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INTRODUCTION  

  

 I.  Epidémiologie de la prématurité  

La prématurité (naissance avant 37 semaines d’aménorrhée (SA) révolues) est la principale 

cause de morbidité et de mortalité périnatales dans les pays développés  

(1). En France, elle concerne environ 7 % des naissances (2).   
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Les séquelles de la prématurité sont fréquentes dans la période néonatale et peuvent 

persister à l'âge adulte. Les conséquences sont s’autant plus délétères chez l’enfant 

que l’âge gestationnel à l’accouchement est bas. Ces conséquences sont 

représentées par les complications neurologiques à court terme qui regroupent des 

troubles du développement, tels que la paralysie cérébrale ou des déficiences 

visuelles et auditives et des complications à long terme comme les déficiences 

cognitives et motrices ou des troubles de l’attention (3).  

La prématurité peut être subdivisée en deux groupes. La prématurité dite « provoquée 

» ou « iatrogène », qui survient lorsque l’accouchement doit être déclenché par 

l’équipe médicale dans le but de sauver la vie de la mère ou de l’enfant. La seconde 

est la prématurité « spontanée » qui est liée à une rupture prématurée des membranes 

ou à un travail prématuré à membranes intactes, en dehors de toute volonté médicale 

d’abréger la grossesse. Elle concerne environ 70 % de la prématurité globale (1).   

Les causes de la prématurité spontanée apparaissent complexes et multifactorielles. 

Plusieurs facteurs maternels peuvent être impliqués tel que le diabète, le tabagisme, 

le faible poids de la mère ou encore un faible niveau socio-économique (1) (4) (5). 

Enfin, un facteur extra-maternel apparaît clairement en cause dans la prématurité 

spontanée qui est l’infection intra-utérine. Plusieurs études estiment qu’elle pourrait 

être en cause dans 25 à 40 % des naissances prématurées spontanées (1).  

  

  

 II.  La flore vaginale de la femme saine   

La flore vaginale de la femme saine en période d’activité génitale est composée 

majoritairement de diverses espèces de lactobacilles formant un biofilm protecteur sur 

la muqueuse. Cette flore est regroupée sous l’appellation de « bacille de Döderlein » 

du nom du gynécologue allemand qui l’a découverte (6). Les lactobacilles de la cavité 

vaginale atteignent, en l’absence de pathologie, une concentration comprise entre 105 

et 108 ufc par gramme de sécrétion vaginale (7). Les lactobacilles de la flore vaginale 

de la femme saine appartiennent essentiellement aux espèces L. crispatus (59%), L. 

gasseri (16%), L. iners (22%) et  
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L. jensenii (3%) (8) (9) (10). L’activité de ces lactobacilles est essentielle pour 

préserver l’équilibre de la flore vaginale et prévenir les infections génitales. Les 

lactobacilles étant acidotolérants, le pH vaginal est un bon marqueur de la normalité 

de la flore vaginale. En conditions normales, Lactobacillus spp. hydrolysent le 

glycogène vaginal pour synthétiser de l'acide lactique, capable de maintenir le pH 

vaginal entre 3.8 et 4,5 inhibant ainsi la croissance de la plupart des pathogènes 

vaginaux sensibles à l’acidité (11). De plus, Lactobacillus crispatus produit également 

du péroxyde d’hydrogène, un puissant antimicrobien pouvant inhiber la croissance des 

bactéries anaérobies (6). Certaines espèces de lactobacilles, telles que L. iners, ne 

produisent pas de peroxyde d’hydrogène (12).   

En proportions plus réduites, cette flore dominante est associée à des bactéries 

d’origine digestive, principalement anaérobies : Peptostreptococcus species, 

Bacteroides species, Prevotella, Mobilincus, Capnocytophaga species, 

Porphyromonas species, Atopobium vaginae, Escherichia coli, Streptococcus 

agalactiae, Entecococus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, 

Fusobacterium, Gardenerella vaginalis (7).   

    

Plus récemment, l’utilisation de techniques de séquençage de nouvelle génération 

(NGS) a mis en évidence différents profils d'abondance bactérienne associés à la VB 

ou à la flore saine (13). Le microbiote vaginal des femmes en âge de procréer peut 

ainsi être divisé en différents types d’état communautaire bactérien (CST), dont le 

nombre exact est sujet à discussion car dépendant des méthodes utilisées. Chaque 

CST est dominé par une espèce majoritaire : Lactobacillus crispatus (CST I), 

Lactobacillus gasseri (CST II) et Lactobacillus iners ou jensenii (CST III) (14). En outre, 

des communautés de microbiote vaginal non dominées par les lactobacilles ont 

également été rapportées : les CST IV-A et IV-B se caractérisent par une proportion 

modérée de lactobacilles cohabitant avec d’autres espèces bactériennes dont des 

anaérobies strictes. Enfin, certains auteurs décrivent un cinquième CST 

correspondant à une dysbiose vaginale (figure 1) (13).  
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Figure 1 : Composition du microbiote vaginal (Petrova et al. 2017)  

  

  

Le CST prédominant varie selon l’origine ethnique et également au cours du cycle 

mensuel de la femme saine. Dans l’étude de Ravel et Al., les auteurs concluent que 

les communautés bactériennes vaginales non dominées par les lactobacilles sont tout 

aussi fréquentes chez les femmes saines (14). Ces données remettent en cause le 

rôle central des lactobacilles dans la genèse de l’acidité vaginale. Il semble que 

d’autres bactéries du microbiote puissent se substituer aux lactobacilles pour  générer 

l’acidité vaginale (15).  

  

III.  La vaginose bactérienne  

 3.1.  Définition et épidémiologie  

La vaginose bactérienne (VB) est le trouble le plus commun de la flore vaginale. Elle 

est caractérisée par une dysbiose se traduisant par une prolifération de bactéries 

anaérobies telles que Prevotella spp., Peptostreptococcus, Mobiluncus, de bactéries 
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de croissance difficile et exigeantes en CO2 comme Gardnerella vaginalis ou encore 

Atopobium vaginae et de bactéries intracellulaires comme Mycoplasma hominis (14) 

(16) (17). Cette expansion de bactéries coïncide avec une disparition des lactobacilles 

à l’origine d’un déséquilibre à la fois qualitatif et quantitatif de la flore vaginale. En cas 

de VB, la flore anaérobie peut ainsi pulluler jusqu’à atteindre 10 à 1000 fois la 

concentration bactérienne normale (11).   

La prévalence de la VB est éminemment variable selon les études mais semble accrue 

chez les femmes d’origine africaine (18). Dans une étude de 2013, la prévalence de 

la VB est estimée à 58 % en Afrique du Sud mais dépasse rarement les 20% en Europe 

de l’ouest (19). De plus, dans le cadre de l’étude PREMEVA 1, la fréquence de la VB 

au premier trimestre de grossesse en Nord Pas de Calais a été estimée à 7,1% parmi 

plus de 14 000 femmes (20). Parmi les autres facteurs de risques d’acquisition d’une 

VB, citons le statut socio-économique bas, le tabagisme, les douches vaginales, le 

traitement antibiotique pour une autre affection, l’acquisition d’un nouveau partenaire 

sexuel et les antécédents récents de partenaires sexuels multiples (12) (18) (21)  

    

 3.2.  Méthodes diagnostiques  

La VB peut être diagnostiquée par deux approches, une clinico-biologique et une purement 

bactériologique.   

L’approche clinico-biologique recherche la présence de trois des quatre symptômes 

suivants définis par Amsel (22): 1) la présence de cellules indicatrices (clue-cells) à 

l’examen microscopique : cellules épithéliales pavimenteuses recouvertes de 

bactéries adhérentes ;  2) un pH vaginal supérieur à 4,5 ; 3) des leucorrhées 

homogènes et non inflammatoires recouvrant les parois vaginales de façon régulière 

et 4) une odeur de poisson émanant des pertes vaginales avec ou sans addition de 

10% de KOH. La fiabilité des critères d'Amsel est discutée, notamment en cas de 

grossesse : les femmes enceintes pouvant ressentir une augmentation des pertes 

vaginales (23). De plus, en pratique, la moitié des VB s’avèrent asymptomatiques.  

L’utilité d’un examen bactériologique semble indiscutable.   

L’approche bactériologique repose sur l’établissement du score de Nugent. Cette 

méthode consiste en la détermination de morphotypes bactériens, au microscope en 
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immersion à l’objectif x1000, à partir d’un étalement des sécrétions vaginales (24). Le 

dénombrement des trois morphotypes Lactobacillus, Gardnerella et Mobilincus après 

coloration de Gram, permet de classer la flore vaginale en 3 conditions : « normale » 

pour les frottis classés entre 0 et 3, « intermédiaire » pour les frottis classés entre 4 et 

6 et anormale (« vaginose bactérienne ») pour les scores compris entre 7 et 10 (figure 

2) (24). Cette méthode apparait comme plus fiable et reproductible que les critères 

d'Amsel. Ce score est également plus spécifique et plus sensible que le diagnostic 

clinique, très peu onéreux avec un délai d’obtention de 24 à 48 heures (25). Le score 

de Nugent est ainsi reconnu comme le gold standard du diagnostic de la VB (26).  

  

  

  

  

Figure 2 : Détail du score de Nugent  

  

  

IV.  Infection et prématurité spontanée  

 4.1.  Mécanismes de l’infection intra-utérine ascendante   

Une grande partie des naissances prématurées survient dans un contexte infectieux : 

l’infection intra-utérine maternelle est en effet suspectée dans  25% à 40% des cas de 

prématurité spontanée (27) (28) (29) (30).  
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La cavité utérine est réputée stérile ; moins de 1% des femmes ayant accouché à 

terme sont porteuses de bactéries dans le liquide amniotique (LA) (31). Par 

conséquent, l’isolement de bactéries dans ce milieu est vraisemblablement un 

marqueur d’infection. Les principaux microorganismes retrouvés dans le LA lors 

d’infection intra-utérines sont les mycoplasmes génitaux et en particulier Ureaplasma 

urealyticum et Mycoplasma hominis. Mais de nombreux autres microorganismes ont 

été identifiés tels que Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Fusobacterium ou 

Gardnerella vaginalis (30).   

    

Ces micro-organismes isolés du LA sont similaires à ceux retrouvés dans le tractus 

génital inférieur notamment en cas de VB (32). Ils sont considérés peu pathogènes 

mais capables d’activer le système immunitaire inné et de déclencher la cascade 

inflammatoire (relargage des cytokines pro inflammatoires : prostaglandines et 

métalloprotéases). Cette réponse inflammatoire induirait à terme une maturation du 

col et des contractions pouvant aboutir à une rupture prématurées des membranes et 

à l’accouchement prématuré (33) (34).  

Plusieurs études suggèrent que la présence d’U.urealyticum dans le LA dès la 

vingtième semaine de grossesse est associée à une infection infraclinique chronique 

qui déclencherait la naissance prématuré. Ces infections intra-utérines semblent donc 

résulter d’une infection/colonisation vaginale débutant précocement lors de la 

grossesse qui remonterait progressivement dans l’utérus (29) (35).   

L’infection intra-utérine ascendante se déroulerait en 4 stades. Le stade I  correspond 

à une infection cervico-vaginale ou une VB avec prolifération de germes anaérobies 

(VB) ou autres germes de la flore digestive (E. coli) aux dépends des lactobacilles. Les 

bactéries sembleraient infecter ensuite la cavité intra-utérine au niveau de la décidua 

(stade II) puis s’étendre aux membranes, au LA (stade III) et finalement au fœtus 

(stade IV). Tous les stades ne sont pas forcément atteints lorsque l’accouchement 

prématuré est déclenché par l’infection  (figure 3) (30) (36).  
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Figure 3 : Stades de l’infection intra-utérine ascendante  (Romero et al. 2001)  

  

 4.2.  Lien entre vaginose et prématurité  

De nombreuses études ont montré une association statistique significative entre la 

présence d’une VB et la prématurité (37) (27) (38). Ce lien s’accentuerait avec la 

gravité de la prématurité et la détection précoce des anomalies de la flore. La 

métaanalyse de Leitich et al. publiée en 2003 évalue l’augmentation du risque de 

prématurité à 2.19 (IC 95 % : 1.54 - 3.12) au sein des patientes porteuses de VB. Ce 

risque s’élève à 4.2 (IC 95 % : 2.1 – 8.4) lors d’un dépistage avant 20 SA et même à 

7.5 (IC 95 % : 1.8 – 31.6) avant 16 SA. Cependant d’autres auteurs tempèrent ces 

allégations et concluent que l'âge gestationnel au moment du diagnostic de la VB 

n’influence pas la force du lien (39).  

En 2007, Leitich et al. actualisent leur méta-analyse de 2003 et retrouvent la même 

force d’association (OR : 2,16 ; IC 95 % : 1,56 - 3,00) en étoffant leur analyse de 14 

études et 10 286 patientes (32 études et  30 518 patients au total). Cette fois, la notion 

de précocité du diagnostic influençant le risque disparaît sans remettre en cause le 

lien entre VB et prématurité (40).  

Ces conclusions ont motivé la réalisation de nombreuses autres études cherchant à 

retrouver cette association avec des résultats très divergents (41) (42) (43), le lien 

reliant VB et prématurité tendant à s’amoindrir avec les études récentes. Les études 

françaises étudiant le lien entre VB et prématurité sont peu nombreuses. Goffinet et 
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al. retrouvent une association entre présence de  BV et accouchement < 33 SA mais 

avec une faible valeur prédictive (32).  

  

 4.3.  Echecs des traitements antibiotiques de la VB sur la prématurité  

spontanée  

Dès 1991, dans le cadre d’essais randomisés, de nombreux auteurs ont étudié l’impact 

du traitement de la VB sur la réduction de la prématurité spontanée  (44)    (45) (46). 

Ce traitement devait être actif sur les bactéries anaérobies de la VB et présenter une 

totale innocuité vis-à-vis de la mère et du l’enfant. L’intérêt s’est progressivement 

concentré sur deux molécules : la clindamycine et le métronidazole  

(47) (48).   

En France, l’engouement est immédiat. Ainsi, dès 2001, l’Agence Nationale 

d'Accréditation et d'Evaluation en Santé (nouvellement Haute Autorité de Santé) 

recommande de dépister la VB par examen direct en cas d’antécédent 

d’accouchement prématuré et de traiter systématiquement les VB asymptomatiques. 

Ce traitement fait appel au métronidazole per os (1 g/j pendant 7 jours ou 2 g en dose 

unique)  (49).  

Par la suite, deux méta-analyses ont entrepris d’évaluer les effets du traitement 

antibiotique de la VB pendant la grossesse. En 2013, Brocklehurst et al incluent 15 

essais randomisés  et 5888 femmes avec un diagnostic positif pour la VB.  Au total, ils 

concluent sur l’efficacité de l’antibiothérapie pour l’éradication de la VB lors de la 

grossesse (RR : 0,42 ; IC 95% : 0,31 - 0,56) mais ne montrent pas de tendance à faire 

diminuer le risque de prématurité avant 37 SA (RR : 0,88; IC 95%: 0,71 - 1,09) (50). 

En 2011, Lamont et al. analysent cinq essais incluant 2346 femmes. Ils affirment qu’un 

traitement par clindamycine avant 22 SA est efficace sur le risque d’accouchement 

prématuré comparé au placebo (RR 0,60 ; IC 95 % : 0,42 - 0,86) mais concluent sur 

la nécessité de conduire des essais randomisés de puissance supérieure (51). C’est 

chose faite avec la publication en 2018 des résultats de l’essai multicentrique 

randomisé en double aveugle PREMEVA 1 (52).   
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Cette étude était de taille robuste : 84 530 femmes enceintes ont été dépistées avant 

la 14e semaine d’aménorrhée pour la VB en France entre 2006 et 2011 permettant 

d’inclure 2869 patientes. Ce projet a cherché à évaluer si une antibiothérapie par 

clindamycine, menée précocement lors de la grossesse, permettait de réduire le risque 

de complications obstétricales liées à une VB. Finalement, le taux d’accouchement 

prématuré était similaire chez les femmes traitées par clindamycine et par placebo 

(1,2% pour les femmes traitées contre 1,0% avec placebo).   

Les études les plus récentes ne sont donc pas en faveur d’un dépistage systématique 

de la vaginose ni de son traitement antibiotique pour prévenir la prématurité.  

    

 V.   Apport de la biologie moléculaire : vers l’étude PREMEVA 2  

La remise en question du lien entre vaginose et prématurité ne peut cependant pas 

occulter le contexte infectieux indiscutable d’une grande partie des naissances 

prématurées. L’apport récent des outils de biologie moléculaire a permis de formuler 

de nouvelles hypothèses sur les mécanismes qui amènent à la prématurité en 

permettant l’isolement de bactéries fastidieuses ou non cultivables (53)  (30).    

De plus, la PCR (polymerase chain réaction) quantitative a permis d’améliorer la 

sensibilité de la détection des microorganismes dans le LA. Dans une étude menée 

entre 2004 et 2007 chez 46 femmes en menace d’accouchement prématuré, Han et 

al relèvent que la prévalence des germes dans le LA détectée par PCR était supérieure 

à celle déterminée par culture. En outre, deux tiers des microorganismes retrouvés 

dans le LA étaient des bactéries non cultivables ou difficiles à cultiver. Les germes les 

plus fréquemment retrouvés étaient : Fusobacterium, Ureaplasma, Leptotrichia, 

Streptococcus agalactiae, Bacteroides et Mycoplasma   (54). En  2003, yoon et al. 

concluent que les patientes présentant un travail prématuré avec une PCR positive 

mais une culture négative du LA pour U. urealyticum sont à risque d'accouchement 

prématuré imminent et d'évolution périnatale défavorable (55).   

Ainsi les outils de biologie moléculaire permettent d’envisager de nouvelles pistes dans 

la compréhension de la pathogenèse de l’accouchement prématuré lié à l’infection.  

L’étude PREMEVA 2 s’inscrit dans cette perspective - en partant du constat de  
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PREMEVA 1 et de l’inefficacité du traitement spécifique de la VB pour prévenir la 

prématurité - cette seconde étude vise à découvrir de nouveaux marqueurs prédictifs 

de la prématurité en s’aidant des outils de biologie moléculaires les plus récents.  

Pour cette étude, l’intérêt s’est porté sur la détection de bactéries au premier trimestre 

de grossesse avant que les mécanismes de la prématurité ne soient enclenchés. 

L’analyse de microorganismes vaginaux par PCR en temps réel pourrait révéler un 

lien plus intense de certaines de ces bactéries avec la prématurité spontanée, 

comparativement à la VB repérée par le score de Nugent.    

  

VI.  Objectifs du travail de thèse  

Dans le cadre de l’étude PREMEVA 2, notre travail s’est attaché à réexaminer la 

relation entre la composition de la flore vaginale au premier trimestre de la grossesse 

et la survenue d’un accouchement prématurité. Nous avons étudié le lien entre la 

présence de 15 micro-organismes connus comme protecteurs ou défavorables à 

l’équilibre microbien vaginal sur le risque de prématurité spontanée. Ces bactéries 

sont de culture délicate et l’approche moléculaire est le seul moyen fiable aujourd’hui 

de les détecter de manière sensible et reproductible. Notre approche pour les identifier 

a été d’utiliser une technique de PCR en temps réel (qPCR) de type Open Array®.  
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MATERIEL ET METHODES  

  

 I.  Design de l’étude et participants  

PREMEVA 2 est une étude multicentrique cas-témoins nichée dans une cohorte 

prospective faisant suite à l’essai randomisé PREMEVA 1. Entre décembre 2011 et 

juin 2013, toutes les femmes enceintes du Nord-Pas-de-Calais se sont vues proposer 

la participation à cette étude lors de leur première consultation de grossesse. Après 

avoir obtenu leur consentement écrit, les patientes étaient invitées à effectuer 

gratuitement deux auto-prélèvements vaginaux dans le laboratoire d’analyse médicale 

de leur choix.   

  

 II.  Procédure   

L’un des deux prélèvements, un écouvillon sec (COPAN, Brescia, Italia), était étalé sur 

lame dans les deux heures pour dépister la VB au moyen du score de Nugent. Après 

coloration de Gram, le score était établi en additionnant le nombre de points 

correspondant à l’abondance des Lactobacilles (0 à 4), des Gardnerella (0 à 4) et celle 

des Mobiluncus (0 à 2). Le résultat était transmis au médecin prescripteur et à la 

patiente :  

Score de Nugent ≤ 6 : flore considérée comme normale.   

Score de Nugent ≥ 7 : Vaginose Bactérienne.   

Dans le cadre de l’essai PREMEVA1, Une formation à la réalisation du score de 

Nugent a été réalisée dans chacun des 149 laboratoires de biologie médicale de notre 

région. Trois biologistes investigateurs indépendants ont relu plusieurs milliers de 

lames afin de s’assurer de la qualité de standardisation de la lecture des lames tout 

au long de la période de recrutement des femmes et entre les différents laboratoires.   
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Ce contrôle qualité a montré une concordance satisfaisante entre lectures et relectures 

(coefficients kappas > 0.80) (52).   

Les seconds prélèvements vaginaux ont été déversés dans 1 millilitre de milieu de 

transport Amies (EswabTM) et congelés à -80°c dans chaque laboratoire d’analyse 

médicale. A la fin de l’étude, les tubes ont été transférés au Centre des Ressources  

Biologiques (CRB) du CHRU de Lille pour l'extraction ultérieure de l’ADN bactérien et la 

qPCR, dans le cadre de ce travail.  

  

III.  Population d’étude  

Les participantes étaient éligibles, au moment du prélèvement, si leur âge gestationnel 

était inférieur à 15 SA et qu’elles prévoyaient d’accoucher dans une maternité de notre 

région. Elles devaient être âgées de 18 ans ou plus, parler et comprendre le français 

et pouvoir donner un consentement éclairé (Annexe 2). Afin de concentrer l’étude sur 

les lieux de naissance des enfants prématurés, la survenue de l’accouchement dans 

un des 14 centres de type 2 ou 3 de la région a été ajoutée aux critères d’inc lusion 

(Annexe 1).   

Les patientes « cas »  

Il s’agit de toutes les femmes ayant présenté un accouchement prématuré spontané 

et ayant bénéficié d’un prélèvement vaginal dans le cadre de l’étude PREMEVA2. Les 

accouchements considérés comme prématurés et spontanés sont ceux survenus 

entre 22+0 et 36+6 SA, suite à une ouverture spontanée du col ou une rupture 

prématurée des membranes. Les critères d’exclusion des cas étaient : une grossesse 

multiple, le décès in utero, un accouchement par césarienne ou par déclenchement 

artificiel pour pathologie fœtale/maternelle autre qu’une prématurité spontanée/rupture 

prématurée des membranes.   

    

  

Les patientes « témoins »   

https://www-sciencedirect-com.ressources-electroniques.univ-lille.fr/topics/medicine-and-dentistry/gestational-age
https://www-sciencedirect-com.ressources-electroniques.univ-lille.fr/topics/medicine-and-dentistry/gestational-age
https://www-sciencedirect-com.ressources-electroniques.univ-lille.fr/topics/medicine-and-dentistry/gestational-age
https://www-sciencedirect-com.ressources-electroniques.univ-lille.fr/topics/medicine-and-dentistry/gestational-age
https://www-sciencedirect-com.ressources-electroniques.univ-lille.fr/topics/medicine-and-dentistry/gestational-age
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Il s’agit de la première femme ayant accouché à terme à la suite de la patiente « cas 

» dans la même maternité. L’accouchement devait être survenu après 37 SA quelle 

que soit la voie d’accouchement et la nature du travail. Les critères d’exclusion des 

témoins étaient : une grossesse multiple, le décès in utero et un âge gestationnel < 37 

SA. Pour le choix de chaque patiente témoin, un appariement était effectué avec la 

patiente « cas » sur l’existence d’un prélèvement vaginal PREMEVA2, ainsi que sur le 

lieu et le jour de la naissance.  

L’étude a reçu l’avis favorable du Comité de Protection des Personnes de l’interrégion Nord-

Ouest le 5 janvier 2012 (annexe 3).  

  

IV.  Données colligées   

Lors du recueil de données chez les cas et témoins, un cahier d’observation a été rempli à 

partir des dossiers obstétricaux. Les données suivantes ont été relevées :  

- la vérification des critères d’inclusion et d’exclusion des cas et des témoins   

- les données maternelles et antécédents obstétricaux de la patiente : âge, 

niveau d’étude, tabagisme en début de grossesse, indice de masse corporelle, 

parité, antécédent d’accouchement prématuré  

- les données concernant la grossesse : mise en évidence d’une infection 

urinaire, d’une menace d’accouchement prématuré, de métrorragies au 2e ou  

3e trimestre, d’un diabète gestationnel, d’une hypertension artérielle, du portage 

vaginal d’un streptocoque B après le 1er trimestre, de la survenue d’une rupture 

prématurée des membranes (> 12h avant l’accouchement) ainsi que la 

présence de signes anténataux de chorioamniotite ( au moins deux signes 

parmi l’existence d’une fièvre maternelle >38°C, la survenue de métrorragies 

avant le travail, d’un écoulement vaginal purulent ou nauséabond, d’une 

tachycardie maternelle >100 bpm, d’une tachycardie fœtale >160 bpm, d’une 

CRP maternelle 15 mg/L ou d’une leucocytose maternelle 15 000 / mm3)  
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- les données concernant l’accouchement : nature du travail et mode 

d’accouchement, survenue d’une hyperthermie ainsi que l’administration d’une 

antibiothérapie au cours du travail  

- les données concernant le nouveau-né : genre et poids de naissance, score 

d’Apgar, la survenue d’un transfert en unité de soins intensifs néonataux 

(USIN), la durée de séjour en néonatologie ainsi que son éventuel décès avant 

sa sortie d’hospitalisation.   

  

 V.  Extraction d’ADN à partir des prélèvements vaginaux  

Une semaine avant l’extraction, les écouvillons à analyser ont été transférés sur 

carboglace au laboratoire où ils ont été stockés à -80 ° C. L’ADN bactérien vaginal a 

tout d’abord été isolé grâce au kit MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra (Thermo Fisher 

Scientific, USA). Nous avons :   

• Décongelé puis dilué les écouvillons vaginaux dans 2 ml de PBS stérile.   

• Transféré 1 ml de chaque PV dans un tube de lyse 1.5 ml puis centrifugé pendant 15 

minutes à 2250 g pour concentrer les échantillons.   

• Incubé les échantillons pendant 15 minutes à 65 °avec 200 μl de mélange préliminaire de 

digestion  

  

Composant   Volume par 

échantillon   

Fonction   

B-PER™ Bacterial Protein 

Extraction Reagent   
185 μl   

Réactif d’extraction de protéines 

bactériennes   

Lysozyme Solution   10 μl   
Enzyme de lyse des parois 

cellulaires bactériennes   

Zymolyase solution   200 μl   

Enzyme de digestion des 

levures et parois cellulaires 

fongiques   

  

• Incubé chaque échantillon pendant 15 minutes à 65°C avec 50 μl de mélange contenant 

de la protéinase K afin de dénaturer et séparer les protéines de l’extrait cellulaire   



29  

  

• Ajouté à chaque échantillon 125 μL de tampon de lyse à ADN  

• Ajouté 40 μL de mélange « Billes / RNase A » à chaque échantillon afin d’éliminer l’ARN et 

de permettre la liaison réversible de l’ADN aux billes magnétiques   

• Transféré chaque échantillon dans les puits d’une plaque deep Well 96 et procédé au 

traitement des échantillons sur l’extracteur KingFisher™ Flex Magnetic Particle Processor 

(Thermo Fisher Scientific, USA).   

  

  

  

Figure 4: Extracteur KingFisher™ Flex Magnetic Particle Processor  

(Thermo Fisher Scientific, USA)  

  

Cet appareil assure la purification automatisée de l’ADN par séparation magnétique. 

Cette technique est basée sur la liaison réversible de l’ADN à une surface (billes 

magnétiques) recouverte d’un groupe fonctionnel qui interagit spécifiquement avec 

l’ADN. Après liaison de l’ADN, les billes sont séparées des autres composants 

cellulaires contaminants et lavées.   

Finalement, l’ADN purifié est élué par le tampon d’élution final. Le KingFisher™ Flex 

Magnetic Particle Processor fonctionne suivant le principe du traitement inverse des 

particules magnétiques. Plutôt que de déplacer les réactifs liquides, les particules 

magnétiques sont déplacées d'une plaque à l’autre à l'aide de tiges magnétiques 
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recouvertes d'un peigne en plastique jetable. Ce système permet le transfert des billes 

à travers les différentes phases de purification - liaison, mélange, lavage et élution 

(figures 4 et 5).  Cet extracteur permet une excellente reproductibilité et un rendement 

optimal. Le volume d’élution final était de 60 μl. Les plaques d’élution finales ont été 

conservées à -80°C en attente de leur traitement par qPCR.  

  

 
  

   Figure 5 : Principe du transfert des particules magnétiques   

  

  

VI.  Quantification génique par PCR en temps réel de type Open Array®  

La technologie qPCR OpenArray® (OA) est une plateforme de PCR en temps réel 

nanofluidique à haut débit nécessitant de très faibles volumes d'échantillons cliniques. 

Dans cette étude nous avons utilisé des lames permettant de tester 48 échantillons 

pour 18 cibles (15 bactéries et 3 contrôles qualité) en triplicat. Une lame OA présente 

48 sous-réseaux contenant chacun 64 puits de 33 nl.  

Les sondes TaqMan et les amorces sont préchargées à l'intérieur de chaque puits.  

Les sondes sont marquées à l’extrémité 5’ par un fluorochrome émetteur (reporter : 

FAM) et à l’extrémité 3’ par un fluorochrome suppresseur (quencher : NFQ-MGB), qui 

inhibe l’émission du reporter lorsqu’ils sont à proximité l'un de l'autre. Au cours de la 

PCR, si la sonde est hybridée sur sa cible, alors elle est hydrolysée par l’activité 3’-5’ 
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exonucléasique de l’ADN polymérase. Le reporter, ainsi séparé du quencher, émet un 

signal proportionnel au nombre de sondes hydrolysées, mesurable au moment de 

l’élongation. Les réactifs sont maintenus dans les puits grâce à la tension de surface 

générée par le revêtement hydrophile des puits et la surface hydrophobe de la matrice 

(figure 6).  

  

  

Chaque sous-réseau possède 64 puits  

Surface 

hydrophobe  

Figure 6: Schéma d’une lame Open Array®  

  

Dans notre étude, nous avons étudié le lien entre les micro-organismes suivants et la 

prématurité : Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis, BVAB2, Megasphera 1, 

Megasphera 2, Prevotella bivia, Bacteroides fragilis, Mobiluncus curtisii, Mobiluncus 

mulieris, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Lactobacillus crispatus, 

Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners et Lactobacillus jensenii.  

  

  

Protocole de la PCR en temps réel  Nous 

avons :   

Revêtement    
hydrophile   

33  nL   

traversant   

Par exemple, il s’agit  
de B2h4   
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• Préparé la plaque d'échantillonnage 384 puits selon le plan préétabli en remplissant 

chaque puit avec 2,5 μl d’échantillon d’ADN et 2,5 μl de mélange réactionnel « TaqMan 

OA Real-Time PCR Master Mix »   

• Centrifugé la plaque pour éliminer les bulles d'air  

• Inséré la plaque d'échantillonnage OA 384 dans le système AccuFill ™. Il s’agit d’un 

système robotique qui prélève les échantillons et les transfère dans les puits de chaque 

lame OA par capillarité.   

• Scellé chaque lame OA avec un revêtement en plastique directement après 

l’achèvement du chargement pour éviter l'évaporation des réactifs.   

• Puis injecté lentement un liquide d'immersion (huile inerte) pour couvrir les puits ce qui 

évite également l’évaporation.  

Quatre lames OpenArray® sont ensuite chargées et analysées par le thermocycleur  

QuantStudio 12K ™ suivant le programme d’amplification suivant : 50 ° C pendant 15 

secondes, 91 ° C pendant 10 minutes, suivies de 50 cycles à 54 ° C pendant 170 

secondes et à 92 ° C pendant 45 secondes.  

  

VII.  Contrôles qualité et quantification   

Le procédé d'extraction a été validé dans chaque série par un contrôle interne fourni 

par le fabricant du kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Il se compose de cellules de 

levures transformées qui contiennent un plasmide multi-cibles linéarisé portant les 

séquences de chaque cible du microbiote vaginal à amplifier. De plus, le plasmide 

contient les séquences cibles pour les gènes procaryotes de l’ARNr 16S et de la 

RNase P RPPH1 humaine pour la détection générale d’ADN bactérien et humain.  

Des contrôles positifs d’amplification sont introduits dans chaque cycle.   

Il s’agit également d’un plasmide portant les séquences de chaque cible à détecter de 

concentration connue 105 copies par μl, ainsi que des séquences cibles pour les gènes 

de l'ARNr 16S procaryote et de la RNase P RPPH1 humaine. Les puits de contrôles 

négatifs ont permis de s’assurer qu’aucun acide nucléique contaminant n’a été 
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introduit dans le mélange réactionnel ou dans les échantillons pendant les 

manipulations. La quantification des populations bactériennes des différents 

échantillons est obtenue en se référant à une droite d'étalonnage. Ces courbes 

standard ont été générées en utilisant 5 dilutions successives au 10e du contrôle 

d’amplification.   

La technologie OA permet la détection les cibles à partir de 100 copies d’ADN par μL 

d’échantillon. Le système présente une spécificité et une reproductibilité ≥ 95 %.  
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VIII.  Analyses statistiques.   

Les cahiers d’observations ont été saisis informatiquement avec le logiciel Epi-Data software 

(Epidata Software, version 3.1, Danemark).   

Les données de qPCR ont été retraitées informatiquement et triées pour obtenir un set 

de données homogènes et interprétables. Les puits qui ne répondaient pas aux 

critères suivants étaient éliminés : ROX > 2000, amplification satisfaisante du gène de 

l’ARNr 16 s et de la RNase humaine (Cq < 31). La ROX (carboxy-X-rhodamine) est 

utilisée comme colorant de référence passif afin de compenser les variations 

d’intensité de fluorescence dues aux différences de longueur du chemin optique entre 

les puits, aux légères différences de volumes d’échantillon déposés et à d’éventuelles 

bulles dans les puits. Le Cq utilisé pour l’ensemble des calculs résulte de la moyenne 

des Cq de la cible considérée (car pour chaque échantillon la cible est amplifiée en 

triplicat). L’ensemble des échantillons ainsi sélectionnés (au nombre de 606) a 

constitué notre base de données.  

Les analyses statistiques ont été réalisées grâce au logiciel SAS (SAS Institute version 

9.4). Les variables qualitatives ont été décrites en termes de fréquence et de 

pourcentage. Les variables numériques gaussiennes ont été décrites en termes de 

moyenne et de déviations standard et les variables numériques non gaussiennes en 

termes de médiane et d’intervalle interquartiles. La normalité des variables 

numériques a été vérifiée graphiquement et testée à l’aide du test de Shapiro-Wilk.  

Les caractéristiques des patientes, la flore vaginale et les issues de grossesses ont 

été comparées entre les accouchements prématurés spontanés et les accouchements 

à terme à l’aide de modèles linéaires mixtes généralisés (distribution binaire, lien logit) 

incluant la maternité d’accouchement comme effet aléatoire. Concernant les bactéries 

cibles de la flore vaginale, les comparaisons ont été ajustées sur le statut tabagique. 

Au sein des accouchements prématurés spontanés, la composition de la flore vaginale 

a été comparée selon l’âge gestationnel à l’accouchement à l’aide d’un modèle linéaire 

mixte généralisé ordinal (distribution multinomial, lien cumlogit) incluant la maternité 

d’accouchement comme effet aléatoire. Tous les tests étaient bilatéraux et ont été 

réalisés avec un niveau de significativité de 5%.  
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RESULTATS  

  

Pendant la période d’étude, 12 820 patientes ont réalisé l’auto-prélèvement PREMEVA 

2 et ont accouché dans l’un des 14 centres de niveaux 2 et 3 sélectionnés pour l’étude. 

Parmi ces femmes, 1 488 (11.6%) n’étaient pas éligibles (Figure 6). Parmi les 11 332 

patientes éligibles, 562 ont présenté un accouchement prématuré spontané entre 22 

et 36+6 SA et composaient le groupe des cas (5.0 %).   

Au sein de ce groupe, 24 femmes étaient hors protocole d’emblée du fait de 

consentements manquants, de prélèvements vaginaux (PV) hors délai ou d’un âge 

maternel non conforme, permettant d’inclure 538 cas. Concernant les patientes ayant 

accouché à terme (≥ 37 SA), 389 patientes ont été exclues car hors protocole. Après 

appariement avec les cas sur le lieu et le jour de la naissance, nous avons inclus dans 

l’étude 538 accouchements spontanés éligibles et leurs 538 témoins.  

Suite au recueil de données obstétricales et à l’analyse par qPCR, 235 patientes ont 

été exclues secondairement dans chacun des groupes dont 103 du fait de la 

nonconformité ou de la perte des PV (9.7%), 124 du fait d’amplification de PCR 

inexistantes ou non satisfaisantes (11.5%), 50 du fait de critères d’inclusion non 

remplis – accouchement prématuré provoqué, multiparité ou âge gestationnel erroné  

(4.6%) et 27 du fait de données manquantes concernant l’accouchement (2.5%), En 

outre, 163 patientes ont été exclues du fait de l’exclusion de leur cas ou témoin apparié 

(15.1%). L’analyse finale des données de PCR a porté sur 303 cas et 303 témoins.  
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I.  Caractéristiques des patientes selon l’issue de grossesse   

Parmi les accouchements prématurés spontanés, 262 ont eu lieu entre 33 et 36+6 SA 

(86.4%), 29 entre 28 et 32+6 SA (9.6%) et 12 entre 22 et 27+6 SA (4.0%).  

Les caractéristiques des femmes et les issues de grossesses figurent au Tableau 1. 

Par rapport aux accouchements à terme, les femmes ayant accouché prématurément 

étaient plus souvent fumeuses (23.8 vs 17.6%, p=0.061), avaient un IMC plus faible 

(23.2 ± 4.6 vs 24.4 ± 6.4, p=0.008). Parmi les femmes multipares, les femmes ayant 

accouché prématurément avaient plus souvent un antécédent d’accouchement 

prématuré (15.5 vs 5.6 %, p<0.001). Au cours de la grossesse, elles avaient présenté 

plus fréquemment une infection urinaire (15.9 vs 7.3%, p=0.001) ou un portage vaginal 

de streptocoque B (22.5 vs 10.9%, p<0.001). On retrouvait plus fréquemment une 

rupture prématurée des membranes supérieure à 12 heures, ainsi que des signes 

anténataux de chorioamniotite (10.3% vs 1.3%, p<0.001). Le taux de transfert en soins 

intensifs néonataux était beaucoup plus élevé en cas de prématurité, ce qui était 

attendu. Cinq décès néonataux précoces ont été constatés dans le groupe des 

naissances prématurées (1.7%) et aucun dans le groupe témoin.   

  

II. Comparaison qualitative des flores vaginales selon l’âge 

gestationnel à l’accouchement  

En ce qui concerne la flore vaginale au premier trimestre de la grossesse, la répartition 

des scores de Nugent étaient similaires entre les femmes ayant accouché 

prématurément et leurs témoins (Tableau 2). La médiane du score était de 1 dans les 

2 groupes (p=0.25). La répartition entre flore normale, intermédiaire et VB était 

similaire dans chaque bras de l’étude (9.8 % de VB chez les cas contre 10.3% chez 

les témoins).     

Suite à l’étude par qPCR des prélèvements vaginaux, l’analyse qualitative a montré 

que 3 bactéries étaient significativement plus fréquentes dans la flore vaginale des 

patientes cas, après ajustement sur le statut tabagique. En effet, 22 échantillons 

étaient positifs pour Mycoplasma hominis chez les patientes cas contre 10 chez les 



38  

  

témoins (7.3% des cas vs 3.3% chez les témoins, p=0.034). Ureaplasma urealyticum 

était présent dans 133 échantillons chez les cas (43.9% des PV  vs 34.0 % chez les 

témoins, p=0.013). Enfin, Lactobacillus iners était rencontré plus fréquemment chez 

les cas avec 213 échantillons positifs contre 184 chez les témoins (70.3% des PV 

contre 60.7% chez les témoins, p = 0.014).  

Concernant les 12 autres bactéries recherchées par qPCR, leurs fréquences ne 

variaient pas de manière significative selon l’âge gestationnel au prélèvement avant 

14 SA. Lactobacillus crispatus est la bactérie la plus fréquente dans la flore vaginale 

du 1er trimestre, après L.iners, avec au total 350 échantillons positifs. La présence de 

L.crispatus a été détectée de façon similaire chez les cas et les témoins (59.4 % 

échantillons positifs chez les cas contre 56.1 % chez les témoins, p=0.410). Les deux 

autres espèces de lactobacilles analysées ont également été largement retrouvées 

dans les échantillons vaginaux : 244 PV positifs pour L.gasseri et 243 positifs pour 

L.jensenii.   

La troisième bactérie rencontrée le plus fréquemment a été Prevotella bivia avec un 

total de 312 échantillons positifs (49.5 % échantillons positifs chez les cas contre 53.5 

% chez les témoins, p=0.330). Gardnerella vaginalis était également fréquemment 

détectée avec 253 échantillons positifs au total (40.6 % échantillons positifs chez les 

cas contre 42.9 % chez les témoins, p=0.570). Atopobium vaginae a cumulé 153 

échantillons positifs (25.8 % échantillons positifs chez les cas contre 26.7 % chez les 

témoins, p=0.580). BVAB2 était, quant à elle, présente dans 56 échantillons (8.9 % 

d’échantillons positifs chez les cas contre 9.6 % chez les témoins, p=0.780). 

Megasphera 1 et 2 ne cumulent à eux deux que 70 échantillons positifs.  Les 

Mobiluncus, M.curtisii et M.mulieris n’ont été détectés que dans 27 échantillons au 

total sans différence de répartition entre les cas et témoins. Enfin, Bacteroides fragilis 

était également particulièrement rare dans les PV analysés avec seulement 3 

échantillons contenant cette bactérie.  

  



39  

  

III. Comparaison quantitative des flores vaginales selon l’âge 

gestationnel à l’accouchement  

Les échantillons ont également étaient analysés sur le versant quantitatif.  

L’abondance des 15 espèces bactériennes a été déterminée dans les  PV quand 

l’échantillon était positif pour la bactérie (Tableau 3).   

Cette analyse a montré que Lactobacillus crispatus était plus abondant, en nombre de 

log copies chez les patientes témoins (6.98 [6.34 - 7.26] log de copies) contre 6.63 

[3.78 - 7.10] log de copies chez les cas (p <0.001). L’abondance de l’ensemble des 

autres bactéries n’était pas significativement différente entre les deux bras de l’étude. 

On peut noter que certaines espèces étaient particulièrement abondantes lorsqu’elles 

étaient présentes dans les échantillons. Parmi elles, on a pu relever l’abondance de 

L.iners (6.02 [3.91 – 6.90] log de copies chez les cas et 6.10 [3.65 -  

7.09] chez les témoins, p =0.370). Megasphera 1 n’était détectée que dans 63 PV au 

total mais en quantité conséquente (6.29 [2.45  - 7.30] log de copies dans 30 PV 

positifs chez les cas et 6.68 [2.81 - 7.54] chez les témoins, p =0.370).   

Parmi les espèces les plus fréquemment détectées (302 échantillons positifs), 

Prevotella bivia était relativement peu abondante (3.54 [2.89 - 4.16]  log de copies 

dans 150 PV positifs chez les cas et 3.60 [3.02 - 4.30] chez 162 PV témoins, p =0.370).  

Les 2 mycoplasmes, Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma hominis étaient 

relativement peu abondants. Les 133 PV positifs chez les cas pour U.urealyticum 

contenaient 3.84 [3.15 - 4.41] log de copies contre 3.75 [3.12 - 4.27] log de copies 

chez les 103 PV témoins (p=0.490). Concernant M.hominis, 22 PV positifs chez les 

cas contenaient 4.40 [3.75 - 5.10] log de copies contre 4.38 [3.24 - 5.27] log de copies 

chez les 10 PV témoins (p=0.860).  

  



40  

  

IV. Comparaison qualitative des flores vaginales selon l’âge 

gestationnel à l’accouchement parmi les accouchements 

prématurés spontanés  

  

Enfin, les flores vaginales ont été comparées selon l’âge gestationnel à 

l’accouchement parmi les accouchements prématurés spontanés. Nous n’avons 

relevé aucune différence significative de fréquence pour chacune des 15 bactéries 

selon le stade de prématurité au sein du groupe des cas (Tableau 4).  

En particulier, Lactobacillus crispatus est retrouvé de façon similaire en cas de 

prématurité extrême 22-27+6 dans 6 PV sur 12 (50% des échantillons), 17/29 en cas 

de grande prématurité 28-32+6 (58.6%) et 157/262 (59.9%) en cas de prématurité 

modérée 33-36+6 (8.9%) (p=0.530). Ureaplasma urealyticum est aussi fréquent en cas 

de prématurité extrême (7/12 PV, 58.3% des échantillons), qu’en cas de grande 

prématurité 28-32+6 (14/29 PV, 48.3%des échantillons) et de prématurité modérée 

(112/262 PV, 42.8% des échantillons) (p=0.430). Enfin, L.iners était détecté de la 

même façon entre les 3 sous-groupes de prématurité (respectivement 66.7%, 72.4% 

et 70.2%, p=0.94). Prevotella bivia était détectée plus fréquemment en cas de 

prématurité extrême (66.7% des PV) que dans les autres stades (respectivement 31% 

des PV et 50.8% des PV) sans que cette différence ne soit significative (p=0.360).    

    

TABLEAUX  

Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques des patientes et des issues de 

grossesse selon l’âge gestationnel à l’accouchement  

  

  Prématurité 
spontanée  

 22-36+6  

(n=303)  

Naissance  
à terme  

 ≥ 37 SA  

(n=303)  

p  
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Caractéristiques  

Âge, années (moyenne ± DS)  

  

29.4 ± 4.9  

  

29.4 ± 5.0  

  

0.97  

Niveau d’étude < baccalauréat  110 (39.3)  100 (35.0)  0.29  

Tabagisme en début de grossesse  71 (23.8)  52 (17.6)  0.061  

IMC, kg/m² (moyenne ± DS)  23.2 ± 4.6  24.4 ± 6.5  0.008  

Multipares  180 (59.4)  176 (58.1)  0.74  

Antécédent d’accouchement prématuré  47 (15.5)  17 (5.6)  <0.001  

Grossesse, accouchement, état néonatal  

Infection urinaire pendant la grossesse  

  

48 (15.9)  

  

22 (7.3)  

  

0.001  

Streptocoque B vaginal après le 1er trimestre si 

recherché  

48/213 (22.5)  32/294 (10.9)  <0.001  

RPM ≥ 12h avant l’accouchement  145 (47.9)  62 (20.5)  <0.001  

Signes anténataux de chorioamniotite*  31 (10.3)  4 (1.3)  <0.001  

Naissance par césarienne  28 (9.2)  48 (15.8)  0.016  

Décès néonatal dans les 48 heures  5 (1.7)  0  NA  

Les valeurs sont présentées en fréquence (pourcentage) sauf indication contraire.  

* Au moins deux signes parmi les suivants : fièvre maternelle > 38°C, métrorragies avant le travail, 

écoulement vaginal purulent ou nauséabond, tachycardie maternelle > 100, tachycardie fœtale > 160, 

CRP maternelle  15 mg/L, leucocytes maternels  15 000 / mm3    

Abréviations : DS, déviation standard ; IMC, indice de masse corporelle ; RPM, rupture prématurée des 
membranes ; NA, non applicable.  

Tableau 2 : Comparaison des flores vaginales, présentées pour chaque bactérie 

comme le nombre d’échantillons positifs, selon l’âge gestationnel à l’accouchement  
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  Prématurité 
spontanée  

 22-36+6  

(n=303)  

Naissance  
à terme  

 ≥ 37 SA  

(n=303)  

  
p  

  
p  

Ajusté*  

Score de Nugent (médiane [IQR])  

0-3 (normale)  

4-6 (intermédiaire)  

7-10 (vaginose)  

1 [0 – 3]  

230 (80.1)  

29 (10.1)  

28 (9.8)  

1 [0 – 4]  

216 (74.5)  

44 (15.2)  

30 (10.3)  

0.25    

Atopobium vaginae  75 (25.8)  81 (26.7)  0.58    

Gardnerella vaginalis  123 (40.6)  130 (42.9)  0.57    

Bacteroides fragilis  2 (0.7)  1 (0.3)  NA    

BVAB2  27 (8.9)  29 (9.6)  0.78    

Megasphera 1  30 (9.9)  33 (10.9)  0.69    

Megasphera 2  3 (1.0)  4 (1.3)  NA    

Prevotella bivia  150 (49.5)  162 (53.5)  0.33    

Mycoplasma hominis  22 (7.3)  10 (3.3)  0.029  0.034  

Mobiluncus curtisii  15 (5.0)  10 (3.3)  0.31    

Mobiluncus mulieris  2 (0.7)  0  NA    

Ureaplasma urealyticum  133 (43.9)  103 (34.0)  0.013  0.013  

Lactobacillus crispatus  180 (59.4)  170 (56.1)  0.41    

Lactobacillus jensenii  126 (41.6)  117 (38.6)  0.46    

Lactobacillus gasseri  117 (38.6)  127 (41.9)  0.41    
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Lactobacillus iners  213 (70.3)  184 (60.7)  0.017  0.014  

Les valeurs sont présentées en fréquence (pourcentage) sauf indication contraire.  

Abréviations : IQR, intervalle interquartiles ; NA, non applicable.  

* P-valeur ajustée sur le statut tabagique.  

Tableau 3 : Comparaison du nombre de log copies détectées pour chaque bactérie, 

quand l’échantillon était positif, selon l’âge gestationnel à l’accouchement  

  

   Prématurité spontanée  

 22-36+6  

  

(n=303)  

 Naissance  
à terme  

 ≥ 37 SA  

(n=303)  

p  

  N  Valeur  N  Valeur    

Atopobium vaginae  75  4.51 [2.75 – 6.51]  81  3.99 [3.02 – 6.75]  0.69  

Gardnerella vaginalis  123  4.48 [3.08 – 6.08]  130  4.70 [3.29 – 6.55]  0.31  

Bacteroides fragilis  2  2.36 – 3.15  1  2.38  NA  

BVAB2  27  4.18 [2.71 – 6.81]  29  4.02 [2.66 – 7.13]  0.95  

Megasphera 1  30  6.29 [2.45 – 7.30]  33  6.68 [2.81 – 7.54]  0.15  

Megasphera 2  3  4.48 [2.90 – 6.72]  4  4.55 [3.16 – 5.67]  NA  

Prevotella bivia  150  3.54 [2.89 – 4.16]  162  3.60 [3.02 – 4.30]  0.83  

Mycoplasma hominis  22  4.40 [3.75 – 5.10]  10  4.38 [3.24 – 5.27]  0.86  

Mobiluncus curtisii  15  4.23 [2.43 – 5.00]  10  4.88 [3.51 – 5.50]  0.17  

Mobiluncus mulieris  2  5.95 – 7.13  0  -  NA  

Ureaplasma urealyticum  133  3.84 [3.15 – 4.41]  103  3.75 [3.12 – 4.27]  0.49  

Lactobacillus crispatus  180  6.63 [3.78 – 7.10]  170  6.98 [6.34 – 7.26]  <0.001  

Lactobacillus jensenii  126  5.69 [4.11 – 6.51]  117  5.71 [5.17 – 6.40]  0.55  

Lactobacillus gasseri  117  4.35 [3.25 – 5.79]  127  4.94 [3.88 – 5.87]  0.082  

Lactobacillus iners  
213  6.02 [3.91 – 6.90]  184  6.10 [3.65 – 7.09]  0.37  
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Les valeurs sont présentées en médiane [IQR].  

Abréviations : IQR, intervalle interquartiles ; NA, non applicable.  

Tableau 4 : Comparaison des flores vaginales, présentées pour chaque bactérie 

comme le nombre d’échantillons positifs, selon l’âge gestationnel à l’accouchement 

chez les accouchements prématurés spontanés  

  

  Prématurité 
spontanée  
 22-27 SA  

(n=12)  

Prématurité 
spontanée  
 28-32 SA  

(n=29)  

Prématurité 
spontanée  
 33-36 SA  

(n=262)  

p  

Atopobium vaginae  4 (33.3)  7 (24.1)  64 (24.4)  0.70  

Gardnerella vaginalis  6 (50.0)  13 (44.8)  104 (39.7)  0.40  

Bacteroides fragilis  0  0  2 (0.8)  NA  

BVAB2  1 (8.3)  2 (6.9)  24 (9.2)  0.71  

Megasphera 1  3 (25.0)  2 (6.9)  25 (9.5)  0.47  

Megasphera 2  1 (8.3)  1 (3.5)  1 (0.4)  NA  

Prevotella bivia  8 (66.7)  9 (31.0)  133 (50.8)  0.36  

Mycoplasma hominis  0  2 (6.9)  20 (7.6)  0.53  

Mobiluncus curtisii  1 (8.3)  1 (3.5)  13 (5.0)  0.97  

Mobiluncus mulieris  0  0  2 (0.8)  NA  

Ureaplasma urealyticum  7 (58.3)  14 (48.3)  112 (42.8)  0.43  

Lactobacillus crispatus  6 (50.0)  17 (58.6)  157 (59.9)  0.53  

Lactobacillus jensenii  6 (50.0)  13 (44.8)  107 (40.8)  0.70  

Lactobacillus gasseri  5 (41.7)  10 (34.5)  102 (38.9)  0.82  

Lactobacillus iners  
8 (66.7)  21 (72.4)  184 (70.2)  0.94  

Les valeurs sont présentées en fréquence (pourcentage).  

Abréviations : NA, non applicable.  
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DISCUSSION  

  

Dans cette étude, nous avons retrouvé une association statistiquement significative 

entre la présence, dans la flore vaginale du 1er trimestre de grossesse, de Mycoplasme 

hominis (p=0.034), d’Ureaplasma urealyticum (p=0.013), de  

Lactobacillus iners (p=0.014) et la survenue d’un accouchement prématuré spontané. 

Cette association a été retrouvée en ajustant sur le statut tabagique qui est un facteur 

confondant dans notre étude puisque impliqué dans la naissance prématurée   

(41) (56).   

Parallèlement, l’existence d’une chorioamniotite clinique a été retrouvée fortement 

associée aux accouchements prématurés (p<0.001). Le contexte infectieux de la 

naissance prématurée dans notre cohorte est ainsi objectivé et nous retrouvons dans 

nos résultats deux des micro-organismes vaginaux les plus fréquemment mis en 

évidence en cas de chorioamniotite. En effet, dans la littérature, les microorganismes 

les plus fréquemment retrouvés dans le liquide amniotique (LA) des patientes 

présentant une rupture prématurée des membranes ainsi que dans celui des patientes 

accouchant avant terme avec membranes intactes et présentant une chorioamniotite 

sont les espèces de mycoplasmes Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma hominis 

(36) (57) (58). Plusieurs études ont démontré que la colonisation précoce du LA par 

U. urealyticum par ascension intra-utérine était associée à un risque accru 

d’accouchement prématuré. La présence de ce mycoplasme dès la vingtième semaine 

de grossesse pourrait provoquer une infection infraclinique chronique qui jouerait un 

rôle dans la survenue d’une naissance prématurée (59) (60). Nos résultats suggèrent 

que ces micro-organismes pourraient être des agents pathogènes sous-estimés de 

la grossesse.  

Nous identifions également une association très significative entre le portage vaginal 

du Streptocoque du groupe B (SGB) dépisté après le 1er trimestre et la prématurité 

(p<0.001). De précédentes études avaient déjà suggéré que la colonisation vaginale 

par le SGB pendant la grossesse pouvait constituer un facteur de risque de 
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l’accouchement prématuré (61) (62) (63). Ainsi, dans une étude prospective portant 

sur 2846 naissances uniques, Feikin et al rapportaient une fréquence plus élevée de 

colonisations chez les femmes ayant accouché prématurément (14 %) que chez celles 

ayant accouché à terme (7 %), après ajustement sur des facteurs de risque 

d’accouchement prématuré (64). Les stratégies de prévention actuelles (basées sur la 

prophylaxie antibiotique per-partum) apparaissent trop tardives pour prévenir les 

mécanismes de la naissance prématurée associée à la colonisation précoce par le 

SGB.  

Conformément aux études les plus récentes (42) (65), nous ne retrouvons pas de lien 

entre la survenue d’un accouchement prématuré spontané et l’existence d’une 

vaginose bactérienne (VB) définie par un score de Nugent supérieur ou égal à 7. Ce 

résultat est cohérent avec l’implication possible d’U.urealyticum et M.hominis dans la 

survenue d’un accouchement prématuré. En effet, ces deux mycoplasmes sont des 

bactéries dépourvues de paroi et donc indétectables par coloration de Gram. Ces 

bactéries ne participent donc pas à l’établissement du score de Nugent et à la définition 

de la vaginose bactérienne qui en découle – Raréfaction des lactobacilles et présence 

de Gardnerella et/ou Mobiluncus. Cette définition de la VB est d’ailleurs remise en 

cause par de nombreux auteurs (66) (67) (68) (69). L’utilisation des techniques de 

biologie moléculaires a permis de faire évoluer la définition de la vaginose bactérienne, 

certains auteurs incluant même Ureaplasma ou Mycoplasma comme marqueurs de 

VB (70) (71). En outre, les mycoplasmes ne sont pas sensibles aux traitements 

antibiotiques utilisés dans le traitement de la vaginose, principalement le 

métronidazole et la clindamycine (72) . Ceci corrobore l’échec des essais 

thérapeutiques réalisés jusqu’ici qui cherchaient à diminuer le risque d’accouchement 

prématuré par le traitement d’une VB dépistée par Nugent. Notre étude questionne 

donc sur la pertinence de l’utilisation du score de Nugent pour la détection de la 

vaginose.  

Nous retrouvons également un lien entre Lactobacillus iners et la survenue d’un 

accouchement prématuré (p=0.014). Dans la littérature récente, ce lactobacille est 

suspecté d’être un marqueur du déséquilibre microbien conduisant à la VB (73).   
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Contrairement à L. crispatus et L. jensenii,  L. iners est commun et abondant dans les 

flores vaginales comprenant des concentrations élevées d’espèces autres que les 

lactobacilles, comme dans la vaginose bactérienne (13). Certaines études suggèrent 

que L. iners pourrait être une espèce transitoire, colonisant le milieu suite à des 

perturbations de l'environnement vaginal (74) (75). Le rôle de L. iners dans la structure 

de la communauté bactérienne vaginale demeure controversé à ce stade de l’étude.  

A l’inverse, L.crispatus est souvent considéré comme protecteur et garant d’un 

microbiote vaginal sain voire comme un facteur prédictif de la naissance à terme (8) 

(73). Dans notre étude, la prévalence de L.crispatus n’est pas différente entre les deux 

bras de l’étude mais ce lactobacille est présent en quantité plus abondante chez les 

femmes ayant accouché à terme (p <0.001). Dans la littérature, plusieurs études ont 

associé Lactobacillus crispatus à un risque moins élevé d’accouchement prématuré 

spontané (76) (77) (73). Les femmes qui accouchent à terme seraient plus 

susceptibles de présenter une prédominance de L. crispatus dans la flore vaginale.   

Cette étude a donc permis de réexaminer les relations qui existe entre le portage de 

certains micro-organismes de la cavité vaginale et le risque de prématurité. Nous 

retrouvons des résultats en adéquation avec la littérature et notre étude présente de 

nombreux points forts. En effet, elle est l’une des plus larges à avoir étudié le lien entre 

flore vaginale et prématurité. Le nombre important d’échantillons à analyser ainsi que 

le caractère fastidieux de la culture de certaines des bactéries étudiées nous ont 

amené à choisir une technique de biologie moléculaire innovante (qPCR OpenArray) 

pour l’étude. En comparaison à la microscopie et à la culture bactérienne, les 

méthodes moléculaires telles que la PCR fournissent des résultats moins dépendants 

de l'observateur et une appréciation plus directe et détaillée de la quantité de certaines 

espèces dans un échantillon. Cette technique de PCR en temps réel bénéficie d’une 

haute reproductibilité entre les sets et de nombreux contrôles qualité permettent de 

s’assurer de l’intégrité des échantillons. De plus, les faibles volumes employés par la 

technique (33nL) nous permettent d’envisager d’autres expérimentations avec les 

mêmes échantillons cliniques. Enfin, les prélèvements ont été réalisés de manière 

prospective en tout début de grossesse, en amont des mécanismes amenant à la 
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prématurité. Une éventuelle antibiothérapie prophylactique pourrait être 

particulièrement profitable à ce moment de la grossesse.  

Bien que notre étude ait été construite de manière prospective, elle connaît les limites 

liées au caractère rétrospectif de la collection de données, avec un taux élevé de 43.6 

% de données non utilisables. Ce taux élevé est en rapport avec les critères d’inclusion 

stricts définis préalablement à l’étude, notamment du fait de l’exclusion des femmes 

dont le témoin ou le cas n’était pas utilisable (près de la moitié étaient inutilisables du 

fait de l’absence de données chez leur cas ou leur témoin associé). En outre, un 

pourcentage conséquent (11.5%) de prélèvements vaginaux s’est révélé inexploitable 

au moment de l’analyse (absence de matériel biologique dans le prélèvement ou 

nature du prélèvement non conforme).Cette limitation du nombre de patientes incluses 

a pu diminuer la puissance de nos comparaisons.   

  

Finalement, la colonisation vaginale précoce puis l’ascension intra-utérine 

d’U.urealyticum et M.hominis apparaissent comme des causes très probables 

d’infection intra-amniotique menant à l’accouchement prématuré. Les mycoplasmes 

sont des germes peu pathogènes pouvant faire partie de la flore vaginale normale 

mais également de la vaginose bactérienne (33). Ces bactéries sont en revanche 

capables d’induire d’importantes réactions inflammatoires par le biais des Toll-Like 

Receptors (78). Nos résultats nous amènent à envisager de futures recherches sur le 

rôle des mycoplasmes dans l'issue défavorable de la grossesse par d’autres moyens 

statistiques et des questions plus spécifiques sur le moment et la période de latence 

de l’infection ou les facteurs de l’hôte favorisant l’arrivée des bactéries au niveau de 

l’utérus. Le rôle propre de la colonisation précoce à Streptocoque B devrait lui aussi 

être exploré par une méthode de PCR en temps réel. L’ensemble de ces axes de 

réflexion pourraient aboutir sur de nouvelles possibilités d’interventions thérapeutiques 

pour prévenir la prématurité.   
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Annexe 1 : Liste des 14 centres partenaires de l’étude et ayant signé convention  
  

  

  

Maternité du CH d’Armentières   

Maternité du CH d’Arras   

Maternité des Bonnettes, Arras   

Maternité du CH de Béthune   

Clinique Sainte Marie, Cambrai   

Maternité du CH de Denain   

Clinique Saint Amé, Douai   
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Maternité du CH de Lens   

Maternité Jeanne de Flandre, Lille   

Maternité Saint Vincent de Paul, Lille   

Maternité de Beaumont, Roubaix   

Maternité du CH de Seclin   

Maternité du CH Valenciennes   

Maternité HPVA, Villeneuve d’Ascq  

Annexe 2 : Fiche de Dépistage PREMEVA 2  
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FLORE VAGINALE ? L’ETUDE PREMEVA 2  

  

Mots-clés : Accouchement prématuré <37 SA, flore vaginale, Etude cas témoins  

 
Résumé : Alors que la vaginose bactérienne est décrite pour être associée à une 

augmentation du risque de prématurité, ce lien est remis en cause du fait de l’échec 

de politique de corrections de la vaginose bactérienne par les traitements antibiotiques 

(Etude PREMEVA1). Dans le cadre de l’étude PREMEVA 2, notre travail s’est attaché 

à réexaminer la relation entre la composition de la flore vaginale au premier trimestre 

de la grossesse et la survenue d’un accouchement prématurité entre 22 et 36 SA. 

PREMEVA 2 est une étude cas-témoins multicentrique nichée dans une cohorte de 

12820 patientes prélevées au 1er trimestre de la grossesse. Au niveau de la  flore 

vaginale des cas et des témoins, 15 microorganismes ont été recherchés et quantifiés 

par qPCR open array . Parmi les 11 332 patientes éligibles, 562 ont présenté un 

accouchement prématuré spontané (5.0 %). Après exclusion de 259 dossiers, 303 

accouchements prématurés spontanés entre 22 et 36 SA ont été comparés à 303 

accouchements à terme. Par rapport aux accouchements à terme, les patientes ayant 

accouché prématurément étaient plus souvent fumeuses (23.8 vs 17.5%, p=0.061). 

Au cours de la grossesse, elles avaient présenté plus fréquemment un portage vaginal 

de streptocoque B (15.9 vs 7.3%, p<0.001). La prévalence de la vaginose bactérienne 

détectée par le score de Nugent était similaire entre les deux groupes (9.8 vs 10.3 % 

p=0.168). Au niveau de la flore vaginale, l’analyse qualitative a montré que 3 bactéries 

étaient significativement plus fréquentes dans les prélèvements vaginaux des 

patientes cas : Mycoplasma hominis (7.3% vs 3.3%, p=0.034), Ureaplasma 

urealyticum (43.9% vs 34.0 %, p=0.013) et Lactobacillus iners  

(70.3% vs 60.7%, p = 0.014). L’analyse quantitative a montré que Lactobacillus 

crispatus était plus abondant, en nombre de log copies chez les patientes témoins 

(6.98 log de copies vs 6.63, p <0.001). La comparaison des flores vaginales n’a pas 

montré de différences significatives selon le stade de prématurité, chez les 

accouchements prématurés spontanés.  
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