prélévement avec le laboratoire CCD

A la suite de cette étude contributive chez 4 patientes réalisant une IVG, nous avons cherché a
créer le meilleur cathéter protégé possible pour répondre aux objectifs de qualité, de

sensibilité et de spécificité des prelevements endocervicaux.

Pour nous affranchir de la flore du vagin, il fallait une gaine protectrice que I’on puisse insérer
dans I’endocol. Pour étre précis sur la hauteur de prélevement dans 1’endocol, un curseur
présent sur la gaine protectrice nous a paru tres utile, sous forme d’un butoir qui puisse rendre

la hauteur de prélevement moins aléatoire, a la fois reproductible et moins dangereuse.

Avec la collaboration du laboratoire CCD et a 1’aide de dispositifs déja existants pour d’autres
produits de ce laboratoire, nous avons mis au point ce cathéter protégé de prélévement

endocervical (Figures 26 et 27). Il est composé par :
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Un cathéter interne de prélévement qui correspond a I’inserteur du cathéter de
Frydman Soft Souple® (diametre 1,5 mm, longueur 18 cm, référence 1324201),
utilisée pour le transfert d’embryon. L’extrémité proximale posséde une embase
permettant d’adapter une seringue. L’extrémité distale dépasse de 5 millimétres la
gaine de protection.

Une gaine de protection qui correspond a la Spirette®. Cette gaine est marquée tous
les centimetres sur les 5 centimetres distaux. Son orifice distal est effilé afin d’étre le
moins traumatique possible.

Un obturateur passant dans la Spirette®, permettant d’éviter le phénoméne de
carottage.

Un cOne « butoir » en silicone qui correspond au céne du Siscone®. Celui-ci est
déplacable sur la gaine de protection avec une résistance importante. On le placera de
maniére systématique a 2 cm de I’extrémité. On peut ainsi réaliser le prélévement a la
profondeur désirée avec une sécurité essentielle permettant de ne pas aller « trop loin »

dans le col.
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. . . Gaine extema

Obturateur

Cathéter intemea

Figure 26: Dispositif permettant de réaliser un prélévement endocervical protégé. Laboratoire CCD
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Figure 27 : Schéma représentant la technique sélectionnée : prélévement protégé, peu
traumatique, précis sur la hauteur et reproductible

L’ensemble de ces observations sur I’environnement endocervical et les constatations que
nous avons faites lors de cette étude exploratoire sur les dispositifs médicaux ont permis de
définir les conditions d’un protocole destiné a préciser la composition de 1’endocol chez la
femme enceinte, en observant le contenu bactériologique et cytologique de ce dernier a partir

des données provenant d’un prélévement protégé réalisé a 25 mm de profondeur.
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Annexes : Proposition d’un protocole de préléevement d’endocol protégé

chez la femme enceinte au premier trimestre

ANNEXE 1 : Plan d’étude

NB : Ce protocole nécessitant ['utilisation d’un nouveau dispositif médical, ’accord d’un

CCP sera obligatoire.

1. Rationnel de I'étude :
Dans les accouchements tres prématurés, une origine infectieuse est retrouvée dans 25 a 40%
des cas . La recherche d’un risque d’accouchement prématuré augmenté pourrait passer par

la recherche d’une présence anormale de microorganismes dans le canal cervical.

Les études bactériologiques du canal endocervical sont peu nombreuses et anciennes. Elles
sont difficiles a interpréter car la description du mode de prélevement endocervical est peu
précise, ne permettant pas d’éliminer une contamination par la flore vaginale. De plus
I’existence de milieux de culture limités ne permettait pas de détecter la présence de certains
micro-organismes. Enfin, le matériel de prélevement lui-méme était souvent un simple

écouvillon.

La relation entre infection ovulaire ascendante et prématurité est clairement établie . 1I
existe un lien statistique fort mais pas suffisant pour établir une causalité directe °!. La Flore

vaginale a été largement étudiée mais il existe peu d’information sur la flore endocervicale.

Les résultats de 1’é¢tude PREMEVA montrent que le vagin est probablement encore trop

« loin » de I’ceuf (données non publiées).
Ceci est confirmé par la métanalyse de Brocklehurst et al., cette revue fournit peu de preuve
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en faveur de la recherche et du traitement de la vaginose bactérienne chez la femme enceinte
pour prévenir la prématurité 4,

Dans 1’étude récente de Hansen et al., des prélévements d’endocol dits « étages », & une
profondeur définie, a visée bactériologique sont réalisés chez la femme enceinte selon un
protocole de prélevement précis. Cette étude prospective chez 21 femmes enceintes au
premier et troisiéme trimestre. Un prélévement vaginal, ainsi qu’un prélévement endocervical
distal et proximal sont réalisés. La charge bactérienne (ARN16S) est plus importante de
maniére significative dans le vagin que dans la partie distale que dans la partie proximale du

bouchon muqueux ™%,

L’objet de cette étude est d’approfondir les connaissances bactériologiques sur
I’environnement endocervical pendant la grossesse. Nous voudrions a plus long terme faire
des prélévements endocervicaux chez les patientes enceintes a risque de prématurité au

premier trimestre de la grossesse, en les comparant a des patientes enceintes sans antécédents.

2. Objectifs de I’'étude

Principal :
Décrire le contenu bactériologique et cytologique du canal endocervical prélevé de maniére
protégée a 2,5 cm de Dorifice externe chez des patientes enceintes au 1° trimestre de la

grossesse. Comparer ce contenu a celui de femmes non enceintes en &ge de procréer.

Bénéfices attendus

Description de la flore bactérienne endocervicale rencontrée chez la femme enceinte au

premier trimestre de la grossesse. Description de son contenu cytologique.
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3. Conception de la recherche

Plan expérimental :

Etude descriptive prospective comparative unicentrique. Il s’agira d’une étude hospitaliere
dans laquelle on étudiera le contenu bactériologique de I’endocol au premier trimestre de la
grossesse dans une population de patientes ayant recours a une Interruption Volontaire de
Grossesse (IVG) chirurgicale soit entre 9 et 13+6 SA. Un prélévement d’endocol protégé
(PEP) sera realisé au bloc opératoire avant le geste a 2,5 cm de profondeur dans 1’endocol,
ainsi qu’un prélévement vaginal comparatif. Une population « contréle » de patientes non

enceintes bénéficiera des mémes prélévements avec la méme technique.

Population :

GROUPE 1 : Patientes enceintes au ler trimestre ayant recours a une VG chirurgicale (entre

9 et 13+6 SA)

GROUPE 2 : Patientes non enceintes = population « contrdle »

Critéres d’inclusion:

GROUPE 1 : Patiente enceinte desirant avoir recours a une IVG. Technique chirurgicale, soit

entre 9 et 13+6 SA.

- Respect de la procédure « pré-1IVG »

- Respect des délais légaux avant une IVG

GROUPE 2 : patiente non enceinte, « controle »

- Patiente majeure

- Contraception ou non ?

- En age de procréer (18-45 ans)

- Premiere partie de cycle (pas de grossesse), lors de la mise en place d’un stérilet.
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- Pas de contexte de MST ou Antibiothérapie récente (< 15 jours)

Intérét de cette population : permet une information fiable sur 1’état du canal endocervical

(avant travail) sans prendre de risque pour la mére et le feetus en I’absence de connaissances

approfondies sur I’innocuité de ce prélévement.

Limites : pas ou peu de connaissances sur les répercussions potentielles sur 1’issue de la

grossesse de ce type de prélevement.

Criteres d’exclusion :

GROUPE 1:

- Refus de la patiente

- Patiente mineure

- Toucher Vaginal inférieur 3 jours

- Streptocoque B positif dans le vagin ou les urines ?
- Antibiothérapie pendant la grossesse

- Diabete de type 1 ou 2

GROUPE 2 :

- Refus de la patiente

- Patiente mineure

- Toucher Vaginal < 3 jours

- Antécédents d’IST récente inférieure a 15 jours

- Antibiothérapie récente inférieure a 15 jours
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Critere principal, permettant de répondre a l'objectif principal :

Dans le PEP :

- Charge bactérienne dans 1’endocol évaluée par ARN 16S (amplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction) de fragment d’ARN et d’ADN ribosomique 16 S. Ces
¢léments codent pour I’une des deux sous-unités du ribosome, composant spécifique
d’une espéce bactérienne. (Augmentation exponentielle du nombre copies du géne)
Examen direct : présence de lactobacilles, ou autres bactéries, leucocytes

- Culture standard

Dans le PV comparatif : examen direct, cytologie, charge bactérienne ARN 16S, albumine

(PCR)

Criteres d’efficacité/sécurité :

- PCR quantitative albumine : présente dans les cellules eucaryotes, la présence

d’albumine dans le prélevement valide

Calcul du nombre de sujet de l'étude :

Patiente non enceinte
IVG chirurgicale \
en 1°" partie de cycle

PEPa25cm 30 30

PV comparatif 30 30

Méthode et stratégie d’analyse :

Etude observationnelle descriptive
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4. Logistique de I’étude

Equipes participantes et lieu de réalisation de la recherche :

Investigateur et Coordination :

Unité de Recherche Clinique, Hopital Jeanne de Flandre, CHRU Lille, 59037 Lille.

Inclusion des témoins :

Service de Consultation en gynécologie , Hopital Jeanne de Flandre, CHRU Lille, 59037

Lille.

Service d'Orthogeénie et Médecine du Couple, Hopital Jeanne de Flandre, CHRU Lille, 59037

Lille.

Réception et Logistique des prélévements

Centre de Ressources Biologiques, Hopital Cardiologique, CHRU Lille, 59037 Lille.

Analyses biologiques :

Centre de Biologie-Pathologie, CHRU de Lille 50037 Lille Cedex

Inclusion des patientes .

Les patientes recevront une information claire et adaptée lors de leur consultation « pré-
IVG ». Une feuille d’information leur sera remise ainsi qu’une feuille de consentement
qu’elles pourront signer si elles acceptent, soit lors de cette consultation, soit le jour de 'IVG

a ’'infirmiére d’accueil (dossier médical).

Les patientes «témoins » non enceintes recevront une information claire et adaptée en
consultation de gynécologie, ainsi qu’un consentement a signer. Apres le prélévement, il leur

sera demandé de répondre a un rapide questionnaire de « vécu » du prélévement.
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Feuille d’information patiente : (annexe 2)

Consentement éclairé (annexe 3)

Feuille de recueil des caractéristiques des patientes (annexe 4)

Déroulement d’un prélévement :

Lieu :
GROUPE 1: le jour de I'IVG chirurgicale, au bloc, avant la réalisation du geste si il s’agit

d’une anesthésie locale avec bloc cervical, et apres, si ¢’est une anesthésie générale.

GROUPE 2 : patiente non enceinte vue en consultation de routine au CHRU de Lille pour la

mise en place d’un stérilet.

Description du geste :
La patiente est installée en position gynécologique. Apres la mise en place d’un speculum, on
réalise un prélévement vaginal standard au niveau du cul de sac vaginal postérieur. On

désinfecte ensuite le col selon le protocole suivant :

o Tamponnement avec une compresse imbibée de Dakin/ polyvidone iodée
o Rincage avec une compresse imbibée de sérum physiologique

Infections cervicaux-vaginales et grossesse

Recommandations pour la bonne pratique clinigue CNGOF 1997

Protocole Jeanne de Flandres

On effectue alors le prélévement d’endocol protégé a 2,5 cm :

- Introduction de la gaine contenant le cathéter dans 1’orifice externe jusqu’au curseur,

soit 2 cm dans 1’endocol.
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- On peut utiliser de maniere facultative le mandrin pour faciliter I’introduction du
cathéter dans 1’endocol.

- Pas de mise en place de pinces de Pozzi préalable.

- Extériorisation du cathéter dans 1’endocol qui dépasse la gaine de 0,5 cm

- Aspiration de la glaire a I’aide d’une seringue de 10 ml.

- Intériorisation du cathéter dans la gaine, protégeant ainsi le prélevement.

- Retrait de I’ensemble.

- On décharge ensuite le prélévement dans un tube E-swab.

5. Biologie

Lieu et identification des responsables :
Centre de Biologie-Pathologie (CBP), CHRU de Lille 50037 Lille Cedex

Nature des prélevements :
1 préléevement vaginal et 1 prélevement endocervical réalisés selon la technique décrite ci-

dessus

Partie pré-analytique :
Le PV et le PEP sont transférés dans un milieu E-swab, puis envoyés au service de biologie

moléculaire du laboratoire de microbiologie du CBP.

Conservation a +4°C avant extraction.

Extraction de I’ADN de 100pL de préléevement de maniéere automatisée par MagNaPure

réalisée 2x / semaine.

Conservation des échantillons : a -80°C, conservation des extraits d’ADN a -20°C.
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Analyse :

Pour chaque prélevement (PV et PEP), les analyses suivantes sont réalisées :

- Examen direct a la coloration de GRAM (semi-quantitatif : de "Absence"” a "Tres

nombreux™).

- Culture sur gélose chocolat (PVX) incubées a 35° sous 5% de CO2 pendant 48 heures (semi-

quantitatif de "Absence™ a "Tres nombreux")

- PCR quantitative ARN 16S (Ct=Cycle Threshold = cycle seuil))

- PCR quantitative Albumine (Ct)

Réalisation des PCR quantitatives sur Applied 7500.

La PCR quantitative permet de comparer précisément le nombre de bactéries présentes dans le
prélevement (ARN 16S), ainsi que le nombre de cellules humaines présentes (Albumine). Le
Ct (Cycle Threshold = cycle seuil) correspond au nombre de cycles a partir duquel la PCR se
positive. Le Ct est donc utilisé pour quantifier I’ADN cible présent dans 1’échantillon. Plus le
Ct est petit, plus le nombre de copies du gene amplifié est élevé dans le prélevement de

départ.

Controéles de qualité :
Pour chaque prélevement : controle d’absence d’inhibition et controle d’extraction
(albumine : 2 copies du géne Albumine par cellule humaine), par « run » de PCR : un

contrdle positif et un contrble négatif.
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6. Evénements indésirables
Certains effets secondaires théoriques pourront étre rencontrés compte tenu du caractere

« invasif » du geste, surtout dans le groupe 2 (par ordre de fréquence) :

- Douleur ou sensibilité pelvienne
- Saignement
- Risque infectieux

- Risque de perforation

7. Financement

Co0t du matériel :

- Dispositif de PEP : en cours de discussion avec le laboratoire CCD
- 1seringue de 10ml : 0, 10 euros

- 2 E-swab par procédure : 2 x 0,66 euros

Co0t des réactifs : 10.3 euros par prélevement

- Extraction de ’ADN : 5 euros

- PCR: 2.65 euros

Soit un coft total d’environ 10 euros par prélévement (9,07 €)

76



ANNEXE 2 : Lettre d’information patiente

« Etude ........»
Mademoiselle, Madame,
Nous vous proposons de participer a une étude dans le cadre de la recherche biomédicale.

I s’agit d’une étude « exploratoire » faisant suite a I’¢tude « PREMEVA » (essai randomisé
multicentrique pour la prévention de 1’accouchement PREmaturé par la recherche et le
traitement de la VAginose bactérienne au premier trimestre la grossesse) réalisée ces
derniéres années dans le Nord —Pas de Calais.

Le but de notre étude est de comprendre les mécanismes mis en jeu lors des accouchements
prématurés d’origine infectieuse. Pour cela nous avons besoin d’étudier la flore bactérienne
située a I’intérieur du col de 1’utérus.

Nous souhaitons réaliser un préléevement vaginal et un préléevement endo-cervical « protégé »
(de la flore vaginale) (cf schéma explicatif).

Ces prélévements sont habituels en gynécologie dans d’autres indications, notamment
infectieuses.

Le matériel que nous utilisons est similaire a celui que vous avez pu parfois observer en
consultation.

Les effets indésirables sont rares. lls sont marqués par une sensibilité lors du prélévement ; un
Iéger saignement peut survenir a la suite de celui-ci (comme lors de la réalisation d’un frottis
cervico-vaginal).

Groupe 1 : Ces prélévements seront réalisés au bloc opératoire le jour de votre IVG, avant la
réalisation du geste, aprés avoir donné votre consentement écrit.

Groupe 2: Ces prélevements seront réalisés en consultation lors de votre examen
gynécologique, apres avoir donné votre consentement écrit.

Cette étude a recu un avis favorable de la Commission Consultative de Protection des
Personnes se prétant a la recherche Biomédicale.

Si vous le souhaitez, vous pourrez étre informée des résultats.

Les résultats de ces prélevements étant interprétés a titre exploratoire, ils ne conduiront pas a
un traitement.

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette étude. Nous restons a votre
disposition pour toute question complémentaire.
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ANNEXE 3: Lettre d’information pour la participation a une recherche

biomédicale

Bactériologie endo-cervicale et prématurité

Madame,

Nous vous proposons de participer a une étude de recherche clinique.
Cette lettre d’information vous détaille en quoi consiste cette étude.

Vous pourrez prendre le temps pour lire et comprendre ces informations afin de réfléchir a
votre participation, et pour demander au médecin responsable de 1’étude de vous expliquer
Ce que vous n’aurez pas compris.

BUT DE L’ETUDE : Explorer I’environnement endocervical, comme élément clé dans la
recherche du mécanisme conduisant & des accouchements prématurés d’origine infectieuse.

BENEFICE(S) ATTENDUS : Connaissance du contenu bactériologique du canal
endocervical

DEROULEMENT DE L’ETUDE :

Groupe 1 : Au bloc opératoire, le jour de I'IVG, avant la réalisation du geste, on réalise un
prélévement vaginal et 1 prélévement d’endocol par aspiration de la glaire cervicale.

Groupe 2 : En consultation, lors de I’examen gynécologique classique pour la mise en place
d’un stérilet. Mise en place d’un spéculum : 1 prélévement vaginal puis apres désinfection
du col, 1 prélévement d’endocol par aspiration de la glaire cervicale a I’aide d’un cathéter.

Durée : 3 min

RISQUES POTENTIELS : Ils sont peu fréquents et peu dangereux. Il s’agit principalement
d’une douleur ou d’une sensibilité pelvienne lors du prélevement, qui peu s’accompagner
d’un saignement de faible abondance.

FRAIS MEDICAUX : Votre collaboration a ce protocole de recherche biomédicale
n’entrainera pas de participation financieére de votre part. Conformément a la loi, tous les
frais liés a I’étude seront pris en charge par le promoteur de 1’étude.

LEGISLATION - CONFIDENTIALITE : Conformément aux articles L. 1121-1 et suivants
du Code de la Santé Publique, le Comité de Protection des Personnes a étudié ce projet de
recherche et a émis un avis favorable a sa réalisation le xx/xx/xxxx
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Un contrat d’assurance « numéro de police : xxxxx » a été souscrit par le promoteur de
I’essai, « nom du promoteur, adresse du promoteur » aupres de la compagnie : « nom de la
compagnie, adresse de la compagnie » pour couvrir les risques liés a cette recherche.

Toute information vous concernant recueillie pendant cet essai sera traitée de fagon
confidentielle.

Seuls les responsables de I’étude et éventuellement les autorités de Santé pourront avoir
acces a ces données. A I’exception de ces personnes -qui traiteront les informations dans le
plus strict respect du secret médical-, votre anonymat sera préservé. La publication des
résultats de I’étude ne comportera aucun résultat individuel.

Si traitement informatisé des données :

Les données enregistrées a [’occasion de cette étude feront 1’objet d’un traitement
informatisé par le promoteur. S’agissant de données nominatives, vous bénéficiez a tout
moment, du droit d’accés et de rectification des données vous concernant auprés des
responsables de I’étude et , en ce qui concerne les informations de nature médicale, ce droit
est exercé par I’intermédiaire du Docteur ............................ conformément a la loi 78-
17 du 06 janvier 1978 relative a I’ Informatique, aux Fichiers et aux Libertés, modifiée par la
loi n°94-548 du ler juillet 1994, relative au traitement des données nominatives ayant pour
fin la recherche dans le domaine de la santé. Le projet a recu un avis favorable de la CNIL
endatedu ...................

Conformément a I’article L 1122-1 du Code de la Santé Publique (loi de Mars 2002 relative
aux droits des malades les résultats globaux de 1’étude pourront vous étre communiqués si
vous le souhaitez.

Si vous avez des questions pendant votre participation a cette étude, vous pourrez contacter
le médecin responsable de [I’étude, le Dr oo, . tél

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette étude. Cela n’influencera pas la
qualité des soins qui vous seront prodigués.

Vous pouvez également décider en cours d’étude d’arréter votre participation sans avoir a
vous justifier

Nous vous remercions d’avoir pris le temps de lire cette lettre d’information. Si vous étes
d’accord pour participer a cette recherche, nous vous invitons a signer le formulaire de
consentement ci-joint.
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ANNEXE 4 : Formulaire de consentement pour la participation a une

recherche biomédicale

Bactériologie endo-cervicale et prématurité

JE SOUSSIZNE(€) . .uvniiri ittt (nom et prénom du sujet),
accepte de participer a I’étude ...Titre ...

Les objectifs et modalités de 1’étude m’ont été clairement expliqués par le Dr...............
J’ai lu et compris la fiche d’information qui m’a été remise.

J’accepte que les documents de mon dossier médical qui se rapportent a 1’étude puissent étre
accessibles aux responsables de I’é¢tude et éventuellement aux autorités de santé. A
I’exception de ces personnes, qui traiteront les informations dans le plus strict respect du
secret médical, mon anonymat sera préserve.

J’accepte que les données nominatives me concernant recueillies a I’occasion de cette étude
puissent faire I’objet d’un traitement automatisé par les organisateurs de la recherche. Je

J’ai bien compris que ma participation a 1’étude est volontaire.

Je suis libre d’accepter ou de refuser de participer, et je suis libre d’arréter a tout moment ma
participation en cours d’étude. Cela n’influencera pas la qualité des soins qui me seront
prodigués.

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de cette étude de leurs responsabilités.
Je conserve tous mes droits garantis par la loi.

Apres en avoir discuté et avoir obtenu la réponse a toutes mes questions, j’accepte librement
et volontairement de participer a la recherche qui m’est proposée.

Nom et signature de l’investigateur Signature de la patiente
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ANNEXE 5 : Feuille de recueil patiente

Nom
Prénom

Date de naissance

Critéres d’inclusion (cocher les cases) :

Patiente majeure |__|

Patiente comprenant le francais |__|

¢ Si patiente « témoin » (non enceinte) :
- Pas d’antibiothérapie par voie générale < 15 jours |__|
- Premiere partie de cycle (non enceinte) |_|
- Pas de diabete |_|

- Pasd’IST |_|

e Sipatiente « IVG »:
- IVG chirurgicale |__|
- Procédure standard « JDF » respectée |_|

- Délai de réflexiond’ 1 semaine|__|

Information faite |__|

Feuille de consentement signée |__|
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Antécédents

Age:|_|
Nombre de grossesses antérieures : |__|
Nombre de fausses couches : avant 13+6 SA |__| entre 13et22 SA|_|
Nombre d’IVG : |_|
Nombre d’accouchement > 24 SA :|_|
Nombre d’accouchements entre 24 et 37 SA : |_|
Tabac : nb de cigarettes /jour : | _| durée: | |
Antécédents infectieux gynécologiques : oui non si oui : germe ? vaginose ?
Antibiothérapie récente (< 15 jours): oui non, si oui laquelle :

e Si pas de grossesse :
Contraception : oui non, si oui laquelle :
DDR:|_|_|_| Jourducycle | J | | |

e Si Grossesse actuelle : IVG
Grossesse unique ou multiple
DDG:|__|_|_| Age gestationnel : |__|_|+|_|SA

Pathologie depuis le début de la grossesse :

Effets indésirables éventuels

Aucun |_|
Geéne ||
Douleur |__| (EVA= )

Saignement |_|
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Résumé : Environnement et contenu bactériologique du canal endocervical pendant la grossesse.
Elaboration d’un protocole de préléevement endocervical protégé.

La prématurité concerne 5 a 9 % des naissances. Elle est responsable d’une morbi-mortalité significative en
période périnatale et & long terme. Les progrés de la biologie moléculaire ont permis d’attribuer une origine
infectieuse a 25-40 % des accouchements prématurés. Il existe un lien statistique fort entre infection ovulaire
ascendante et prématurité, mais celui-ci est insuffisant pour établir une causalité directe.

La flore vaginale a fait I’objet de nombreuses études, alors que I’environnement endocervical reste mal connu.
L’objet de cette thése est faire le point sur les connaissances permettant de faire le lien entre 1’environnement
endocervical et la prématurité.

Le col utérin, capable de modifier de maniére importante ses propriétés structurelles et architecturales, est un
organe essentiel au déroulement physiologique de la grossesse et de I’accouchement.

Le canal endocervical est tapissé par un épithélium mucosecrétant. Son intégrité joue un rdle de barriére
mécanique, premier mur de défense contre les agents pathogénes, en particulier lorsque le col est vulnérable en
péri-partum.

La glaire cervicale, dont la composition varie au cours du cycle menstruel, est sécrétée par 1’épithélium
endocervical en fonction de son imprégnation hormonale. Elle a un réle primordial, mécanique et
immunologique. Composée principalement de mucine, elle s’épaissit pendant la grossesse pour former le bouchon
muqueux.

Les études portant sur la microbiologie du canal endocervical sont peu nombreuses. L’absence de précision sur la
technique de prélévement peut remettre en cause leur fiabilité car il existe un risque important de contamination
par la flore vaginale.

Nous avons réalisé une recherche exploratoire chez des patientes réalisant une interruption volontaire de
grossesse afin de déterminer le matériel le plus adapté pour la réalisation d’un prélévement endocervical protégé a
visée bactériologique, acceptable au premier trimestre de la grossesse. Les prélévements endocervicaux
contenaient en moyenne cent fois moins de bactéries par cellule humaine que dans le vagin. Nous avons créé un
nouveau dispositif médical permettant de réaliser des prélévements endocervicaux protégeés.

Ces données ont permis de définir les conditions d’un protocole destiné a préciser la composition de 1’endocol
chez la femme enceinte, en observant le contenu bactériologique et cytologique de ce dernier a partir des données
provenant d’un prélévement protégé réalisé a 25 mm de profondeur.
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