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RESUME

Les Chlamydia sont des bactéries intracellulaires respon-
sables principalement d’infections sexuellement trans-
missibles (IST). Ces infections sont trés souvent asymp-
tomatiques et constituent un risque important de compli-
cations et de transmission. Le diagnostic direct d’'une
infection symptomatique a Chlamydia trachomatis peut
étre réalisé par la mise en évidence de la bactérie vivante
par culture cellulaire, de ses antigénes par immunofluo-
rescence directe (IFD) ou par les techniques immunoen-
zymatiques et apparentées, de ses acides nucléiques par
hybridation moléculaire ou par amplification génique. Au
cours d’une infection asymptomatique, chronique ou per-
sistante, la charge bactérienne est faible et les bactéries
sont trés souvent non cultivabies et expriment des anti-
génes différents. La culture cellulaire et les techniques
habituelles de mise en évidence des antigénes peuvent
étre négatives, ce qui implique I'utilisation des tech-
niques de détection des acides nucléiques avec amplifi-
cation associée éventuellement a un diagnostic sérolo-
gique.

L'utilisation des techniques d’amplification a considéra-
blement amélioré le diagnostic direct des infections a
Chlamydia et offre, en plus, 'opportunité d’utiliser des
prélévements non invasifs (urine du premier jet, sperme)
pour le dépistage des sujets asymptomatiques.

Mots clés : Chlamydia trachomatis, infections uro-génitales,
diagnostic biologique, prélévements non invasifs, amplifica-
tion génique

. INTRODUCTION

Les infections urogénitales a Chlamydia trachomatis ont
une répartition mondiale.

Ces infections ont été reconnues comme un probleme de
santé publique majeur en raison des complications qu’elles
engendrent. Elles sont aujourd’hui au premier rang des
infections sexuellement transmissibles (IST) avec une esti-
mation de 92 millions de nouveaux cas chaque année
dans le monde [54]. Ce nombre est certainement sous
estimé, particulierement chez les hommes qui subissent
moins de dépistage que les femmes [45]. Les glandes
sexuelles annexes, chez ’'homme, jouent un rdle de réser-
voir de germes et augmentent la probabilité de contamina-
tion féminine [15, 43].

L'incidence est variable suivant les populations, I'activité
sexuelle et 'age. Les facteurs de risque incluent le jeune
age (15-34 ans), la multiplicité des partenaires sexuels, la
non utilisation de préservatif.

Les infections a C. trachomatis évoluent selon deux
modes, aigu et chronique ce qui souléve la question de la
persistance de la bactérie malgré la réponse immune de
'héte et une antibiothérapie active [2].

La complexité de la physiopathologie de ces infections
rend le diagnostic biologique difficile. Celui-ci repose,
comme pour toute maladie infectieuse, sur un diagnostic
direct (détection de la bactérie, de ses antigenes ou de ses
acides nucléiques) et sur un diagnostic indirect avec mise
en évidence des anticorps. A I'heure actuelle, deux ques-
tions se posent :
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1- Quelles sont les méthodes de diagnostic direct les plus
fiables ?

2- Quel test chaisir en fonction :

i) du contexte clinique ;

ii) du prélévement & étudier ;

iii) de la rapidité du résultat désirée.

Des traitements antibiotiques efficaces et peu colteux sont
disponibles, mais la difficulté diagnostique fait que ces
infections trés souvent asymptomatiques restent non trai-
tees.

Il. PHYSIOPATHOLOGIE DE L'INFECTION
A C. TRACHOMATIS

Les Chlamydia ont un tropisme marqué pour les cellules
épithéliales des muqueuses.

Bactéries intra-cellulaires obligatoires, les Chlamydia se
présentent sous forme de corps élémentaires (CE) ou de
corps réticulés (CR) selon I'étape de leur cycle de dévelop-
pement. Seuls les CE extracellulaires sont capables d'in-
fecter une cellule saine et l'internalisation s'achéve par la
formation d’une inclusion dans le cytoplasme de la cellule
héte. La multiplication intracellulaire, représente un événe-
ment crucial dans la physiopathologie de I'infection.

Au cours d’une infection & Chlamydia, la réaction inflamma-
toire déclenchée par le lipopolysaccharide (LPS) est suivie
de l'apparition d'une réaction immunitaire humorale et cel-
lulaire. Une activation du systéme immunitaire local et sys-
témique aboutit a la synthése des anticorps anti- C. tracho-
matis détectés dans les sécrétions locales et dans le sérum,
mais c'est le systéme lymphocytaire qui joue le réle le plus
important. Ces réactions peuvent soit limiter soit éradiquer
une infection aigué mais, dans certains cas, apparait une
infection chroniqgue et persistante.

La persistance de l'infection se manifeste par des modifica-
tions morphologiques des CE et des modifications d'ex-
pression d’antigénes chlamydiens avec une synthése conti-
nu de Heat shock protein (Hsp), un antigéne immuno-
pathogéne et une réduction de la synthése de la protéine
majeure de la membrane externe (PMME), un antigéne qui
induit la formation d’anticorps protecteurs.

Les phagocytes non professionnels (cellules épithéliales)
infectés par les Chlamydia produisent des substances pro-
inflammatoires (chimiokines, cytokines, facteurs de crois-
sance et autres médiateurs cellulaires). L'interféron gamma
(INFg) inhibe l'infectiosité des Chlamydia [35], la quantité
de bactéries diminue mais quelques corps persistent et
continuent d’entrainer des réactions inflammatoires. Ces
réactions sont nécessaires et suffisantes pour provoquer
des infections chroniques et des inflammations intenses
conduisant a la destruction tissulaire a l'origine des séquel-
les telle que 'hypofertilité. Ces complications surviennent
aprés une longue persistance du microorganisme ou plu-
sieurs réinfections [17].

Ill. MANIFESTATIONS CLINIQUES (Tableau 1)

Parmi les 18 sérovars (sérotypes ou types antigéniques)
connus de C. trachomatis, les sérovars D a K ont un tropis-
me uro-génital marqué. L'influence du sérovar sur le déve-
loppement de I'infection uro-génitale n’est pas claire [6]. Les
sérovars dominants isolés en Europe et en Amérique du
Nord sont les sérovars E (50%), F (20%) et D (10%).

Chez 'homme C. trachomatis est responsable de la grande
majorité des urétrites non gonococcigues et post-gonococ-
ciques qui peuvent se compliquer par des épididymites et
par voie de conséquence d'une hypofertilité. Cependant
I'hypofertilité due aux IST a C. trachomatis est plus com-
munément décrite chez la femme que chez 'homme.

1. Les infections génitales basses : Les urétrites

L'urétrite a C. trachomatis peut-étre secondaire a une uré-
trite gonococcique. L'urétrite non spécifique est le terme qui
désigne linfection sexuellement transmissible non gono-
coccique.

Apres une période d’'incubation de 10 a 20 jours, I'urétrite
se caractérise par un prurit, des brllures discrétes, une
dysurie, un écoulement généralement discret renfermant
des polynucléaires.

Dans 20 a 30% des cas, I'évolution peut se faire spontané-
ment vers la guérison en une 4 trois semaines mais l'infec-
tion peut évoluer pendant des semaines rendant le sujet
particulierement dangereux quant a la contamination de ses
partenaires sexuels. L'urétrite & C. frachomatis est asymp-
tomatique dans 50% des cas et constitue un véritable
réservoir de germe [27, 46]. En France, la prévalence chez
I'hnomme asymptomatique est de I'ordre de 4,4 % et de 13%
chez 'homme symptomatique [18].

2. Les infections génitales hautes
a) Les prostatites

La prostatite est 'apanage du sujet de plus de 50 ans et elle
est volontiers chronique. Les principaux symptémes sont la
douleur, des brllures mictionnelles et de I'éjaculation. La
cause la plus frequemment reconnue chez les sujets agés
ou chez les sujets présentant une anomalie urétrale est
classiquement les agents responsables d’infection de I'arb-
re urinaire plutét que ceux des IST [10].

C. trachomatis pourrait étre a l'origine de prostatites chez le
sujet jeune en relation avec une IST [37, 40], mais le role de
C. trachomatis reste discuté bien que la bactérie ait été iso-
Iée de biopsies prostatiques [31] et que 'ADN chlamydien
ait été mis en évidence dans les sécrétions prostatiques et
'urine aprés massage prostatique [13, 16, 22, 23]. Des
corps miniatures ont également été observés en microsco-
pie électronique dans les sécrétions prostatiques et dans
I'éjaculat total de patients ayant une prostatite chronique
[13].

b) Les épididymites

Chez '’homme de plus de 50 ans, I'épididymite est essen-
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Tableau 1 : Pouvoir pathogéne de Chlamydia trachomatis [1].

Complications /

Sérovars Infections aigués Infections chroniques
A—-=C Kératoconjonctivite Trachome cicatriciel, cécité
D - K Infections sexuellement transmissibles

* chez la femme
- Cervicite Endométrite, salpingite, GEU,
- Urétrite infertilité tubaire, syndrome de

* Chez I'homme
- Urétrite

* Dans les deux sexes
- Conjonctivites

» Nouveau-nés
- Conjonctivite
- Pneumopathie

Fitz-Hugh-Curtis

Epididymite, prostatite
hypofertilité

Syndrome de Reiter,
arthrite réactionnelle

L1 - L3 Lymphogranulomatose vénérienne

Trouble de drainage lymphatique

tiellement une complication de I'infection de I'arbre urinaire.
Chez le sujet de moins de 35 ans, I'épididymite est la com-
plication survenant dans 0,5 a 3% des urétrites a Chlamydia
[24, 29, 57].

Les épididymites @ Chlamydia sont trés souvent peu évo-
catrices mais, il faut noter la présence d'une masse évo-
quant une tumeur testiculaire [34, 39, 53]. [l semble que I'in-
fection gagne I'épididyme par les voies déférentes et plus
rarement par les voies lymphatiques.

Sur le plan histologique, I'épididymite & C. trachomatis se
caractérise par une destruction minimale et une réaction
inflammatoire prédominant au niveau péricanalaire et intra
épithélial [25].

L'importance de cette infection, cause de stérilit¢ chez
'homme, a été démontrée par des études sérologiques.
Cependant, ces études sont peu nombreuses [38].

L’inoculation directe intra- épididymaire de Chlamydia muri-
darum (souche de C. trachomatis de la pneumonie de la
souris) au rat Wistar provoque une épididymite accompa-
gnée d'une masse testiculaire similaire a celle observée
chez 'lhomme [28].

Cette infection n’a pas I'attention qu’elle mérite comparée a
I'inflammation pelvienne chez la femme.

c) Chlamydia et hypofertilité masculine

Cliniguement et physiologiquement il existe un lien entre les
agents pathogénes et les urétrites, entre I'urétrite et I'épidi-
dymo-orchite et entre I'épididymo-orchite et I'hypofertilité.
Néanmoins, le réle de C. trachomatis dans I'hypofertilité
masculine est controversé [9, 16, 36, 41].

L'infection modifie le spermogramme et I'action directe de
C. trachomatis sur la mobilité du spermatozoide a été mise
en évidence in vitro [26].
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Une épididymite expérimentale a été créée chez le rat par
inoculation dans ies canaux déférents et chez la souris par
injection directe intra- épididymaire. Chez la souris, une dif-
fusion de l'infection en amont et en aval de I'épididyme a
été mise en évidence [20, 21].

L'étude de la fertilité des souris infectées a montré une bais-
se de la fécondité en rapport trés probablement avec une
diminution de la mobilité des spermatozoides et non par
des lésions fibrosantes ou obstructives du canal épididy-
maire [20, 21].

Méme si le role de C. trachomatis chez 'lhomme est enco-
re controversé, la présence de C. trachomatis au niveau de
I'appareil urogénital masculin est un risque de contamina-
tion féminine et donc un risque d’hypofertilité tubaire [15,
16, 43].

3. La lymphogranulomatose vénérienne (LGV)

Infection sexuellement transmissible, décrite pour la pre-
miére fois par Hunter en 1786, puis en 1833 par Wallace,
son entité pathologique n'a été établie qu'en 1913 par
Nicolas, Favre et Durand sous le terme de bubon climaté-
rique.

Relativement fréquente dans les pays tropicaux et subtropi-
caux, elle peut s’observer dans les pays tempérés ou.il s’a-
git le plus souvent d’'importation d’'un pays endémique ou
d’'un contact avec des sujets venant d’'un pays endémique.

La LGV ou maladie de Nicolas-Favre est due aux sérovars
L1, L2, L2a, et L3 de C. trachomatis qui possédent un tro-
pisme ganglionnaire et réticulo-endothélial. Ces sérovars
different des autres sérovars, par leur tendance a générali-
ser l'infection.

La tranche d’age présentant le plus de risque se situe entre
20 et 40 ans.




Les Iésions primaires génitales ou anales sont ulcérées et
transitoires. La LGV peut se compliquer de lymphadénite,
rectite, fistule et évoluer vers la chronicité.

4. La proctite

Elle peut étre due aux sérovars D a K ou L1 a L3. Elle est
I'apanage des hommes homosexuels. La proctite due aux
sérovars D a K est asymptomatique ou peu symptomatique
alors que celle due aux sérovars L1 a L3 est généralement
plus grave.

5. Syndrome de Fiessinger- Leroy- Reiter

Dans 70 a 80% des cas, I'antigéne HLA B 27 objective un
terrain prédisposant. Les patients possédant cet antigéne
sont plus susceptibles de développer le syndrome de
Fiessinger-Leroy-Reiter [32]. Ce syndrome est un rhumatis-
me inflammatoire aigu ou subaigu associé a une atteinte
urétrale et conjonctivale.

C. trachomatis est I'un des agents habituels de ce syndro-
me. Ce syndrome est 20 fois plus fréquent chez I'nomme
que chez la femme [30].

Le tableau | résume les principales manifestations cliniques
de C. trachomatis.

IV. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE D’UNE INFECTION
A C. TRACHOMATIS

L'isolement de la bactérie par-culture cellulaire est la tech-
nique la plus spécifique. Cependant, elle reste trés spécia-
lisée, longue et colteuse. Des tests de diagnostic direct
rapides comme limmunofluorescence directe, les tech-
niques immunoenzymatigues et apparentées ont été déve-
loppés et appliqués a la détection des antigénes de la bac-
térie. Les techniques de détection des acides nucléiques et
en particulier les techniques d’amplification génique appor-
tent une contribution nouvelle au diagnostic de ces infec-
tions.

La sérologie est un témoin plus tardif de l'infection et se
positive lorsque les voies génitales hautes sont contami-
nées.

A) DIAGNOSTIC DIRECT
1. Prélévements

Les procédés diagnostiques les plus modernes restent tri-
butaires de la qualité des prélévements. Etant donné le
caractere intracellulaire des Chlamydia, les prélévements
doivent contenir des cellules quelle que soit la technique de
diagnostic utilisée.

a) Prélévements uro-génitaux

* Prélévement urétral : l'urétre antérieur est le site préfé-
rentiel de prélévement dans les cas d'urétrites non ou post-
gonococciques.

L'écouvillon est introduit dans le canal urétral & trois ou qua-
tre centimétres du méat. Une rotation de I'écouvillon permet
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I'arrachement des cellules du revétement urétral qui renfer-
ment éventuellement les Chlamydia. L'écouvillon est
immergé dans un milieu de transport.

Ce prélévement doit étre réalisé avant la premiére miction
du matin ou respecter un délai de 3 heures par rapport ala
miction précédente. Le jet urinaire provoque un lavage de
I'urétre et une élimination des cellules infectées. Ceci est a
I'origine d’une diminution de la sensibilité de la plupart des
tests de diagnostic.

« Urine du premier jet : les techniques d’amplification
génique ont rendu possible la recherche de C. trachomatis
dans “l'urine du premier jet” ce qui constitue une importan-
te "avancée”.

Chez 'homme, ce prélévement non invasif convient aussi
bien chez le sujet symptomatique qu'asymptomatique et
évite ainsi les prélevements urétraux, traumatisants et mal
toléres.

* Prélevement d’urines aprés massage prostatique et
de sperme: les sécrétions prostatiques sont recueillies
spontanément par écouvillonnage urétral ou dans une
quantité minimale d’urine aprés un massage de deux a trois
minutes des deux lobes et de la partie médiane de la glan-
de. Le massage prostatique doit étre effectué aprés une
vidange vésicale et permet la libération des bactéries ou
des antigénes.

Le sperme est obtenu aprés masturbation. La recherche de
C. trachomatis dans le sperme peut s'inscrire dans le cadre
de I'exploration d'une hypofertilité¢ du couple.

La mise en évidence de la bactérie dans ce type de prélé-
vement est pratiquement impossible en culture cellulaire
(cytotoxicité des prélévements) et seules les techniques
d’amplification génique sont validées.

» Suspicion de LGV : le prélévement est réalisé par ponc-
tion du bubon.

* Rectites : pour les atteintes rectales, il est indispensable
de réaliser les prélevements de lésions ulcératives sous
anuscopie.

b) Les prélévements oculaires

Les prélévements oculaires sont réalisés par grattage de la
conjonctive inférieure dans les conjonctivites isolées ou
associées a une urétrite. Les exsudats purulents doivent
étre éliminés au préalable avec un tampon stérile.

c) Les liquides articulaires dans le syndrome de
Fiessinger-Leroy-Reiter

2. Conditions de prélévement

Les milieux et les conditions de transport des prélévements
sont adaptés & la technique de détection utilisée par le labo-
ratoire. Seule la culture cellulaire exige des conditions stric-
tes de transport, de délai et de température, de maniére a
ne pas affecter la viabilité de la bactérie.

Pour les prélévements réalisés par écouvillonnage, le choix
des écouvillons utilisés est important : ils doivent étre adap-




tés au recueil des cellules et ne doivent pas étre toxiques
pour la culture cellulaire. Des écouvillons en dacron, en
alginate de calcium ou des écouvillons en plastique ayant
une extrémité en forme d'olive striée “Bactopick” sont clas-
siquement utilisés. Les écouvillons & tige en bois doivent
étre évités.

Lorsque plusieurs écouvillonnages sont réalisés chez un
patient, I'ordre de prélévement peut affecter le résultat.

Les prélévements destinés a la culture sont impérativement
et immédiatement placés a +4°C. Le temps de conservation
doit étre inférieur a 48 heures sinon, ils doivent étre conge-
lés a -70°C avant l'inoculation en sachant que la congéla-
tion entraine une perte d’au moins 20% de la viabilité des
bactéries [33].

Le milieu de transport traditionnel pour la recherche de
Chlamydia en culture cellulaire est le milieu 2-sucrose
phosphate (2SP) qui contient du sérum de veau feetal et
des antibiotiques sans action sur la viabilité des Chlamydia.
Ce milieu présente en outre I'avantage de pouvoir étre utili-
sé pour la recherche des Chlamydia par certaines métho-
des d’amplification génique, ce qui permet a partir d'un
méme prélévement, de réaliser a la fois la culture et 'am-
plification génique [22].

Pour les kits commercialisés permettant la mise en éviden-
ce des antigénes ou des acides nucléiques de C. tracho-
matis, il est impératif de suivre les indications des fabricants
concernant les conditions de prélévement et de conserva-
tion avant analyse.

La plus grande stabilité des antigénes et des acides
nucléiques (ADN) comparée a la viabilité de C. trachomatis
offre la possibilité pour I'ensemble de ces méthodes non
basées sur lisolement en culture cellulaire, d'allonger le
temps de conservation des échantillons a +4°C au-dela de
deux jours sans diminuer leur sensibilité.

3. Méthodes de détection de C. trachomatis

Le diagnostic direct des infections a C. trachomatis a connu
une évolution en trois grandes périodes :

a) Ere de la culture cellulaire qui s'étend de 1975 4 1985.
Elle n'a jamais été une technique de routine mais réservée
aux laboratoires spécialisés en raison du co(t, de la non
standardisation et de I'équipement lourd. La culture cellulai-
re a été longtemps considérée comme le “Gold standard”
en raison de sa grande spécificité (100%), mais sa sensibi-
lité varie selon les laboratoires de 50 a 90%. Un traitement
antibiotique, la cytotoxicité de certains prélévements
(sperme, urine), la mauvaise conservation des préléve-
ments entrainent des résultats faussement négatifs.

Cette sensibilité dépend, également, du nombre de bacté-
ries présentes dans I'échantillon et de leur état réplicatif,
fonction du stade de la maladie aigué ou chronique. La pré-
sence d’une forme persistante de C. trachomatis échappe
complétement a l'isolement en culture cellulaire [4].

L'intérét de la culture cellulaire est l'isolement des souches
permettant une étude épidémiologique (sérotypage ou
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génotypage) et éventuellement une étude de la sensibilité
aux antibiotiques.

b) Ere des tests de diagnostic rapides :

L'ére des techniques de diagnostic direct rapides consti-
tuées par I'immunofluorescence (IFD) et les tests immuno-
enzymatiques et apparentés s'étend de 1985 a 1995.

* Limmunofluorescence directe (IFD) permet la détection
d'antigénes spécifiques du genre Chlamydia ou de I'espéce
C. trachomatis par IF directe ou indirecte sur frottis.

L'utilisation des anticorps monoclonaux marqués a la fluo-
rescéine révélent des CE extra-cellulaires, exceptionnelle-
ment des inclusions, sur un tapis de cellules épithéliales,
témoin de la qualité du prélévement.

La spécificité est meilleure avec les anticorps monoclonaux
anti-PMME qu’avec les anti-LPS spécifiques de genre [50,
51, 56]. La sensibilité est estimée & 80-90% et la spécificité
a 98-99% par rapport a la culture, lorsque les deux métho-
des sont réalisées de fagon optimale [5].

L'avantage de cette technique est sa simplicité et sa rapidi-
té (résultat en moins d'une heure). Elle est destinée a la
recherche de C. frachomatis dans les prélévements uré-
traux et conjonctivaux, mais peut étre appliquée a des pré-
lévements divers (culot urinaire, sperme). Cette technique
permet de détecter les Chlamydia viables ou non.
L'inconvénient majeur est la subjectivité de la lecture qui est
influencée par la qualité du microscope & fluorescence et
nécessite un personnel trés qualifié.

L'IFD est une méthode trés sensible et constitue une bonne
technique de diagnostic des infections aigués et des infec-
tions asymptomatiques dans les populations a risque [12].
Cependant, elle est d’un intérét moindre au cours des infec-
tions chroniques ou persistantes [16, 22].

Gréace a sa grande spécificité, elle est utilisée comme test
de confirmation des techniques de diagnostic direct non
basées sur la culture.

* Les techniques immuno-enzymatiques (EIA) ont été
développées pour la détection d’antigénes de Chlamydia
extraits de prélévements uro-génitaux et fournissent une
alternative a la culture.

Une dizaine de trousses EIA sont actuellement commercia-
lisées en France et validées pour les prélévements urétraux
et I'urine du premier jet. La cible antigénique est générale-
ment le LPS car il est plus soluble que la PMME.

L'avantage des méthodes EIA est leur réalisation rapide et
simple avec possibilité d’automatisation ce qui permet de
faire de grandes séries. Elles nécessitent une moins gran-
de expérience du personnel et permettent la détection de
Chlamydia viables ou non (moins de précaution a prendre
au niveau du transport des prélévements).

L'inconvénient majeur des tests EIA est leur faible sensibili-
té (50 a 75%) notamment lorsque le prélévement contient
peu de bactéries et lors d'infection persistante.

Ces tests sont encore utilisés dans certains laboratoires




lorsque le nombre d’analyses avec recherche de C. tracho-
matis est faible et incompatible avec la mise en place de
techniques plus onéreuses.

Contrairement a I'lFD, les résultats ne sont pas subjectifs.
Le “Cut-off’ doit étre calculé pour éviter les faux positifs
c’est & dire que la spécificité doit étre maximale ce qui se
fait souvent aux dépens de la sensibilité.

c) Ere des techniques de biologie moléculaire

Au début des années 1990, les techniques de biologie
moléculaires ont été développées et utilisées dans la
recherche.

La détection de C. trachomatis par des sondes ADN est
réalisée par hybridation in situ ou en milieu liquide [11].
L'hybridation in situ avec des sondes nucléiques spéci-
fiques a permis de détecter C. trachomatis chez 18 sur 78
patients présentant une prostatite chronique [19].

Au milieu des années 1990 débute I'ére des techniques
d'amplifications géniques. Ce sont des méthodes frés sen-
sibles (86-96%) puisqu’elles amplifient un petit nombre d’a-
cides nucléiques présents dans le prélévement. La spécifi-
cité (supérieure a 99,5%) est assurée par le choix des
amorces et par la méthode de révélation. Ces techniques
d’amplification, en multipliant le nombre de copies de la
séquence cible si elle est présente dans 'échantillon étudié,
ont pour effet d'en améliorer considérablement le seuil de
détection. Elles sont plus sensibles que les méthodes d’'hy-
bridation directe et peuvent détecter une molécule cible.

Les technigues de biologie moléculaire avec ampilification
génique pallient aux insuffisances de la culture en cas de
mauvais transport, en cas d'antibiothérapie ou de préléve-
ments cytotoxiques (sperme, urine).

Ces méthodes amplifient soit un géne chromosomique, e
géne Omp1 codant la PMME, soit '’ARNr présent a raison
de 104 copies par bactérie, soit une séquence du plasmide
spécifiqgue de C. trachomatis, présent chez 98% des sou-
ches a raison de 10 copies par bactérie.

Théoriquement, les techniques qui amplifient FARNr posse-
dent une plus grande sensibilité que les tests d’amplification
qui détectent le plasmide ou le géne de la PMME.
Cependant, 'ARNr est plus fragile que 'ADN ce qui peut
affecter la sensibilité des tests.

Cing techniques sont commercialisées en France dont trois
largement utilisées : PCR Amplicor™ Roche Diagnostics,
LCx-CT™ Abbott (LCR), Amplified CT™ bio Mérieux-
GenProbe (TMA).

La PCR (Polymerase Chain Reaction) et la LCR (Ligase
Chain Reaction) amplifient un segment du plasmide. La
TMA (Transcription Mediated Amplification) amplifie '’ARNr
aprés une transcription inverse en ADN complémentaire
(ADNc).

L'introduction des automates d’amplification et de détection
(COBAS AMPLICOR™, Roche Diagnostics et LCx™
Abbott) a permis & beaucoup de laboratoires d’introduire
ces technologies en routine.

Elles sont, également, largement utilisées dans les pro-
grammes de dépistage avec la possibilité de recourir a des
prélévements non invasifs qui sont mieux acceptés par les
sujets et non adaptés aux méthodes classiques [5, 8, 47,
51].

Bien qu'étant plus sensibles que la culture cellulaire et I'lFD,
ces techniques sont tributaires des inhibiteurs qui peuvent
étre présents dans les prélévements [52] et dont la nature
n'est pas connue.

Un résultat négatif par amplification génique n’exclut cepen-
dant pas un diagnostic positif surtout si I'examen a été pra-
tiqué chez un patient symptomatique et a haut risque d'in-
fection. Les résultats dépendent de la qualité du préléve-
ment, de la présence de la cible moléculaire et de 'absen-
ce d’inhibiteurs.

Les differentes méthodes de détection de C. trachomatis et
de ses cibles sont rappelées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Méthodes directes de détection de Chiamydia trachomatis.

Cibles

Techniques

Bactérie vivante (CE infectieux)

Antigénes :
- LPS, PMME

Culture cellulaire

- Immunofluorescence directe (IFD)
- Techniques immuno-enzymatiques et
apparentées

Acides nucléiques :

- ARNr

- ADN chromosomique (géne omp1)

- ADN plasmidique

- Hybridation moléculaire (PACE®2CT)
- Amplification (TMA)

- Ampilification (PCR)

- Amplification (PCR, LCR, SDA)

TMA : Transcription Mediated Amplification ; PCR : Polymerase Chain Reagction ; LCR : Ligase Chain Reaction ; SDA : Strand

Displacement Ampilification.
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4. Stratégies diagnostiques de I'infection
urogénitale

Les prélévements, les méthodes de diagnostic et la meilleu-
re stratégie diagnostique de l'infection uro-génitale mascu-
line a C. trachomatis en fonction du site de prélévement et
du contexte clinique sont résumés dans le Tableau 3.

La recherche de C. trachomatis dans les urines du premier
jet par les techniques d’amplification génique a une sensi-
bilité et une spécificité équivalentes a celles obtenues sur
un prélévement endo- urétral [3, 7]. Les urines contiennent
trés peu d'inhibiteurs en raison de 'effet de dilution [53].
Ceci constitue une raison supplémentaire pour utiliser ces
prélévements dans les programmes de dépistage.

Avant l'ére des techniques d'amplification, toutes les
recommandations sur le dépistage des infections a
Chlamydia se sont focalisées sur la femme ; actuellement
ces techniques permettent le dépistage dans les urines du
premier jet du sujet masculin jeune [14]. Ce dernier consti-
tue une meilleure stratégie préventive de l'infection aigué et
chronique chez la femme.

B) DIAGNOSTIC INDIRECT OU DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE

La recherche des anticorps anti-Chlamydia n'a pas Ia
méme valeur diagnostique que la mise en évidence du
microorganisme. Elle se justifie dans le cadre de la recher-
che de I'étiologie d’une infection génitale haute ou encore
de I'étiologie d’'une infection systémique comme la LGV.

Chez les patients atteints de la lymphogranulomatose véné-
rienne, la clinique associée aux tests sérologiques permet-
tent le plus souvent de poser le diagnostic étiologique. Les
tests sérologiques sont fortement positifs avec une ascen-
sion rapide du titre des anticorps [42, 44, 49, 50].

Les techniques de diagnostic actuellement utilisées sont la
Micro-immunofluorescence (MIF) et les techniques immu-
no-enzymatiques.

Ces techniques apportent des arguments diagnostiques
indirects mais sont d’interprétation délicate en raison d’une
part, de la communauté antigénique qui existe entre les

trois espéces de Chiamydia (C. trachomatis, C. psittaci, C.
pneumoniae) et d'autre part, de la persistance des anti-
corps des mois, voire des années aprés l'infection. Il peut
étre difficile de préciser 'espece en cause et de distinguer
une cicatrice sérologique d'une infection en évolution.
Actuellement, des réactifs spécifiques de I'espéce C. tra-
chomatis sont disponibles et améliorent l'interprétation.

Les Ig A ont une demi-vie courte et leur détection serait en
faveur d’'une infection en évolution. Pour le moment, aucun
consensus n'est acquis quant a leur intérét. Le dosage sys-
tématique des Ig G et des Ig A permet classiquement de
distinguer les infections anciennes avec persistance des
anticorps, des infections actives ol les Ig G et les Ig A spé-
cifiques ont des taux élevés.

V. CONCLUSION

L'utilisation des techniques d’amplification génique a
significativement amélioré le diagnostic des infections
a C. trachomatis [5, 22]. Ces techniques ont permis de
déceler 20% d’infections urogénitales supplémentaires
et permettent le diagnostic chez des personnes faible-
ment contaminées.

Les techniques d’amplification génique ont permis de
confirmer la fréquence élevée des infections asympto-
matiques, la prévalence élevée chez I'’homme et d’ap-
précier I’existence et la fréquence des infections récur-
rentes et/ ou persistantes [55].

En France, le nombre de cas chez ’lhomme a augmen-
té de 17% entre 1996 et 1997. Cette augmentation est
liée a l'utilisation de ces techniques [18]. Grace aux
techniques d’amplification, il a été précisé que Fhomme
était le principal réservoir de germes et que la trans-
mission se fait principalement dans le sens homme
femme [48].

Au cours d’une infection génitale basse, il est préféra-
ble de procéder a un diagnostic direct sachant que la
localisation restreinte aux muqueuses génitales n’en-
traine pas la formation d’anticorps de maniére constan-
te et a un taux significatif.

Tableau 3 : Stratégies diagnostiques de I'infection uro- génitale a C. trachomatis.

Infection génitale
basse / aigué

Infection génitale
haute/ persistante

Dépistage

Urétre Urine 1€ jet Urine 1T jet UMP Sperme

Culture cellulaire + - - - -
Détection des antigénes

*IFD + - - - -

+ EIA + - - - .
Détection des ac. nucléiques

+ Hybridation moléculaire + - - - -

+ Amplification génique + + + + +
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Devant une infection génitale s’accompagnant de
signes d’infection haute, 1a recherche d’une étiologie a
Chlamydia doit étre faite par technique d’amplification
génique sur des prélévements de sperme ou d’urine
aprés massage prostatique, associée éventuellement 3
une sérologie.

Des traitements antibiotiques efficaces et peu coliteux
sont disponibles (six jours de doxycycline ou 1 g d’azi-
thromycine en une prise unique) mais la difficulté dia-
gnostique fait que ces infections trés souvent asymp-
tomatiques restent non traitées.
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ABSTRACT

Chlamydia trachomatis infection in men. Towards a better
diagnostic approach.

Farida HAMDAD- DAOUDI, Jeanne ORFILA, Frangois EB

Chlamydia trachomatis is the most frequently sexually
transmitted pathogen in humans, with an estimated 92
million new cases occurring worldwide each year.
However, this number is probably underestimated, parti-
cularly for men who are less likely to be screened than
women.

C. trachomatis serovar D-K causes a variety of clinical
syndromes in men and women.

C. trachomatis may cause urethritis, epididymitis and pro-
statitis in young sexually active men, less than 35 years of
age. 50% of infected men remain asymptomatic. Sexually
active males with asymptomatic urethritis constitute a
significant reservoir of potential infection for women, in
whom the consequences of lower genital tract infection
are likely to be more severe.

Chlamydial infections have never been easy to diagnose.

Because Chlamydiae are obligate intracellular pathogens,
the objective of specimen collection should usually be to
include the host cells that harbour the organisms. The
sensitivity and specificity of diagnostic tests for C. tracho-
matis have been shown to be directly related to the ade-
quacy of the specimen.

Infection may be symptomatic or asymptomatic with a
small number of elementary bodies present at the site of
infection.

The conventional approach to laboratory diagnostic tes-
ting for C. trachomatis infections consisted of cell culture
of inocula prepared from urogenital specimens. Cell cultu-
re requires appropriate collection of cell scrapings from
the urethra, and optimal transport and storage conditions
of specimens to preserve viable organisms.

Antigen and nucleic acid detection technologies were
developed during the 1980s and have been extensively
applied to diagnosis due to their lower cost, a lower level
of expertise, preservation of infectivity during transport,
and a shorter time to obtain the results. Unfortunately,
most of these tests are less sensitive than in vitro cell cul-
ture, and may miss a large number of Chlamydia infected
individuals.

Nucleic acid amplification technologies have therefore
been developed, and application of these tests has shown
that culture is not as sensitive as previously believed and
that the prevalence of C. trachomatis infection is higher in
most populations. These assays can use non-invasive
specimens such as first void urine and semen, and do not
require special storage conditions.
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Advantages of nucleic acid amplification tests are their
ability to detect even a small amount of organisms. This
enables a high detection rate for C. trachomatis in symp-
tomatic persons, diagnosis of chlamydial infections in
asymptomatic individuals with a small number of elemen-
tary bodies, and diagnosis of persistent infections.

Key words: Chlamydia trachomatis, urogenital infections,
non-invasive samples, nucleic acid amplification tests




